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摘要 
 

    常見的細菌院內感染常造成嚴重的症狀，甚至死亡；雖可用抗生素治療，但臨床

治療常發現這些細菌多已帶有多重抗抗生素的能力，包括各地頻頻傳出的”超級細

菌”。之前的研究指出，部分黃酮醇化合物 (flavonols) 具有可抑制細菌酵素如 DNA

解旋酶以及其他 DNA 結合蛋白質的能力，進而阻斷細菌 DNA複製以及影響其生長，

因此，這些與 DNA 結合和反應的蛋白質與解旋酶應該是一個可供新型抗生素研發的

分子標靶。另外，黃酮醇化合物也可能會是其他細菌酵素的抑制劑。在此計劃，我們

分析了細菌所特有的引子合成體蛋白質群，分別從金黃色葡萄球菌與克雷白氏肺炎桿

菌選殖而來，包含了 PriA 解旋酶、PriB、PriC、DnaT、DnaC、DnaB 解旋酶、DnaD、

DnaI 與 SSB 蛋白質跟各種黃酮醇交互作用的能力之外，也對細菌所特有的酵素：尿

囊素水解酵素 (allantoinase) 與二氫乳清酸水解酶(dihydroorotase) 作結合與抑制的分

析。除了黃酮醇之外，我們亦使用已核准使用的臨床藥物 Zidovudine (為抗愛滋病病

毒的核苷酸反轉錄酶抑制劑)進行是否可老藥新用於抗菌的試篩。我們發現黃酮醇對以

上所述的這些蛋白質擁有良好的結合與抑制能力，尤其是黃酮醇中的 kaempferol 對

尿囊素水解酵素與二氫乳清酸水解酶有極強的抑制能力。然而，利用酵素抑制動力學

模型得知 kaempferol 對此兩酵素的抑制型態卻有所不同： kaempferol 對尿囊素水解

酵素為競爭型抑制劑但對二氫乳清酸水解酶則為非競爭型抑制劑；透過 docking 與電

腦模擬的實驗也發現此與酵素抑制的結果相符。綜觀以上結果，我們認為黃酮醇尤其

是 kaempferol ，不單單為一優質的天然抗氧化物，也是一良好的抗生素研發的前導

物 (lead compound)。此研究部分的結果已發表至 Biochimie (Peng, W.F., Huang, C.Y.* 

(2014) Allantoinase and dihydroorotase binding and inhibition by flavonols and the 

substrates of cyclic amidohydrolases. Biochimie, accepted and published online, doi: 

10.1016/j.biochi.2014.01.001., SCI)，其中本人為第一作者。未來我們更希望優化含各

種醣基的黃酮醇衍生物等，希能找尋出更強的抑制劑作為不同於抑制細胞壁生成等傳

統機制的新型抗生素。 
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第一章：緒論 (introduction) 

1.1  金黃色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）介紹及致病機制 

    金黃色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) 為一種革蘭氏陽性球菌 (gram positive 

coccus)，在顯微鏡下成葡萄串狀，無鞭毛及內孢子，具有 catalase，為常見引起食物

中毒的病原菌，存在於皮膚及黏膜上，葡萄球菌為表皮上正常之菌種，可能會引起伺

機性感染 (opportunistic infection)，金黃色葡萄球菌會引起不同程度之感染症，如毛囊

炎、心內膜炎、骨髓炎等 [1]。 

    金黃色葡萄球菌之感染為院內感染 (nosocomial infection) 非常常見的菌種，會引

起嚴重的症狀，如菌血症 (bacterimia)，甚至死亡，經驗上使用 β-lactam 類抗生素進

行治療，例如：oxacillin, cephalosporins 等，但由於抗生素使用氾濫，造成細菌產生

β-lactamase, PBP (Penicillin Binding Protein), efflux transporter 等抗菌機制，MRSA 

(Methicillin resistant Staphyloccocus aureus) 於 1961 年首次在英國發現，其擁有

β-lactamase 並對於 β-lactam 類藥物產生抗性，在醫院中被稱為「超級細菌」，對於

MRSA，萬古黴素(vancomycin) 通常為最後一線之藥物，其機制為抑制細菌細胞壁之

合成，但近年來，VRSA (Vancomycin resistant Staphyloccocus aureus) 也開始在醫院中

出現 [2-5]。 

    金黃色葡萄球菌具有多種的致病機轉，包含如 (A)結構因子：莢膜 (capsule) 及

肽聚醣 (peptidoglycan)可以促進發炎，抑制趨化作用 (chemotaxis)及吞噬作用 

(phagocytosis)，protein A 為金黃色葡萄球菌特有之成份，具有吸附抗體及補體的作用；

(B)毒素：cytotoxin 會造成 β 型溶血， exfoliative toxin 為 serine protease，會造成 SSSS 

(脫皮症候群)，enterotoxin 為一超級抗原 (superantigen)，作用於人體中會使 T cell 分

泌大量 cytokine，造成嚴重的系統性發炎反應，臨床表徵即為食物中毒，TSST (Toxic 

shock syndrome toxin) 亦為超級抗原，會破壞腎小管內皮細胞，並引起腎衰竭；(C)酵

素：玻尿酸酶 (hyaluronidase)、纖維蛋白溶解酶 (fibrinolysin) 等可以幫助細菌在組織

間移動 [6,7]。 

1.2  克雷白氏肺炎菌（Klebsiella pneumoniae）介紹及致病機制 

    克雷白氏肺炎菌 (Klebsiella pneumoniae) [8] 為僅次於大腸桿菌 (Escherichia coli) 
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亦造成菌血症之腸內菌 (Enterobactericeae)，主要之致病機轉為其高變異性的莢膜，能

抵抗巨噬細胞的吞噬作用；纖毛 (fibriae) 為一種細菌黏附因子，其提供了感染的專

一；螯鐵系統 (iron acquisition system)：以螯鐵蛋白 (siderophore) 為主，細菌借此與

宿主競爭生物生存所需的三價鐵離子。克雷白氏菌在人體中為常在菌種，存在於呼吸

道、消化道、泌尿道等黏膜性上皮，在醫院中，克雷白氏肺炎菌亦為院內感染常見之

菌種，ESBL型 (Extended-spectrum of β-lactamase ) 為最常見的，其具有能分解廣效

性頭孢菌素水解酶，因而造成嚴重的抗藥性，NDM-1 (New Delhi metallo-β-lactamase) 

抗菌株的發現也使得克雷白氏菌的抗藥性問題日益增加 [9-11]。 

1.3   DNA複製系統 

1.3.1  解旋酶 (helicase) 

解旋酶是一類可解開 DNA上兩兩鹼基配對氫鍵的酶，藉由水解 ATP 供給能量來

解開雙股螺旋 DNA（unwinding DNA）[12-15]。本計畫會研究兩種解旋酶，分別為

DnaB [16,17] 與 PriA [18,19]。 

1.3.1.1  DnaB解旋酶 

DnaB 解旋酶是所有生物體維持生命所必需的酵素，其主要的功能是能將緊密黏

合的雙股螺旋 DNA 進行解旋，並形成兩條單股 DNA，以利於  DNA 聚合酶 

(polymerase) 的結合，促使 DNA 的複製。不管在一般 DNA 的複製，又或者是進行

DNA修復（DNA repair）時，都是不可或缺的。在先前的研究提出，DnaB會事先的

與單股 DNA進行結合，而後再將 ATP 進行水解反應，以獲取能量並進行移動與解旋。

由於先前一連串蛋白質交互作用，而吸引 DnaB 結合到 DNA 上使 DNA 解旋，並使

DNA 模板 (DNA template) 所裸露出來，此時引子合成蛋白 DnaG 便會合成引子

(primer) 在模板 DNA 上，並引導 DNA聚合酶複製出另外一股 DNA，已完成 DNA的

複製或修復 [12-14,20]。 

DnaB依照解旋酶家族的分類，可區分出許多不同的家族，依照其解旋的方向性，

分為 3’-5’方向解旋的 A 型解旋酶，以及 5’-3’的 B型解旋酶，而 DnaB為 B型解旋酶。

另外 DnaB在其結構上，分為三個主要區域，分別為 α β γ，其這三個區域結存在於大

部份的細菌解旋之中，其中 β 區域只要為核甘酸（nucleotide）結合位並對核甘酸進行

水解反應以獲的能量，而 γ 區域是吸引單股 DNA 與其結合，並具有與其他 DnaB 進
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行交互作用，使 DnaB 形成六套體（hexamer）結構。α 區域主要是解旋酶對 DNA 進

行解旋的主要功能區域，但經由與其他菌種進行序列比對時其相似並不高，這還待其

他學家進行研究 [21]。 

1.3.1.2  PriA解旋酶 

在眾多的解旋酶之中，PriA是被分類在 3’-5’方向解旋的 A型解旋酶 [15,22-24]。

PriA解旋酶為引子合成體（primosome）中的一員，對於 DNA的複製相當重要，且已

証證時當 DNA 的複製叉（replication fork）受到外在環境破壞，造成 DNA 無法繼續

進行複製時，為主要因子去重新開啟 DNA的複製。它可辨識受到損害的 DNA 所形成

的特殊二級結構（second structure），並且與之結合並延長展露出單股 DNA 區域，並

吸引單股 DNA結合蛋白（single strand DNA binding protein）抓住裸露的 DNA，等待

其它蛋白前來進行換手動作。假使將其去除，細菌在充滿 UV光的照射下，其存活率

會大大的下降 [25-32]。 

在先前的研究發現已知，PriA 解旋酶內含有兩個區域，為單股 DNA 結合區，以

及 nucleotide 結合區 [18,33]。而 PriA 的 DNA結合區分為兩個，一個對 DNA 有微弱

的結合能力，另一個對 DNA有強力的結合反應 [34]。在無 ADP 存在的環境下，DNA

只會被 PriA的強力 DNA 結合區進行結合，但當 ADP 與 PriA相互結合時，便會改變

PriA的蛋白質構型，使微弱 DNA結合區打開，幫助 PriA與 DNA作結合，大大增強

與 DNA結合的能力 [34]。 

1.3.2  DNA複製再啟動（DNA replication restart） 

引子合成體 (primosome)，其最早的機制是在嗜菌體中被發現 [35-39]。在嗜菌體 

X174 的 DNA上有特殊的 DNA序列，稱之為 pas (primosome assembly site)，會吸

引引子合成體靠近並進行 DNA複製，因此被發現到。在原核生物體中，其 DNA模板

受到細菌體中的氧化壓力或紫外線照射等外在化學性傷害時，其 DNA 複製便會暫

停，等到 DNA 修復完成之後，才會重新進行 DNA 的複製 [40,41]。要將其以停止的

DNA複製重新啟動，便需要引子合成體來合成引子，便於 DNA複製繼續進行。引子

合成體是由一連串的蛋白質相互結合而形成的蛋白質-DNA 複合體，在革蘭氏陰性菌

與陽性菌並不相同 [42-48]。革蘭氏陽性菌如今黃色葡萄球菌的引子合成體其組成的

蛋白質為： PriA, DnaD, DnaB, DnaC, DnaI, 與 DnaG [49]。一開始 PriA會結合到 DNA
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目標區域上，DnaD、DnaI與 DnaC 會先後的與 PriA進行結合，其中的機制雖然還不

清楚，但可以確定的是 DnaD 會先與 PriA 先行結合，其 DnaI 與 DnaC 會相互結合形

成複合物 DnaI6-DnaC6，並與 DnaD進行結合，後再吸引 DnaB與之結合，DnaI-DnaC

複合物便會幫助 DnaB 結合裝載（loading）到 DNA上 [50]。當 DnaB結合在 DNA上

時，其 DnaG便會一同的結合上來，並在模板 DNA上合成新的引子，最終 DNA聚合

酶結合上來繼續未完成的複製。在先前的研究指出，DnaI 會先與 ATP 進行結合，後

與 DnaB 進行交互作用並一同與 DnaB 形成六聚體（DnaB6-DnaI6），同時 DnaI 的蛋

白構形發生改變，以易於將 DnaB結合組裝到 DNA上，後再進行 ATP 水解反應，使

其蛋白構行回復到先前未與 ATP 結合時的狀態，並從 DnaB 身上離開完成 DnaB 與

DNA的組裝 [51-58]。 

1.4   類黃酮介紹及醫療用途 

類黃酮 (flavonoids) 是個獨特卻又常見於光合作用植物中，常現在水果、蔬菜、

花、茶、酒、蜂蜜當中被分離出，目前科學家鑑定出約 4000種不同的類黃酮 [59-65]。

在幾世紀以來，他常被用於治療人類的疾病，並且發現這天然的產物，具有抗人類感

染（anti-infaction）的效用。依照其結構上分類，可分為：黃酮類 (flavones)、黃酮醇

類  (flavonol) 、黃烷酮類  (flavanone) 、異黃酮類  (isoflavone) 、新類黃酮 

(neoflavonoid)，並依照其種類，具有可抗菌（anti-bacterial），抗黴（anti-fungal），

抗病毒（anti-viral）等活性 [63-70]。它也具有抗發炎與抗氧化反應，例如在抗發炎方

面，黃酮類化合物能夠抑制轉錄因子 NFkB 的和 AP-1 與上游的傳遞路徑進行結合，

如：MAPK，IKK和 PI3K/Akt 訊息傳遞路徑，使降低發炎性物質的產生或使降低促發

炎性物質（TNF，IL-A，PGE2）和活化發炎酵素（COX-2和 iNOS）的活動，達到降

低發炎的效果。在抗氧化方面，也有論文指出，類黃酮具有抑制 NADPH oxidase的活

性，以避免身體產生過多的過氧化物質。另外，也發現到類黃酮具有直接抑制 DNA

的生成、影響細胞膜穩定性與能量代謝的能力。類黃酮的結構有三個六角環的構造，

為其基本結構，並在 A 環與 C 環上依不同種類在不同位置接上數量不同的氫氧基，

這與類黃酮有抗氧化能力息息相關，也會在 B 環上接上不同數量的氫氧基，使其產生

不同的化學和物理特性。 

1.5   Zidovudine 介紹及醫療用途 
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    Zidovudine 又名 Azidothymidine (AZT)，是一個已臨床使用的核苷酸反轉錄酶抑

制劑 (Nucleoside Reverse-transcriptase Inhibitor, NRTI)，用於治療後天免疫不全症

(AIDS) [71]。AZT可以抑制 HIV病毒合成 viral DNA，並減緩病毒的複製與散播，目

前與其他抗 HIV 藥物組合進行合併療法 (Highly Active Antiretroviral Therapy, 

HAART)，AZT 選擇性的抑制 HIV 的反轉錄酶，使得 HIV 無法將其 RNA 反轉錄為

DNA，進而影響 viral DNA嵌入宿主 DNA形成 provirus；AZT之疊氮基 (Azido group)

可以增加其親脂性 (lipophilic)，並使它能順利通過受感染細胞之細胞膜及血腦障壁 

(Blood-Brain Barrier)，細胞中的酵素會將其轉變為帶有三個磷酸的形式，並對 HIV反

轉錄酶產生抑制。 

1.6   Ticagrelor 介紹及醫療用途 

    近年來，急性冠心症 (Acute Coronary Syndrome, ACS)的發生率逐漸上升，冠狀

動脈血管內膜的斑塊突然破裂，導致血栓的產生，使得心肌供氧量不足，若血栓只塞

住部分之血管，血流減少但仍能通過時，稱為不穩定型心絞痛 (Unstable Angina)；若

血栓將血流完全阻斷，導致心肌缺氧時則稱為心肌梗塞 (Myocardial Infarction)。預防

ACS 的再發生有賴於抗血小板藥物，如 asprin , clopidogrel 等，ticagrelor 是一個 ADP 

receptor antagonist [72,73]，並經由可逆且非競爭性的與血小板上 P2Y12 ADP receptor

結合後，並藉由抑制由 ADP 活化之 GbIIb/IIIa 附合體活化降低血小版活化與凝集，由

於其對於上 P2Y12 ADP receptor 為可逆的拮抗，凝集功能的回復依照血清中 ticagrelor

及其活性代謝物的濃度而定 [72,73]。 

1.7   Cyclic Amidohydrolase 介紹 

1.3.1  Cyclic Amidohydrolase 

Amidohydrolase superfamily為一群可以催化碳或磷骨架上 amide及 ester functional 

group 之酵素 [74-77]，尿囊素水解酶  (allantoinase) [78-82], 二氫乳清酸水解酶 

(dihydroorotase) [83-87], 海 因 酶  (hydantoinase) [88-95] 及 二 氫 嘧 啶 酶 

(dihydropyrimidinase) [94-101] 都屬於 cyclic amidohydrolase 家族。另外，imidase 與

imidase-hydrolyzing enzyme 也屬於此家族 [95,99,101-105]，他們具有結構及功能相似

性，但在胺基酸序列上卻缺少相似性，這些酵素具有 metal center，大致分為單金屬中
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心與雙金屬中心兩種，並催化在嘧啶及嘌呤代謝中五元及六元環受質之 cyclic amide 

bond之水解及開環反應。 

allantoinase與 dihydroorotase之 active site均含有四個 histidine,一個 aspartate及一

個 post-carboxylated lysine或是第二個 aspartate，羧化的 lysine與活化位中金屬 cofactor

的結合及催化活性均有關 [78,80,81]。Cyclic amidohydrolase 目前認為之催化機制為： 

參與親核水解反應的水分子必須被活化；受質的 amide bond 必須經由旁邊 carbonyl 

group 的極化而變得更加親電 (electrophilic)；而在 leaving group 中的 N 必須被質子

化，最後酵素將 C-N bond 水解開環。此類酵素雖然催化機制相似，但具有受質專一

性，其機制尚未清楚。 

1.3.1.1  尿囊素水解酶 (Allantoinase, ALLase) 

    尿囊素水解酶 (allantoinase) 為 homotetrameric dinuclear metalloenzyme，廣泛存

在於各類生物中，包含細菌、植物到部分動物均有之 [106-112]，allantoinase 催化尿

囊素 (allantoin)與 allantoic acid 之間可逆的水解及開環，此反應在醯脲 (Ureide)代謝

中扮演重要的角色，並影響生物對於嘌呤代謝物中氮元素的利用。  

1.3.1.2  二氫乳清酸水解酶 (Dihydroorotase, DHOase) 

    二氫乳清酸水解酶  (dihydroorotase) [113-116] 與 allantoinas 相似，皆為

metalloenzyme，催化 carbamoyl aspartate 與 dihydroorotate 之間的可逆水解反應，此反

應位於 de novo pyrimidine synthesis 之第三步，在哺乳類中，dihydroorotate 為 CAD 

(Carbamoyl phosphate synthetase/ Aspartate transcarbamoylase/ Dihydroorotase) 蛋白質

複合體的一部分，CAD 在哺乳類中負責嘧啶的生合成，但在原核細胞中，CAD 複合

體中的三個酵素則會各自表現 [115,117,118]。 

1.8   研究動機  

    近年來，因為過於氾濫的使用抗生素，已導致細菌演化出了可以抵抗多種抗生素

的能力，使形成多重抗藥性。”超級細菌” 一詞頻頻出現於新聞媒體的報導，除之前

印度所傳出的腸道菌 (克雷白氏菌與大腸桿菌)已蔓延至各地，最近在英國亦爆發出”

超級金黃色葡萄球菌” 。這些細菌所引發的感染症原可以使用青黴素或頭孢菌素等抗

生素來治療，然由於這些細菌經由突變或交換基因等方式亦發展出對抗這些傳統抗生

素的能力，尤其是以其細胞壁合成或核醣體蛋白質為標靶的藥物，且已有多重抗藥性



 9 

的細菌不斷被發現與報導，成為臨床治療時甚面臨無藥可醫的情況。因此若能開發出

新的標靶，也許對此棘手的問題將能有所幫助。此計劃提出的 PriA與 DnaB，雖是細

菌 DNA 複製時所必需的解旋酶，然其結構與功能與高等動物的解旋酶相比則有顯著

的不同，因此亦可能據此所開發出之藥物對人體較無副作用。另外，之前我們已發現

部分黃酮醇物質對克雷白氏肺炎桿菌 DnaB 解旋酶的解旋能力有明顯的抑制效果

[16,119]；此抑制效果主要是經由抑制其 ATP 的結合。由於許多不同的黃酮醇物質也

已被報導可抑制許多的細菌來源的酵素，因此我們也有興趣將我們實驗室兩個細菌特

有的酵素，dihydroorotase 與 allantoinase 一起分析。由於臨床上已有許多藥物其藥理

機轉是抑制酵素或激酶等的核苷酸的結合，因此也許有其他更多已可臨床使用但仍未

在抗菌項目中所嘗試的天然物或藥物有抑制解旋酶的活性，值得試著篩選與優化出

來。因此此計劃測試與優化各種類黃酮物質對細菌的 PriA 與 DnaB 解旋酶的抑制之

外，包括原使用於抗愛滋與抗凝血的核苷酸類似藥物，Zidovudine 與 Ticagrelor，對

這些解旋酶與其他的 DNA 結合蛋白質有系統性的做抑制與結合之分析。部份的結果

今年已發表在生化領域的 SCI 期刊 Biochimie [Peng, W.F. (彭偉峯), Huang, C.Y.* 

(2014) Allantoinase and dihydroorotase binding and inhibition by flavonols and the 

substrates of cyclic amidohydrolases. Biochimie, accepted, and published online, doi: 

10.1016/j.biochi.2014.01.001., SCI]，其中本人為第一作者。 
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第二章：材料與方法 

（Materials and Methods） 

2.1  實驗材料 

(1) 聚合酶連鎖反應(PCR)中所使用的 buffer 以及 Taq polymerase 購買自 MDBio 

(Frederick, MD, USA)。 

(2) PCR 產物純化，所使用的 kit 購買自 VIOGENE (Taipei, Taiwan)。 

(3) 質體抽取所使用的 kit 購買自 MDBio (Frederick, MD, USA)。 

(4) Gel extraction 所使用的 kit 購買自 GE Healthcare (Piscataway, NJ, USA)。 

(5) 製備 Clone的限制酶購買自 NEB (Ipswich, MA, USA)。 

(6) 所使用的勝任細胞  (competent cell) 為 ECOSTM 21、ECOSTM 101 購買自

YEASTERN (Taipei, Taiwan)。 

(7) 接合反應所使用的T4 DNA ligase 和 buffer 購買自 Promega (Madison, WI, 

USA)。 

(8) 細菌生長所使用的 LB 購買自BD (Franklin Lakes, NJ, USA)。 

(9) 抗生素 Ampicillin 購買自MDBio (Frederick, MD, USA)。 

(10) 蛋白質表現是使用isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)，購買自MDBio 

(Frederick, MD, USA)。 

(11) 純化所使用的膠體管柱為 HisTrapTM HP 購買自GE Healthcare (Piscataway, NJ, 

USA)。 

(12) SDS-PAGE 所使用的 SDS、TEMED、Tris-HCl (pH 8.8)、Tris-HCl (pH 6.8)、30% 

Acrylamide/Bis、APS、Stain buffer 皆購買自BIO-RAD (Hercules, CA, USA)。 

(13) 螢光偵測實驗所使用的六種類黃酮：myricetin、quercetin、galangin、kaempferol、

myricitrin、dihydromyricetin 皆購買自Sigma ( St. Louis, MO, USA) 

(14) Bacterial agar 購買自 AMRESCO (Solon, OH, USA)。 

 Ampicillin LB培養盤製作： 

12.5 g的 LB 和 7.5 g 的 bacterial agar 加入 500 ml 的 ddH2O，高溫高壓滅

菌，冷卻至 55 ℃，加入 250 µl 的 100 mg/ml ampicillin 後倒盤。 

(15) DNA電泳使用的 Agarose I TM 購買自 AMRESCO (Solon, OH, USA)。 

 1 % 瓊脂膠製作配方： 
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12.5 g的 agarose 加入 70 ml 的 0.5X TAE中，沸騰至透明呈清狀，冷卻至

55 ℃後倒入鑄膠槽中。 

(16) SDS PAGE製作配方： 

 10X running buffer (1 L) 製作配方 (使用時稀釋為 1X)： 

1. Tris 32.3 g （final concentration = 250 mM） 

2. Glycine 144 g （final concentration = 1.92 M） 

3. SDS 20 g （final concentration = 1 %） 

 Stacking gel (4 %)：  

1. ddH2O 

2. 30 % Acrylamide/Bis 

3. 1.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 

4. 10 % SDS 

5. 10 % APS 

6. TEMED 

1.50 ml 

0.33 ml 

0.63 ml 

25 µl 

25 µl 

1 µl 

 Resolving gel (12 %)： 

1. ddH2O 

2. 30 % Acrylamide/Bis 

3. 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 

4. 10 % SDS 

5. 10 % APS 

6. TEMED 

1.65 ml 

2.00 ml 

1.25 ml 

50 µl 

50 µl 

1.5 µl 

 Destain buffer (1 L)製作配方： 

1. Methanol 

2. Acetic acid  

3. ddH2O 

200 ml 

100 ml 

700 ml 

 

 

2.2  蛋白質取得與處理相關之技術 

2.2.1  聚合酶連鎖反應  

加入下列之 PCR 實驗反應物至200 µl 微量離心管中並混和均勻，使用的儀器是 

BIO-RAD Thermocycler，反應條件如下所示。 

Reagent： 
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1. Template DNA 0.5ul 

2. Primer-forward 1ul 

3. Primer-revers 1ul 

4. 10mM dNTP mix 1ul 

5. 10X Taq buffer 5ul 

6. Taq DNA Polymerase 0.7ul 

7. Sterile deionized water 40.8ul 

 

 

取 4 µl 反應後混合液產物與 1 µl 的 6X loading dye混合後，將其注入到 1 % 瓊脂

膠（0.5X TAE buffer and 1 % agarose）並進行電泳 （electrophoresis），於 0.5X TAE buffer

中給予電流 110 mV 分離產物約 20分鐘，經 EtBr染色 10~15分鐘後用紫外光照膠確

認反應後產物大小是否正確。 

 

2.2.2  PCR產物的純化 

(1) 將PCR產物 （總體積50 μl） 加入 500 μl PX buffer 混合均勻。 

(2) 將混合好產物加入 Clean up column，13000 rpm 離心，1分鐘。 

(3) 去掉下層液，加入500 μl WF Buffer，以13000 rpm 離心，1分鐘。 

(4) 去掉下層液，加入500 μl WS Buffer，以13000 rpm 離心，1分鐘。 

(5) 再以 13000 rpm 離心2分鐘 (使WS buffer 內的 ethanol 加以去除乾淨)。 

(6) 換至新的 tube 後加入 50 μl 的 ddH2O，放置室溫約10分鐘，再以 13000 rpm 

離心2分鐘，並保存至-20 ℃。 

 

2.2.3  質體抽取及質體製備 

質體抽取步驟為： 
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(1) 將含有 pET21b 質體之單一菌落挑起，加入含有 4 μl 100 mg/ml ampicillin 的 4 

ml LB培養液中，置於 37℃培養箱，搖晃培養到 OD600約為 1.0 。 

(2) 後在 Tube中分次加入 1000 μl 菌液，離心 12000 rpm，1分鐘，去除上清液，

並重覆 4次。 

(3) 加入 250 μl 的 Solution I，並將離心下來的菌塊溶散，後在冰上反應 2分鐘。 

(4) 加入 250 μl Solution II，用手緩慢搖晃均勻，室溫反應 1分鐘。 

(5) 加入 250 μl Solution III，用手緩慢搖晃均勻，室溫反應 1分鐘。 

(6) 離心 11000 rpm，10分鐘，並將其上清液取出 (勿吸取到細胞碎片的白色沉澱

物)。 

(7) 將 750 μl 上清液吸至 Collect tube 中，在室溫靜置 2分鐘，離心 6400 rpm，1

分鐘。 

(8) 除去 column 之過濾液，加入 500μl Wash Solution，離心 7200 rpm，1分鐘，

重複兩次。 

(9) 再以 8800 rcf 離心 2分鐘 (將Wash Solution中的 ethanol加以去除乾淨)。 

(10) 最後加入 50 μl 的 elution buffer 放置 37℃ 反應 5分鐘，以 8800 rcf 離心 2

分鐘，完成質體抽取。 

 

2.2.3  蛋白質表現測試與蛋白質表現菌體儲存 

(1) 將定序結果正確的質體轉型至 (ECOSTM 21)中。 

(2) 用挑菌棒取出 plate中的單一菌落，種入含 4 µl 100 mg/ml ampicillin的 4 ml LB

培養液中，置於 37 ℃培養箱，搖晃培養至 OD600=1.0。 

(3) 將 O.D 1.0 的菌液平分成兩管，一管做蛋白表現測試，一管做菌液儲存，各

加入 2 ml LB培養液，搖晃培養至 OD600=1.6。 

(4) 從蛋白表現測試管中取 200 µl菌液至 eppendorf 中，原菌液加入 1 M isopropyl 

β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 4 µl，再培養 4小時後取 150 µl 表現後菌液

至 eppendorf 中。 

(5) 用 12000 rpm 離心，1 分鐘，用 20 µl ddH2O 回溶菌塊後跑 SDS-PAGE進行

確認，步驟如下： 

1. 加入 4X loding dye 10 µl 混合均勻，以 98 ℃加熱 1小時。 

2. 將 marker與 sample注入 SDS-PAGE 之後，以 70 mV跑膠約 2 小時。 

3. 跑膠完成後，將膠片置於 stain solution (coomassie blue)中染色 1小時。 

4. 染色完後以 destain solution，退染約 1小時。 
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5. 最後以玻璃紙封膠，風乾後確認結果。 

(6) 取菌液儲存管，在 tube中分次加入 1000 μl 菌液，離心 12000 rpm，1分鐘，

去除上清液，重覆 4次。 

(7) 加入 400 μl LB 培養液回溶菌塊，再加入 50% glycerol 100 μl 後，保存至-80

℃，完成菌液儲存。 

 

2.2.4  細菌大量培養與蛋白質表現 

(1) 取出儲存菌液 10 μl，加入含 4 μl 100 mg/ml ampicillin 的 4 ml LB 培養液中，

置於 37 ℃培養箱，搖晃培養至菌液濃度達到 OD600=1.2。 

(2) 將培養至 OD600=1.2的菌液加入含 200 μl 100 mg/ml ampicillin 的 500 ml LB 

培養液中，此次共培養 2瓶共 1 L細菌培養液，置於 37 ℃培養箱，搖晃培養

至菌液濃度達到 OD600=1.6 (時間約 4~6小時)。 

(3) 於濃度約為 OD600=1.6時加入 1 M IPTG 125 μl 誘導表現蛋白生成，在 25 ℃

環境下繼續培養 8小時。 

 

2.2.5  蛋白質純化 

(1) 將培養好的菌液分置於 250 ml 離心瓶，以高速冷凍離心機 (Beckman) 12000 

rpm於 4 ℃低溫離心 20分鐘。 

(2) 除去上清液，每瓶以 10 ml的 binding buffer (5 mM imidazole, 500 mM NaCl, pH 

7.4) 將底部菌塊重新回溶，將回溶的菌液放入 50 ml 離心管。 

(3) 使用超音波破碎機 (sonicator) 將溶於 binding buffer 內的菌體均勻震碎。 

(4) 之後以 14000 rpm 於 4 ℃低溫離心 20分鐘，收集上清液。 

(5) 將純化用 column His TrapTM HP 依序通入 30 ml 的 ddH2O、30 ml的 50 mM 

NiSO4、30 ml 的 ddH2O及 30 ml 的 5 mM imidazole, 500 mM NaCl, pH 7.4) 

buffer。 

(6) 接著將含有蛋白質之上清液以慢速通入 column 中。 

(7) 通完上清液後，依序使用含有 500 mM NaCl pH 7.4 的不同濃度 imidazole (5 

mM、60 mM、100 mM、200 mM、500 mM) 通入 column。並收集洗出之蛋

白質各 50 ml。 
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(8) 最後使用 100 mM EDTA pH 8.00 清洗 column，並用 20 % EtOH通入 column

保存。後以 SDS-PAGE確認蛋白質狀況，至此蛋白質純化完成。 

2.2.6  蛋白質透析 

實驗使用之透析膜為 Thermo Snake Skin®  Pleated Dialysis Tubing。 

(1) 剪下適當長度後，將透析膜浸濕於蛋白質要置換之 buffer(此實驗使用之 buffer

為 20 mM Tris–HCl, 200 mM NaCl, pH 8.0)，大約 2分鐘。 

(2) 將浸濕的透析膜拉平，以長型夾子夾住下端密封，放入欲置換 buffer 之蛋白

質約 20ml，將上端也以長型夾子夾住密封，並預留約 1公分之置換空間。 

(3) 將蛋白質懸掛於欲置換之 buffer 中，體積約為 1000ml，以磁石攪動 buffer，

轉速約 160 rpm，置於 4 ℃環境下置換 6 小時，即完成蛋白質透析。 

 

2.2.7  蛋白質濃縮 

 實驗使用之濃縮管為 Millipore Amicon ultra-10K。 

(1) 取出濃縮管後，以酒精和 ddH2O小心沖洗 (以免破壞過濾膜)。 

(2) 清洗完畢後，加入 10 ml 透析完的蛋白質溶液，3000 rpm 於 4 ℃低溫離心 30

分鐘，重覆此步驟至蛋白質濃度達到實驗條件為止 (需注意蛋白質狀態是否

有聚集沉澱)。 

(3) 使用完畢後，以 ddH2O和酒精小心沖洗，保存至 20 % 酒精中。 

2.3 蛋白質-小分子交互作用之螢光淬滅 

本計畫所使用的螢光偵測儀器為 Hitachi-2700，實驗條件如下 

2.3.1用螢光淬滅偵測蛋白在不同類黃酮及臨床藥物的情況下： 

(1) 環境 buffer：HEPES 50mM, Tris 50mM, NaCl 50mM  pH7 

(2) 蛋白濃度約為 0.1~1uM 

(3) 類黃酮濃度：為 1-30 uM 

(4) 偵測時間間隔為 1 min 

(5) 反應環境溫度為：25 ℃ 

(6) 偵測波長為(ex/em)：280/330 nm 
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2.4 蛋白質-小分子電腦模擬交互作用：分子對接(Molecular docking) 

2.4.1 分子對接使用之配體 (ligand) 及蛋白質模型 (model)： 

(1) 分子對接使用之配體(docking ligand)是從 PubChem 及 DrugBank 以.pdb 或.sdf

檔案格式下載 

(2) KpPriA N端之模型是利用 SWISS MODEL 並基於 2D7H (aa. 4-104) 

(3) KpPriA全長之模型(4NL4)下載自 PDB (Protein Data Bank) 

(4) SaDnaB 之模型是利用 SWISS MODEL 並基於 Geobacillus kaustophilus DnaC 

(2R6C) 之結構 

(5) Sty Allantoinase 之模型是利用 SWISS MODEL 並基於 Bacillus halodurans 

allantoinase (3HM7: 42% identity)之結構 

(6) Kp Dihydroorotase 之模型是利用 SWISS MODEL 並基於 Salmonella enterica 

dihydroorotase (3JZE : 93% identity)之結構 

 

2.4.2 分子對接(HEX-Server)： 

(1) HEX-Server網址為 http://hexserver.loria.fr/index.php 

(2) 將 ligand 及 receptor 以.pdb 檔案格式上傳 

(3) 選擇 Correlation type (Shape only, Shape+Electrostatic) 

(4) 將檔案 submit 後，等待結果並下載之 

 

2.4.3 分子對接(PATCH DOCK)： 

(1) PATCH DOCK網址為 http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/ 

(2) 將 ligand 及 receptor 以.pdb 檔案格式上傳 

(3) 填入 e-mail，將 RMSD設為 1.5，選擇 Complex type 為 Protein-small ligand 

(4) 將檔案 submit 後，等待結果並下載之 

 

2.5 利用 Malachite Green Assay分析蛋白質之 ATPase activity 

(1) 根據不同的實驗條件準備 sample 

(2) 將 UV/VIS 光譜儀(Hitachi U3300)暖機 15分鐘 

(3) 選擇 Rate 模式並調整測定波長為 610nm 及測定時間為 30 sec 

(4) 將 125λ sample、1250λ ddH2O及 430λ Ammonium Heptamolybdate (28uM) 

in 2.1 uM H2SO4 加入 6孔細胞盤中反應十分鐘後，加入 320λ 0.35％ PVA+ 

http://hexserver.loria.fr/index.php
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/
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0.035％ Malachite Green 再反應十分鐘 

(5) 反應後加入 Cuvette 後放入機器中(注意光路位置) 

(6) 按 Run 並讀取實驗數據。 

 

2.6 利用水解酶實驗分析黃酮醇對於水解酶活性之抑制 

(1) 本實驗使用 UV/VIS 光譜儀，前置步驟與 malachite green assay相同 

(2) Allantoinase 之受質 allantoin 的水解由 258nm 吸光值下降測定；dihydroorotase 

之受質 dihydroorotate 的水解由 230nm 吸光值下降測定 

(3) 光譜儀設定恆溫 25℃，將 protein solution (1-30 μg)加入含有 100mM Tris-HCl 

pH=8.0 buffer及受質之 2mL石英管中 

(4) 選擇 Rate 模式並調整測定波長及測定時間為 120 sec 

(5) Allantoin 之消光係數(extinction coefficient)為 0.0261 mM-1cm-1 at 258nm；

dihydroorotate之消光係數為 0.92 mM-1cm-1 at 230 nm 

(6) 將數值收集後套用至 Michaelis-Menten equation 並計算相關動力學常數 

 

2.7 利用 Native PAGE 分析 Protein-Protein Interaction 

(1) 將電泳玻璃片用 75％酒精和 ddH2O 洗淨並擦拭乾淨（註：使用完後的電泳玻

璃片，要以清潔劑清洗並擦拭乾淨） 

(2) 並架到電泳座上固定（註：架設電泳玻璃片時，需左右調整使兩塊玻璃底部成

一平面，再將固定扣扣上固定） 

(3) 先配置下層的 Resolving gel（12%）於離心管中。 

(4) 將配膠所需物質混合均勻－Vortex machine。 

(5) 將下層膠溶液注入兩電泳玻璃片之間。 

(6) 加入酒精覆蓋，靜置 20~30分鐘（註：加酒精時須平均受力，以維持膠平面的

水平）。 

(7) 待膠體凝固後，將水倒出或吸乾（註：可觀察離心管中剩餘的膠是否凝固作為

比對） 

(8) 再配置上層膠 Stacking gel（4%）於離心管中，將配膠所需物質混合均勻。 

(9) 將上層膠溶液注入兩電泳玻璃片之間，加到滿後，插入電泳齒梳（註：若有氣

泡，可稍微將齒梳上下移動，使氣泡脫離） 

(10) 待上層膠凝固後，抽出齒梳 
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(11) 將整組電泳玻璃膠體，置入電泳槽中 

(12) 首先將 Running Buffer 倒入電泳槽內槽中 

(13) 處理好的 Sample(rxn o/n)，以 10μl 注入到凹槽中 

(14) Sample load 完後，在內槽持續加入 running buffer 直到內側玻璃片的邊緣，

外槽則是加到指示界線即可 

(15) 連接電泳槽與電源供應器 （註：正接正，負接負，可以看顏色） 

(16) 打開電源，用上下鈕將電壓調為 150V/150min，按 Run 開始跑膠 

(17) 將膠取出後，加入 Staining solution 染色，震盪約 1小時 

(18) 再用 Destaining solution 退染，第一次約 30分鐘，之後視情況調整時間 

(19) Native Gel 膠體制備方法： 

 Stacking gel (4 %)：  

1. ddH2O 

2. 30 % Acrylamide/Bis 

3. 1.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 

4. Glycerol 

5. 10 % APS 

6. TEMED 

1.35 ml 

0.33 ml 

0.63 ml 

100 µl 

100 µl 

2.5 µl 

 Resolving gel (12 %)： 

1. ddH2O 

2. 30 % Acrylamide/Bis 

3. 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 

4. Glycerol 

5. 10 % APS 

6. TEMED 

2.1 ml 

1.45 ml 

1.25 ml 

100 µl 

100 µl 

2 µl 

 

 

2.8 利用螢光共振能量轉移 (Fluorescence Resonance Energy 

Transfer,FRET) 觀察蛋白質-DNA interaction 

本計畫所使用的螢光偵測儀器為 Hitachi-2700，實驗條件如下 

(1) 制備 5uM 5’-Cy3-dT42-s’-Cy5 in 20 mM Tris, 50 mM NaCl buffer 

(2) 螢光光譜儀使用方式與 Fluorescence quench 相同 
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(3) 將 5’-Cy3-dT42-s’-Cy5 加入石英管中,final concentration=5 nM 

(4) 將不同蛋白之加入滴定之，反應 1分鐘後以 Ex:515,Em:530-700掃描 

(5) 將 data以 sigma plot 分析 

2.9 利用奈米金粒子  (Gold NTA-NanoParticle) 觀察蛋白質-DNA 

interaction 

(1) 將欲使用之蛋白質以 PBS+0.01% Tween 20 稀釋至 40 nM (實驗適用範圍 10 

nM~100 nM)， 

(2) 蛋白質以 1:1 比例與 already nickel-activated nanoparticle (Φ=30nm)混合，並在室

溫中反應 10分鐘 

(3) 將欲測試交互作用之兩個蛋白質以 1:1 比例混和後，於室溫反應 10-30分鐘 

(4) 照相後根據其呈色分析蛋白質之間之交互作用 
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第三章：結果與討論 

（Results and Discussion） 

(I) 黃酮醇抑制解旋酶 

Nucleotide 可藉由水解反應提供解旋酶 DnaB 與 PriA 在解旋雙股 DNA 時所需要

的能量，另亦使蛋白質構效產生變化。因此假使有一個小分子化合物，能有效地結合

在解旋酶的 nucleotide binding site 上，或是結合在解旋酶的異位調控區 (allosteric 

binding site)，阻止 nucleotide 結合或影響到結構變化，使解旋酶無法進行動態移動，

便可以抑制解旋酶的活性，進而達到抑制細菌複製的目的，此將可能成為新型抗生素

之前驅物。我們根據之前的研究結果，利用四種類黃酮，以螢光淬滅方式觀察其與解

旋酶的結合狀況，螢光淬滅法主要是藉由蛋白質中芳香環類胺基酸： tryptophan, 

tyrosine, phenylalanine 吸收波長而發出螢光，若此類胺基酸因小分子與蛋白質作用而

被遮蔽，螢光強度便會減弱，造成螢光淬滅現象。我們選用 myricetin, quercetin, 

kaempferol, galangin 這四種類黃酮進行實驗，並經由計算 Kd 值並互相比較其結合能

力，若結合越強則可能會佔據解旋酶之 ATP 結合區，達到抑制效果。X軸為黃酮醇的

濃度變化，Y 軸為(F0-F)/F0，表示螢光強弱的變化，F0 為單純蛋白質的螢光數值，而

F為蛋白質與黃酮醇進行結合時所產生的螢光數值。 

由實驗結果作圖分析，並計算其解離常數 Kd，Kd 為蛋白質與受質及其複合體之

乘積比例[E][S]/[ES] (E: enzyme, S: substrate, ES: enzyme-substrate complex )，當 Kd越

小，表示[ES]濃度很高，也就是蛋白質與受質的結合作用越強，使反應趨向於形成複

合體，在螢光線性分析中，我們使用公式 ΔF=ΔFmax-Kd(ΔFmax/[S])計算出 Kd值。圖二、

圖九、圖十分別為 KpPriA, SaPriA, SaDnaB 螢光淬滅光譜之整理分析，由計算結果可

得知對於 SaPriA四種黃酮醇分子之 Kd值如下：galangin 之 Kd值為 11.01 ± 2.66 μM，

kaempferol之 Kd值為 9.14 ± 3.32 μM，myricetin 之 Kd值為 3.30 ± 0.41 μM，quercetin

之 Kd值為 11.75 ± 2.46 μM，故 SaPriA (金黃色葡萄球菌的 PriA) 與四種黃酮醇之結合

能力強弱為 myricetin > kaempferol > galangin > quercetin; 對於 SaDnaB四種黃酮醇分

子之 Kd值如下：galangin 之 Kd值為 15.32 ± 0.88 μM，kaempferol之 Kd值為 7.32 ± 0.39 

μM，myricetin 之 Kd值為 7.96 ± 0.70 μM，quercetin 之 Kd值為 21.04 ± 4.45 μM，故

SaPriA 與四種黃酮醇之結合能力強弱為 Myricetin ~ Kaempferol > Galangin > 

Quercetin。 
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ATP 在解旋酶活性中扮演著提供能量的角色，若能利用小分子化合物去影響解旋

酶的 ATPase活性，便能有效抑制解旋酶的活性，我們利用 Malachite Green Assay呈

色法觀察 PriA的 ATPase activity，並加入類黃酮觀察其對於 PriA水解 ATP 的抑制情

形。ATP 經過水解後產生磷酸根 Pi，Malachite Green Assay 是利用 Pi 與鉬酸鹽

(Molybdate)結合產生 complex 並與染劑 Malachite Green 反應後呈色，若 sample 中有

Pi 的產生，試劑便會由黃色轉為綠色，藉由 UV/VIS 光譜儀測量 610nm 之吸光值，再

帶入標準曲線中便可以了解 sample中 Pi 的濃度。 

圖十三為Machite Green Assay之標準曲線及實驗條件的決定，我們利用配製好的

磷酸鹽溶液當成標準品 (濃度由 0-16 μM)，Malachite Green Assay 在此區間皆呈線性

上升 (R2=0.992, y=0.084x-0.017)，顯示此標準在此區間可受信賴，我們將以此標準曲

線對所有的 ATPase 水解活性所得出的 Pi 進行定量，並換算其 ATPase activity.。在決

定實驗條件的過程中，我們改變 PriA反應之環境，利用不同的Mg2+及 ATP 濃度，並

得到 PriA 之 ATPase 活性隨著 Mg2+及 ATP 濃度的升高而增加，圖十四(A)中，隨著

PriA 濃度的上升，顏色由黃色轉為藍綠色，此上升由於們的分析及可能就是 PriA 分

解 ATP 所得到的 Pi，PriA 之 ATPase activity隨著濃度上升而增加，我們藉由以上結果

訂出以下實驗條件→ Mg2+: 5mM, ATP: 1mM, 反應時間：1hr，SaPriA濃度為 4 μM。 

圖十四(B)中顯示， PriA 在 ssDNA 及 ADP 存在的情況下，解旋酶 SaPriA 的

ATPase活性會增加，且 ssDNA與 ADP 具有加成的效果。在圖十五中顯示，在有黃酮

醇分子存在的情況下， SaPriA的 ATPase活性受到抑制，kaempferol 之抑制效果大於

myricetin 之抑制效果，myricetin 抑制了 30% SaPriA 之 ATPase activity，kaempferol 則

抑制了 60%之 ATPase activity；但若同時加入 ssDNA，myricetin 及 kaempferol 對於

SaPriA 之 ATPase 活性反而有促進的效果，其機制仍在討論中。另外，圖十六中我們

利用Malachite Green Assay測試引子合成體蛋白之 ATPase activity，結果顯示文獻中

具有 ATPase活性之 primosomal protein (SaPriA, KpDnaB) 均會水解 ATP，此結果顯示

malachite green assay為一個具有 Sensitivity (敏感度)及 Specificity (特異度)之方法。 

 

(II) 黃酮醇抑制 ALLase與 DHOase 

目前的抗生素設計較少著眼於鹼基代謝，大部分之抗生素標的為細菌之細胞壁及

核醣體次單元，然而在抗病毒藥物及抗腫瘤藥物中則十分常見，如抗 HSV-1 藥物

Acyclovir 及 5-FU 等。本計劃中發現黃酮醇可以抑制解旋酶 PriA 的 ATPase 活性，若

黃酮醇能在 DNA 代謝的更上游抑制細菌生存必須之生化反應，黃酮醇便可能經由藥

物優化成為 multi-target 之抗生素前驅物。尿囊素水解酶 (ALLase)及二氫乳清酸水解
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酶 (DHOase)在嘌呤及嘧啶的代謝中扮演重要角色，我們選用四種黃酮醇：myricetin, 

quercetin, kaemoferol, galangin 進行抑制 allantoinase 及 dihydroorotase 水解反應之實

驗，並利用螢光淬滅法了解黃酮醇與 allantoinase 及 dihydroorotase之結合。 

圖十七為黃酮醇對於 allantoinase 及 dihydroorotase 之水解酶抑制實驗，由實驗作

圖得知，kaempferol 對於 allantoinase 有最強的抑制效果，黃酮醇對於 allantoinase 的

抑制強弱為：kaempferol > galangin > quercetin > myricetin；另外，kaempferol 對於

dihydroorotase 亦具有最強的抑制效果，黃酮醇對於 dihydroorotase 之抑制強弱為：

kaempferol > myricetin > galangin > quercetin。 kaempferol 對於 allantoinase 及

dihydroorotase 具有良好的抑制效果，黃酮醇化合物對於水解酶之抑制效果 (IC50) 均

位於 μM range，相對於水解酶之受質類似物 (抑制效果位於 mM range)有更佳的抑制

效果，經過計算後，kaempferol 對於 allantoinase 之 IC50為 35 ± 3 μM；而 kaempferol

對於 dihydroorotase之 IC50為 31 ± 2 μM。 

Kaempferol 對於 allantoinase 及 dihydroorotase 有良好的抑制效果，利用螢光淬滅

法可以了解 kaempferol 與水解酶之結合狀況，並可以推斷其抑制效果是否與其結合能

力有關，圖十八為 kaempferol 對於 allantoinase及 dihydroorotase之螢光淬滅光譜之整

理分析，經計算其對於水解酶之解離常數 Kd，可得知 kaempferol 對於 allantoinase 之

Kd為 28.3 ± 3.8 μM，對於 dihydroorotase之 Kd則為 20.9 ± 3.9 μM，從水解酶抑制實驗

及螢光淬滅實驗中發現， kaempferol 可以抑制及結合至  allantoinase 及

dihydroorotase ，且 IC50及 Kd均在 μM range，相對於受質類似物之常數均位於 mM 

range，因此黃酮醇，尤其是 kaempferol，展現出極優的抑制(大概 3個 order)，對比於

以受質為基礎的抑制劑設計。 

 

(III) 黃酮醇抑制引子合成體蛋白質群 

本計劃中發現黃酮醇可以與多種解旋酶結合，並對於解旋酶之 ATPase 活性產生

抑制，在細菌重啟複製叉 (Replication restart) 機制中，多個蛋白質參與引子合成體的

組合 (assembly)，當小分子與黃酮醇結合後便有機會阻止引子合成體蛋白質之間的組

合及引子合成體與 DNA 的結合，本實驗中利用三種黃酮醇：myricetin, quercetin, 

kaemoferol 進行實驗，並利用螢光淬滅法了解黃酮醇與引子合成體蛋白之結合。藉由

了解黃酮醇與引子合成體的結合，可以對黃酮醇進行優化，並設計對於引子合成體蛋

白群均有抑制效果之化合物。 

圖三至圖八、圖十一、圖十二為引子合成體蛋白螢光淬滅光譜之整理分析，根據

實驗作圖分析，並計算其解離常數 Kd，quercetin 對於引子合成體蛋白之解離常數約在
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1-10 μM range，顯示 quercetin 對於引子合成體蛋白質有強的結合，另外 myricetin 與

kaempferol對於引子合成體蛋白之解離常數約在 15-25 μM range，相較於 quercetin 對

於引子合成體蛋白之結合能力較弱。Quercetin 對於引子合成體蛋白具有較強的結合能

力，但其螢光淬滅程度在本實驗中使用之黃酮醇中相比偏低；反之，myricetin 與

kaempferol 雖螢光淬滅程度較高，但對於引子合成體蛋白之結合能力較弱，此結果顯

示 quercetin 與 myricetin / kaempferol對於引子合成體之結合及抑制模式可能不同。 

 

(IV) 臨床藥物抑制解旋酶 

老藥新用 (drug repurposing) 是指已被核准做為臨床使用之藥物，利用比對藥

物、受體及疾病之間的關連性，近而預測藥物之效果，近而從已核准之藥物中發現新

的適應症用途或是新的用法，老藥新用的好處除了具有完整的藥物動力學、代謝途

徑、副作用等數據，在改變新劑型或劑量後也較容易推測安全性。本實驗中使用抗愛

滋用藥 AZT (Zidovudine) 進行實驗，並以螢光淬滅實驗探討 AZT 是否會與解旋酶結

合。 

圖二至圖十二為整個引子合成體蛋白之螢光淬滅光譜之整理分析，根據實驗作圖

分析，並計算其解離常數 Kd，AZT與 SaPriA 之 Kd為 16.19 ± 3.88 μM；AZT 與 SaDnaB

之 Kd為 19.35 ± 1.67 μM，相較於黃酮醇有較弱的結合能力，而 AZT與引子合成體蛋

白的解離常數約在 5 μM 處，顯示其對於引子合成體蛋白有強的結合，相較於先前實

驗中所使用之黃酮醇有較強的結合能力，此結果顯示 AZT 對於解旋酶的結合模式與

其他引子合成體蛋白不同。另外，在 Malachite Green Assay中，AZT也具有抑制 SaPriA

水解 ATP 之效果，顯示 AZT與解旋酶的結合可能與其 ATPase之 active site 有關連。 

 

(V) 類黃酮之優化以抑制解旋酶 

在本計劃中發現 myricetin 對於解旋酶產生強的螢光淬滅，顯示其對於解旋酶具有

結合能力，另外在 malachite green assay中也發現 myricetin 可以抑制 PriA ATPase 的活

性，因此我們對於黃酮醇進行優化，將與 myricetin 結構相似之類黃酮分子利用分子對

接快速篩選具有高結合能獲 docking score之化合物。根據分子對接的結果，我們選擇

在 myricetin 3-O 位置修飾 rhamnose (rhamnose修飾普遍見於植物的糖苷衍生物中)，

即 myricitrin，探討 C 環所需空間與作用情形；及將 Myricetin 的 C 環上之雙鍵還原，

即 dihydromyricetin，探討 C 環上的 OH 是否需特定方位，藉由優化 myricetin 了解

myricetin 之構效關係(Structure-Activity Relationship, SAR)。 

圖二、圖九、圖十分別為 KpPriA, SaPriA, SaDnaB螢光淬滅光譜之整理分析，經
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實驗作圖分析後，對於 KpPriA，myricetin 及其衍生物在螢光淬滅程度上大小如下：

myricetin > dihydromyricetin > myricitrin ， myricetin 在 螢 光 淬 滅 程 度 上 與

dihydromyricetin 在 8 μM 前相當，而 myricetin 濃度超過 8 μM 後則相較於

dihydromyricetin 淬滅較多的光；對於 SaPriA，myricetin 及其衍生物在螢光淬滅程度

上大小如下：dihydromyricetin > myricitrin > myricetin，計算其解離常數 Kd，myricetin 

< dihydromyricetin <myricitrin；對於 SaDnaB，myricetin 及其衍生物在螢光淬滅程度上

大小如下：myricetin > dihydromyricetin > myricitrin，計算其解離常數 Kd，myricetin < 

myricitrin < dihydromyricetin；另外，在Malachite Green Assay中，myricetin 及其衍生

物不等程度抑制 SaPriA 之 ATPase activity，抑制程度大小如下：myricetin ~ myricitrin > 

dihydromyricetin，綜合螢光淬滅實驗及 ATPase activity assay，myricetin 對於解旋酶 

ATPase之抑制能力相對於其衍生物強，並顯示 Flavonol 之 C 環上 2,3 號碳之間的雙

鍵還原及 3 號碳上糖基修飾均會減弱其抑制 PriA 其 ATPase Activity 之效果。 

圖三至圖八、圖十一、圖十二為引子合成體蛋白螢光淬滅光譜之整理分析，

myricetin 及其衍生物對於引子合成體蛋白之結合程度，從螢光淬滅程度上，myricetin

及其衍生物在螢光淬滅程度上大小如下：myricetin > dihydromyricetin > myricitrin，而

計算其解離常數 Kd，myricitrin < dihydromyricetin < myricetin，myricitrin 在螢光淬滅

實驗中淬滅較少的螢光，但具有較小的 Kd顯示；dihydromyricetin 及 myricetin 在螢光

淬滅實驗中淬滅較多的螢光，但具有較大的 Kd，此結果顯示 myricitrin 與 myricetin, 

dihydromyricetin 之結合模式不同，另外 myricitin 與引子合成體蛋白具有較強的結合

能力，myricetin 與解旋酶具有較強的結合能力，此結果顯示 myricetin 及其衍生物結

構之官能基對於解旋酶及其他引子合成體有不同模式之交互作用。 

 

(VI) 黃酮醇抑制解旋酶之模式探討 

本計劃中解旋酶 PriA與黃酮醇之結合與抑制模式分兩部分探討：在 K.pneumoniae 

PriA 結晶結構尚未解除及發表之前，我們利用 SWISS MODEL 模擬 KpPriA 之模型 

(基於 EcPriA aa. 4-104; 2D7H)，並利用 HEX-SERVER (shape model 與 Shape + 

electrostatic model) 及  PATCH DOCK 兩個線上分子對接軟體探討四種黃酮醇：

galangin, kaempferol, myricetin, quercetin 與 PriA可能之結合區位，並推測可能的抑制

模式。每個黃酮醇與三種分子對接方法進行模擬，並取其前三個最佳解，利用 PyMol

分子視覺化軟體進行分析，並觀察位於黃酮醇分子周圍 3Å 之胺基酸分布狀況，以及

預測其氫鍵鍵長，圖二十九中，統計 36個 solution 後結果顯示：黃酮醇與 E50及 L20

兩個胺基酸產生氫鍵的次數最多，平均每個 solution 中黃酮醇均會與此二殘基產生一
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個氫鍵，另外，D17,Y18,I44,V45,V48 殘基也會與黃酮醇中的 OH 產生氫鍵，這些殘

基位於 PriA之 3’BD (3’ DNA Binding Domain)，此區域負責 PriA與 DNA之交互作用，

docking結果顯示黃酮醇可能藉由抑制DNA與 PriA結合影響 PriA之DNA unwinding，

及影響 PriA之構形，PriA 與 ATP 之結合位置位於 N端，但 Docking 結果中，黃酮醇

皆未結合於 ATP 結合位，黃酮醇對於 ATPase activity之抑制機制是否不藉由占據 ATP

結合位，此抑制機制仍須探討。 

Bhattacharyya et al. 在本人此國科會大專生計畫快結案之時，今年一月多解出了

KpPriA全長結構(圖三十) [18]，因此本人亦對 KpPriA 之 domain結構進行分析： 3’BD 

(3’ binding domain) ─ WH (Winged helix) ─ Helicase lobe 1 ─ Helicase lobe 2 ─ CTD，3’ 

BD負責與 DNA之 3’ interaction)及與 SSB interaction，WH domain 以前之 N- terminus 

(~ 200 residue)屬於 DBD (DNA binding domain)，此後之 C- terminus (~ 530 residue)屬

於 HD (Helicase domain)，於 Helicase lobe 2 中夾有另一 domain稱為 CRR (Cystenine 

Rich Region) domain，CRR 中含有 2個 Zn2+，功能為 binding dsDNA。利用 KpPriA全

長結構 PDB: 4NL4，我們將六種黃酮醇：dihydromyricetin, galangin, kaempferol, 

myricetin, myricitrin, quercetin 及兩種臨床藥物： AZT, ticagrelor 同樣利用

HEX-SERVER (shape model 與 Shape + electrostatic model) 及 PATCH DOCK 兩個線

上分子對接軟體探討化合物與 PriA 可能的結合區位，並與 N-terminus KpPriA model

之結果比較。 

圖三十一至圖五十四為利用分子對接工具 (HEX SERVER,PATCH DOCK) 與六

種黃酮醇：dihydromyricetin, galangin, kaempferol, myricetin, myricitrin, quercetin 及兩種

臨床藥物：AZT, ticagrelor 之結合模式。綜合三種分子對接方法之結果，在各方法結

合能前六高的結合模式中：AZT與 KpPriA之結合模式可能是與 helicase lobe 1 結合；

dihydromyricetin 與 KpPriA 之結合模式可能是與 helicase lobe 2及 CRR 結合；galangin

與 KpPriA之結合模式之預測在三種方法中則較為分歧，HEX SERVER (shape model)

與 PATCH DOCK模擬之結合模式顯示 galangin 與 KpPriA的結合可能於 helicase lobe 

1/2 及 CRR，HEX SERVER (shape +electrostatic model)模擬之結合模式則顯示 galangin

結合於 3’BD處；kaempferol 與 KpPriA之結合模式可能是與 helicase lobe 2 及 3’BD；

myricetin 與 KpPriA之結合模式可能是與 helicase lobe 2 及 3’BD；myricitrin 與 KpPriA

之結合模式在三種方法中則較為分歧，HEX SERVER (shape model)與 PATCH DOCK

模擬之結合模式顯示 myricitrin 與 KpPriA 的結合可能於 helicase lobe 1/2，HEX 

SERVER (shape +electrostatic model)模擬之結合模式則顯示 myricitrin 結合於 CRR 及

3’BD處；quercetin 與 KpPriA 之結合模式可能是與 CRR 及 helicase lobe 2結合，另外
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也有結合模式顯示與 ADP binding site 結合；ticagrelor 與 KpPriA之結合模式可能是與

3’BD及 helicase lobe 2 結合，另外，在 HEX SERVER (shape model )最高結合能的模

式顯示 ticagrelor與 ADP binding site 結合，此結果與 ticagrelor臨床上之藥物標的位相

同。 

從以上結果可發現黃酮醇與 KpPriA之結合模式多與 helicase 1/2 結合，顯示其抑

制 PriA 之機制可能與抑制解旋酶的活性有關；具有較高的螢光淬滅效果及較強的

ATPase activity 抑制效果之 kaempferol 及 myricetin，兩者之結合模式多結合於 3’BD

及 helicase lobe 2，從以上模式推測其抑制 PriA之機制可能為抑制解旋及影響 3’BD與

leading strand binding造成 replacation restart 無法進行，另外，binding 於 3’BD 也有可

能造成 PriA N-terminus 構形產生改變而改變其 ATPase acitivity；quercetin 及 galangin

之結合模式與 kaempferol 及 myricetin 不同，這也與螢光淬滅實驗結果相當，結合於

CRR 可能造成 PriA unwinding acitivity 之下降；AZT 與 KpPriA 之結合模式顯示與

helicase lobe 1 結合，由此模擬結果顯示 AZT抑制 KpPriA之模式可能與其臨床藥理

機制不同；ticagrelor 及 quercetin 均有結合模式顯示其與 ADP binding site結合，ADP

與 PriA可以增加其 ATPase 及解旋酶活性，顯示 ADP binding site亦有可能是優化此

二化合物之標的 

我們利用 SWISS MODEL以 homology modeling模擬 SaDnaB模型(圖五十五)，並

基於 Geobacillus kaustophilus DnaC (2R6C) 之結構，SaDnaB 之 N-terminus 與 DNA 

binding及解旋酶活性較無關，而與 DnaB之 dimerization 有關，SaDnaB在細菌中為六

聚體，主要與 DnaI-DnaC complex 交互作用，並對 dsDNA 解旋，C-terminus 之 DNA 

binding loop 會幫助 SaDnaB與 DNA結合，Walker A及Walker B則會與 nucleotide 結

合，並與 nucleotide 結合後影響 SaDnaB 之構形。圖五十六至圖六十七中，綜合三種

分子對接方法之結果，在各方法結合能前六高的結合模式中：galangin 與 SaDnaB 之

結合模式可能是與Walker A 及 DNA binding loop 結合；kaempferol 與 SaDnaB之結合

模式可能是與 DNA binding loop 結合；myricetin 與 SaDnaB之結合模式可能是與 DNA 

binding loop 結合；myricetin 與 SaDnaB之結合模式可能是與 Walker A結合，綜合以

上結果，黃酮醇與 SaDnaB之結合模式大多結合於 DNA Binding loop 及Walker A 上，

顯示黃酮醇對於 SaDnaB 抑制機制為抑制其與 DNA 結合，並導致無法解旋，在部份

的結合模式中，黃酮醇結合於靠近 N-terminus 位置，此模式顯示黃酮醇亦可能藉由抑

制 SaDnaB之 dimerization 或是與其他 primosomal protein 之交互作用。 

 

(VII) 黃酮醇抑制 ALLase與 DHOase之模式探討 
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在本計劃中發現黃酮醇 kaempferol 對於allantoinase及dihydroorotase具有抑制效

果，為了研究 kaempferol 對於 allantoinase及 dihydroorotase 為何種模式之抑制劑，我

們利用固定濃度之 kaempferol (40μM) 並改變受質濃度，進行水解酵素實驗，圖十九

為 kaempferol與 allantoinase及 dihydroorotase之抑制實驗，並藉由此結果分析動力學

常數，水解酶之動力常數利用雙倒數 Lineweaver-Burk 作圖整理後：kaempferol 對於

allantoinase 之抑制在 Lineweaver-Burk plot 中，作圖線條交會於 y 軸之相似點，此結

果顯示 kaemferol對於 allantoinase 為競爭型抑制劑 (competitive inhibitor)；kaempferol

對於 dihydroorotase之抑制在 Lineweaver-Burk plot 中，作圖線條呈現平行，在 y軸上

各自具有不同之截距，此結果顯示 kaemferol 對於 dihydroorotase 為非競爭型抑制劑 

(uncompetitive inhibitor)，dihydroorotase 在 40μM Kaempferol 存在之下之 Vmax 為

4.24±0.06 μmol/mg/min，Km則為 0.048±0.004 mM，根據動力學實驗的結果，kaempferol

對於 dihydroorotate-dihydroorotase complex 產生抑制，而非對於 dihydroorotase free 

enzyme產生抑制，Kaempferol 異位調控了 dihydroorotase。根據實驗結果，Kaempferol

對於 allantoinase為競爭型抑制劑，對於 dihydroorotase為非競爭型抑制劑。 

在水解酶抑制實驗及動力學實驗中，我們得到 kaempferol 為 allantoinase 及

dihydroorotase 之抑制劑，為了進一步了解其抑制機制，我們利用 SWISS MODEL 以

homology modeling模擬 allantoinase及 dihydroorotase 之結構，並利用 PATCH DOCK

將 Kaempferol 以分子對接 (molecular docking) 方式放入模擬之結構，我們選取了

docking score最高之三個 solution 進行分析。圖二十為 Kaempferol 與 allantoinase 之結

合模式，對於 kaempferol 與 allantoinase之結合模式，根據具有最高分數的 solution 1，

kaempferol之 hydroxyl group 與 allantoinase之 Ser286及 Ser317交互作用，docking之

位置亦位於 active site 中，Ser317為 allantoinase受質質結合位中重要之殘基；圖二十

一為 kaempferol與 dihydroorotase之結合模式，對於 Kaempferol與 dihydroorotase 之結

合模式，根據具有最高分數的 solution 1，kaempferol之 hydroxyl group與 dihydroorotase

之E35, G277及V346交互作用，此三個殘基位於 active外面。Kaempferol與 allantoinase

及 dihydroorotase之根據分子對接所得到之結合模式與動力學的實驗結果相互印證。 

 

(VIII) 解旋酶 PriA與引子合成體蛋白及 DNA之交互作用 

解旋酶與引子合成體蛋白及 DNA 的交互作用亦是另一個可以著眼於設計抑制

Replication Restart 機制的 target，在本實驗中，利用螢光共振能量傳遞 (FRET) 觀察

KpPriB 與 SaPriA 之交互作用，我們利用螢光光譜儀發展了一套即時觀測引子合成體

蛋白與 DNA 交互作用之方法，一段 42dT 的 ssDNA 片段在 3’端帶有 Cy5，5’端帶有
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Cy3；Cy3 為 FRET之螢光能量 Donor(產生者)；Cy5 為 FRET之螢光能量 Acceptor(接

受者)，當帶有螢光探針的 dT42與蛋白質產生交互作用，使得 Cy3 與 Cy5 靠近，便會

產生螢光共振能量傳遞現象，在螢光光譜儀上可以發現 567nm 處螢光強度的下降伴隨

665nm 處螢光強度的上升。藉由螢光光譜儀觀測 530-700nm 螢光強度的消長，即可分

析引子合成體蛋白與 DNA 的交互作用，並了解在結合過程中 DNA構形之變化與蛋白

質間的距離。 

圖二十二為以 FRET 分析 KpPriB 與 DNA 之交互作用，以 PriA 為首的重啟複製

叉路徑中，KpPriB為引子合成體的第二個成員，當其結合到 PriA 上時，會刺激 PriA

之解旋酶及 ATPase 活性，並穩定 DNA 與 PriA 之結合，PriB 主要以兩套體(dimer)存

在，與 DNA 結合時以三明治包夾方式纏繞 DNA，並具有正協同效應，圖中 KpPriB

纏擾 dT42並產生螢光共振能量傳遞現象，並在 665nm 處產生 acceptor (Cy5)之波峰，

圖二十三為以 FRET分析 SaPriA與 DNA之交互作用，當 SaPriA與 dT42反應時，隨

著 dT42濃度的上升，在 567nm處的波峰呈現藍移(blue shift)現象，圖二十四為以 FRET

分析 SaPriA-KpPriB與 DNA之交互作用，SaPriA 對於 dT42本身會產生藍移現象，當

同時加入 KpPriB時，隨著 KpPriB濃度的上升，則出現螢光共振能量傳遞現象，顯示

PriB結合上 PriA-DNA 複合體時，PriB會優先往 PriA 接觸，並拉扯 DNA 趨於緊密，

這可從 Cy3,Cy5 十分靠近以至於產生 FRET 現象得知，最後，PriA,PriB 將共結合於

DNA上，完成初步引子合成體組裝。 

圖二十五為以 FRET 分析 SaDnaB與 DNA之交互作用，SaDnaB為一解旋酶，對

於 ssDNA不易產生 interaction，而 dT42為 ssDNA，故在光譜圖中 Cy3 螢光未見明顯

下降，圖二十六為以 FRET 分析 SaDnaI 與 DNA 之交互作用，DnaI 為革蘭氏陽性菌

獨有之 primosomal protein，為 helix loader，DnaI會帶著 DnaC 附著至複製叉上，DnaI

具有 binding DNA 之能力，從光譜圖可見 DnaI 與 dT42 產生交互作用，並使得 Cy3

之產生螢光共振能量傳遞現象，造成 567nm 處螢光下降，並可見 665nm 處隨著 DnaI

濃度的上昇而產生波峰，圖二十七為以 FRET 分析 SaDnaB-SaDnaI 與 DNA 之交互作

用，SaDnaB本身與 dT42 不易產生作用，當同時加入 SaDnaI時，隨著 SaDnaI濃度的

上升，則出現螢光共振能量傳遞現象，顯示 DnaI-DnaB complex 會與 DNA 結合，並

造成 DNA構形的改變，並拉扯 DNA趨於緊密。 

除了著眼於抑制解旋酶本身之 ATPase 活性或 Helicase 活性，解旋酶與其他引子

合成體蛋白之交互作用也是設計解旋酶抑制劑的 target 之一，DnaD，一個獨特存在於

革蘭氏陽性菌引子合成體的蛋白，具有促進 DnaB 與 DNA 之結合能力，圖二十八以

Native PAGE分析 SaPriA 與 SaDnaD之交互作用，從 Native PAGE結果可以發現其 a.a 
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1-204片段會與 SaPriA 產生交互作用，但其 a.a 1-195片段則不會與 SaPriA 產生交互

作用，顯示 SaDnaD C 端可能為與 PriA交互作用之位置。 

如何高速的篩選 藥物標靶之抑制 劑為藥物研發非 常重要的一 環 

(High-Throughput Screening, HTS )，我們利用奈米金粒子實驗了解 primosomal protein

之間的交互作用，並加入黃酮醇及其他可能之化合物進行高速篩選，奈米金粒子隨粒

徑上昇而改變顏色，由桃紅色轉變為淺紫色，在圖六十八中，我們以奈米金粒子分析

KpPriA 與 KpPriB 及 KpSSB 之交互作用，KpPriA 與金粒子混和後為深紫色，顯示其

PriA與奈米金粒子結合後粒徑上昇，KpPriB 及 KpSSB與奈米金粒子結合後則未明顯

改變金粒子之粒徑；將 KpPriA 與 KpPriB 及 KpSSB 混和後，奈米金粒子顏色均轉為

淺紫色，顯示 KpPriA 與 KpPriB及 KpSSB之交互作用；加入 myricetin 後發現顏色與

控制組未有明顯差異，顯示 myricetin 對於 KpPriA 之抑制標的並非 KpPriA 與其他

primosomal protein之結合，此方法我們將用來高速篩選本計畫結論所延伸後續藥物優

化所得到之化合物。 
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AZT                    Ticagrelor             Backbone of flavonol 
 

     
Galangin          Keampferol   Quercetin 
 

     
Dihydromyricetin   Myricetin     Myricitrin 
 
圖一：本實驗使用之小分子化合物 

AZT 為核苷酸反轉錄酶抑制物；Ticagrelor 為 ADP receptor 抑制劑，用於抑制血小板凝

集。類黃酮的基本結構以 A,B,C 三個環為主體，並且在 A 環與 B 環上有不同數量的 OH

基修飾，並衍生出不同的類黃酮物質及其生物特性，以上六種黃酮醇為本實驗使用之

類黃酮衍生物，Galangin, Kaempferol, Quercetin, Myricetin 分別在 B 環上帶有 0,1,2,3 個

不同數量的 OH 基；Myricitrin 為 Myricetin 之 3-O-rhamnoside (即探討 C 環所需空間與

作用情形)；Dihyromyricetin 則是將 Myricetin 的 C 環上之雙鍵還原(即探討 C 環上的 OH

是否需特定方位)。 
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KpPriA 濃度：0.05 μM 

Buffer: 50mM Tris , 50mM NaCl , 50mM HEPES Ex/Em : 280/330 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 
圖二：以螢光淬滅實驗(quenching)分析 KpPriA 與小分子之交互作用。在淬滅螢光的程

度上，myricetin > kaempferol > dihydromyricetin > myricitrin ~ AZT ~ Galangin > AZT，顯

示 myricetin 與 KpPriA 之結合能力最強，myricetin 與 dihydromyricetin 在 8 μM 前具有

相當的結合能力，而超過 8 μM，myricetin 具有較佳之螢光淬滅的效果。 
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KpPriB 濃度：6 μM 

Buffer: 50mM Tris , 50mM NaCl , 50mM HEPES Ex/Em : 280/330 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖三：以螢光淬滅實驗(quenching)分析 KpPriB 與小分子之交互作用。在淬滅螢光的程

度上，dihydromyricetin > myricetin > kaempferol > AZT > myrcitrin > quercetin；而在解離

常數 Kd 上，quercetin < myricitrin < AZT < myricetin < dihydromyricetin < kaempferol，此

結果顯示 myricitrin, quercetin 與 myricetin , kaempferol 有不同的結合模式。 

 
 

Flavonol Kd (μM) StdErr 

Kaempferol 12.98 3.58 

Myricetin 7.92 3.23 

Quercetin 1.94 0.23 

Myricitrin 2.62 0.79 

Dihydromyricetin 11.70 3.02 

AZT 5.75 2.15 
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KpPriC 濃度：0.3 μM 

Buffer: 50mM Tris , 50mM NaCl , 50mM HEPES Ex/Em : 280/330 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

Flavonol Kd (μM) StdErr 

Kaempferol 9.60 7.15 

Myricetin 9.72 3.81 

Quercetin 2.36 1.24 

Myricitrin 1.20 0.51 

Dihydromyricetin 11.27 4.86 

AZT 1.68 0.70 

 
 
圖四：以螢光淬滅實驗(quenching)分析 KpPriC 與小分子之交互作用。在淬滅螢光的程

度上， myricetin > dihydromyricetin > kaempferol > myrcitrin > AZT > quercetin；而在解

離常數 Kd 上，myricitrin < AZT < quercetin < kaempferol < myricetin < dihydromyricetin，

此結果顯示 myricitrin, quercetin 與 myricetin , kaempferol 有不同的結合模式。 
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KpDnaC 濃度：0.03 μM 

Buffer: 50mM Tris , 50mM NaCl , 50mM HEPES Ex/Em : 280/330 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

 
圖五：以螢光淬滅實驗(quenching)分析 KpDnaC 與小分子之交互作用。在淬滅螢光的

程度上， myricetin > dihydromyricetin ~ kaempferol > AZT > myrcitrin > quercetin > 

galangin，在 8 μM 前，kaempferol 與 dihydromyricetin 淬滅螢光之能力大於 myricetin，

在黃酮醇濃度大於 8 μM 後，myricetin 則具有較佳的螢光淬滅能力。 
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KpDnaG 濃度：0.3 μM 

Buffer: 50mM Tris , 50mM NaCl , 50mM HEPES Ex/Em : 280/330 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

Flavonol Kd (μM) StdErr 

Kaempferol 27.72 13.24 

Myricetin 27.43 3.14 

Quercetin 10.68 1.60 

Myricitrin 6.50 2.35 

Dihydromyricetin 36.66 9.87 

AZT 4.60 1.89 

 
 
圖六：以螢光淬滅實驗(quenching)分析 KpDnaG 與小分子之交互作用。在淬滅螢光的

程度上， myricetin > dihydromyricetin > kaempferol > quercetin> myrcitrin ~ AZT；而在

解 離 常 數 Kd 上 ， AZT < myricitrin < quercetin < myricetin < kaempferol < 

dihydromyricetin，此結果顯示 myricitrin, quercetin 與 myricetin , kaempferol 有不同的結

合模式。 
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KpDnaT 濃度：0.3 μM 

Buffer: 50mM Tris , 50mM NaCl , 50mM HEPES Ex/Em : 280/330 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

Flavonol Kd (μM) StdErr 

Kaempferol 6.65 1.83 

Myricetin 16.08 4.89 

Quercetin 5.17 0.59 

Myricitrin 4.32 0.99 

Dihydromyricetin 7.84 2.75 

AZT 8.06 1.70 

 

 
圖七：以螢光淬滅實驗(quenching)分析 KpDnaT 與小分子之交互作用。在淬滅螢光的

程度上， myricetin > dihydromyricetin > kaempferol ~ myrcitrin >AZT > quercetin；而在

解離常數 Kd 上， myricitrin < quercetin < kaempferol < dihydromyricetin < AZT < 

myricetin，此結果顯示 myricitrin, quercetin 與 myricetin 有不同的結合模式。 
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KpSSB 濃度：0.4 μM 

Buffer: 50mM Tris , 50mM NaCl , 50mM HEPES Ex/Em : 280/330 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

Flavonol Kd (μM) StdErr 

Kaempferol 9.36 1.23 

Myricetin 4.55 0.91 

Quercetin 2.54 0.92 

Myricitrin 21.12 10.94 

Dihydromyricetin 8.98 5.16 

AZT 6.58 2.89 

 
 
圖八：以螢光淬滅實驗(quenching)分析 KpSSB 與小分子之交互作用。在淬滅螢光的程

度上， myricetin > kaempferol > dihydromyricetin >myrcitrin >AZT > quercetin；而在解離

常數 Kd 上，quercetin< myricetin < AZT < dihydromyricetin< kaempferol <myricitrin 。 

 
 



 38 

 
 

M

0 2 4 6 8 10 12

F
0

-F
/F

0

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

Kaempferol

Myricetin

Galangin

Quercetin

Myricitrin

Dihydromyricetin

AZT

 
SaPriA 濃度：0.03 μM 

Buffer: 50mM Tris , 50mM NaCl , 50mM HEPES Ex/Em : 280/330 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

Flavonol Kd (μM) StdErr 

Kaempferol 9.14 3.32 

Myricetin 3.30 0.41 

Galangin 11.01 2.66 

Quercetin 11.75 2.46 

Myricitrin 5.85 1.13 

Dihydromyricetin 3.63 0.63 

AZT 16.19 3.88 

 

 
圖九：以螢光淬滅實驗(quenching)分析 SaPriA 與小分子之交互作用。在淬滅螢光的程

度上， kaempferol > dihydromyricetin > myrcitrin> myricetin >quercetin >AZT >galangin；

而在解離常數 Kd 上，myricetin< dihydromyricetin< myricitrin <kaempferol <galangin< 

quercetin< AZT 。 
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SaDnaB 濃度：0.25 μM 

Buffer: 50mM Tris , 50mM NaCl , 50mM HEPES Ex/Em : 280/330 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

Flavonol Kd (μM) StdErr 

Kaempferol 7.32 0.39 

Myricetin 7.96 0.70 

Galangin 15.32 0.88 

Quercetin 21.04 4.45 

Myricitrin 12.15 2.53 

Dihydromyricetin 16.43 1.03 

AZT 19.35 1.67 

 
 
圖十：以螢光淬滅實驗(quenching)分析 SaDnaB 與小分子之交互作用。在淬滅螢光的

程 度 上 ， myricetin >kaempferol > dihydromyricetin > myrcitrin> AZT >galangin  

>quercetin ；而在解離常數 Kd 上， kaempferol< myricetin< myricitrin< galangin< 

dihydromyricetin< AZT<quercetin 。 
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SaDnaD 濃度：0.6 μM 

Buffer: Heparin (500mM NaCl,10mM Sodium Phosphate,pH=7) Ex/Em : 280/330 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

Flavonol Kd (μM) StdErr 

Kaempferol 26.25 18.39 

Myricetin 20.01 6.58 

Quercetin 7.50 2.39 

Myricitrin 1.01 0.45 

Dihydromyricetin 9.31 3.75 

AZT 3.14 1.39 

 

 
圖十一：以螢光淬滅實驗(quenching)分析 SaDnaD 與小分子之交互作用。在淬滅螢光

的程度上，myricetin > dihydromyricetin >kaempferol > AZT > myrcitrin> quercetin；而在

解離常數 Kd 上，myricitrin< AZT< quercetin< dihydromyricetin <myricetin < kaempferol，

此結果顯示 myricitrin, quercetin 與 myricetin, kaempferol 有不同的結合模式。 
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SaDnaI 濃度：2.4 μM 

Buffer: 50mM Tris , 50mM NaCl , 50mM HEPES Ex/Em : 280/330 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

Flavonol Kd (μM) StdErr 

Kaempferol 10.08 2.41 

Myricetin 18.15 5.67 

Quercetin 8.11 4.08 

Myricitrin 2.47 1.09 

Dihydromyricetin 11.52 1.87 

AZT 3.61 1.01 

 
 
圖十二：以螢光淬滅實驗(quenching)分析 SaDnaI 與小分子之交互作用。在淬滅螢光

的程度上，myricetin > dihydromyricetin > kaempferol > myrcitrin> AZT > quercetin；而在

解離常數 Kd 上，myricitrin< AZT< quercetin <kampferol< dihydromyricetin< myricetin，，

此結果顯示 myricitrin, quercetin 與 myricetin,kaempferol 有不同的結合模式。 
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圖十三：(A)Malachite Green Assay 之標準曲線，我們利用配置好的磷酸鹽溶液當成標

準品(濃度由 0-16μM)，Malachite Green Assay 在此區間皆呈線性上升(R2=0.992, 

y=0.084x-0.017)，顯示此標準在此區間可受信賴，我們將以此標準曲線對所有的 ATPase 

水解活性所得出的 Pi 進行定量，並換算其 ATPase activity.。(B) 改變 PriA 反應之環境，

利用不同的 Mg2+及 ATP 濃度，並得到 PriA 之 ATPase 活性隨著 Mg2+及 ATP 濃度的升

高而增加，並藉由以上結果訂出以下實驗條件→ Mg2+: 5mM, ATP: 1mM 。 
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圖十四：(A) 隨著 PriA 濃度的上升，顏色由黃色轉為藍綠色，此上升由於們的分析及

可能就是 PriA 分解 ATP 所得到的 Pi，PriA 之 ATPase activity 隨著濃度上升而增加(B) PriA

在 ssDNA 及 ADP 存在的情況下，解旋酶 SaPriA 的 ATPase 活性會增加，且 ssDNA 與 ADP

具有加成的效果。
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圖十五：在有黃酮醇分子存在的情況下(A) SaPriA 的 ATPase 活性受到抑制，kaempferol

之抑制效果大於 myricetin 之抑制效果，myricetin 抑制了 30% SaPriA 之 ATPase activity，

kaempferol 則抑制了 60%之 ATPase activity；但若同時加入 ssDNA(B)，myricetin 及

kaempferol 對於 SaPriA 之 ATPase 活性反而有促進的效果。 
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圖十六：利用 Malachite Green Assay 測試引子合成體蛋白之 ATPase activity，結果顯示

文獻中具有 ATPase 活性之 primosomal protein (SaPriA, KpDnaB) 均會水解 ATP，此結果

顯示malachite green assay為一個具有Sensitivity (敏感度)及Specificity (特異度)之方法。 
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圖十七：(A)實驗中使用之黃酮醇, (B)kaempferol 對於 allantoinase 有最強的抑制效果，

黃酮醇對於 allantoinase 的抑制強弱為：kaempferol>galangin>quercetin>myricetin；

(C)Kaempferol 對於 dihydroorotase 亦具有最強的抑制效果，黃酮醇對於 dihydroorotase

之抑制強弱為：kaempferol > myricetin > galangin > quercetin。kaempferol 對於

allantoinase 及 dihydroorotase 具有良好的抑制效果，黃酮醇化合物對於水解酶之抑制

效果 (IC50) 均位於 μM range，相對於水解酶之受質類似物 (抑制效果位於 mM range)

有更佳的抑制效果，經過計算後，kaempferol 對於 allantoinase 之 IC50 為 35 ± 3 μM；

而 kaempferol 對於 dihydroorotase 之 IC50 為 31 ± 2 μM。 
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圖十八：Kaempferol 對於水解酶之解離常數 Kd，可得知 kaempferol 對於 allantoinase

之 Kd 為 28.3±3.8 μM，對於 dihydroorotase 之 Kd 則為 20.9±3.9 μM，從水解酶抑制實驗

及螢光淬滅實驗中發現，Kaempferol 可以抑制及結合至 allantoinase 及 dihydroorotase，

且 IC50 及 Kd 均在 μM range，相對於受質類似物之常數均位於 mM range。 
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圖十九：(左)kaempferol 對於 allantoinase 之抑制在 Lineweaver-Burk plot 中，作圖線條

交會於 y 軸之相似點，此結果顯示 kaemferol 對於 allantoinase 為競爭型抑制劑 

(competitive inhibitor)；(右)kaempferol 對於 dihydroorotase 之抑制在 Lineweaver-Burk 

plot 中，作圖線條呈現平行，在 y 軸上各自具有不同之截距，此結果顯示 kaemferol

對於 dihydroorotase 為不競爭型抑制劑 (uncompetitive inhibitor) 。 
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圖二十：Kaempferol 與 allantoinase 之結合模式 (A)結合能最高的 3 個結合模式，active 

site residue 以黃色標示；substrate binding loop 以紅色標注  (B)解一的 Binding 

environment， kaempferol 之 hydroxyl group 與 allantoinase 之 Ser286 及 Ser317 交互作

用，docking 之位置亦位於 active site 中，Ser317 為 allantoinase 受質質結合位中重要

之殘基，與酵素學實驗結果符合。 
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圖二十一：Kaempferol 與 dihydroorotase 之結合模式 (A)結合能最高的 3 個結合模式，

active site residue 以黃色標示；substrate binding loop 以紅色標注 (B)解一的 Binding 

environment， kaempferol 之 hydroxyl group 與 dihydroorotase 之 E35, G277 及 V346 交

互作用，此三個殘基位於 active site 外面。 
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Cy3-5’-dT42-3’-Cy5 : 5 nM 
Buffer: 20 mM Tris, 50 mM NaCl Ex/Em : 515/530-700 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

 
圖二十二：以 FRET 分析 KpPriB 與 DNA 之交互作用。在不同濃度下可觀察到波峰的改

變與能量的變化。 
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Cy3-5’-dT42-3’-Cy5 : 5 nM 
Buffer: 20 mM Tris, 50 mM NaCl Ex/Em : 515/530-700 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

 
圖二十三：以 FRET 分析 SaPriA 與 DNA 之交互作用隨著 dT42 濃度的上升，在 567nm

處的波峰呈現藍移 (blue shift) 現象。 
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Cy3-5’-dT42-3’-Cy5 : 5 nM 
Buffer: 20 mM Tris, 50 mM NaCl Ex/Em : 515/530-700 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

圖二十四：SaPriA 與 dT42 反應時，隨著 dT42 濃度的上升，在 567nm 處的波峰呈現藍

移(blue shift)現象(A)；當同時加入 KpPriB 時，隨著 KpPriB 濃度的上升，則出現 FRET

現象，顯示 PriB 結合上 PriA-DNA 複合體時，PriB 會優先往 PriA 接觸，並拉扯 DNA 趨

於緊密，這可從 Cy3,Cy5 十分靠近以至於產生 FRET 現象得知，最後，PriA,PriB 將共結

合於 DNA 上，完成初步引子合成體組裝。 
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Cy3-5’-dT42-3’-Cy5 : 5 nM 
Buffer: 20 mM Tris, 50 mM NaCl Ex/Em : 515/530-700 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

 
圖二十五：以 FRET 分析 SaDnaB 與 DNA 之交互作用，SaDnaB 為一解旋酶，對於 ssDNA

不易產生 interaction，而 dT42 為 ssDNA，故在光譜圖中 Cy3 螢光未見明顯下降。 
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Cy3-5’-dT42-3’-Cy5 : 5 nM 
Buffer: 20 mM Tris, 50 mM NaCl Ex/Em : 515/530-700 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

 
圖二十六：以 FRET 分析 SaDnaI 與 DNA 之交互作用，DnaI 為革蘭氏陽性菌獨有之

primosomal protein，為 helix loader，DnaI 會帶著 DnaC 附著至複製叉上，DnaI 具有

binding DNA 之能力，從光譜圖可見 DnaI 與 dT42 產生交互作用，並使得 Cy3 之產生螢

光共振能量傳遞現象，造成 567nm 處螢光下降，並可見 665nm 處隨著 DnaI 濃度的上

昇而產生波峰。 
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Cy3-5’-dT42-3’-Cy5 : 5 nM 
Buffer: 20 mM Tris, 50 mM NaCl Ex/Em : 515/530-700 nm 
反應時間：1 min        環境溫度：25℃ 

 

圖二十七：以 FRET 分析 SaDnaB-SaDnaI 與 DNA 之交互作用，SaDnaB 本身與 dT42 不

易產生作用，當同時加入 SaDnaI 時，隨著 SaDnaI 濃度的上升，則出現螢光共振能量

傳遞現象，顯示 DnaI-DnaB complex 會與 DNA 結合，並造成 DNA 構形的改變，並拉扯

DNA 趨於緊密。 
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圖二十八：以 Native PAGE 分析 SaPriA 與 SaDnaD 之交互作用，從 Native PAGE 結果可

以發現其 a.a 1-204 片段會與 SaPriA 產生交互作用(A)，但其 a.a 1-195 片段則不會與

SaPriA 產生交互作用(B)，顯示 SaDnaD C 端可能為與 PriA 交互作用之位置。 
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Residue 
Distance shorter than 

 3 Angstrom (times) 

E50 36 

L20 25 

I44 18 

V48 18 

G43 16 

V45 15 

D17 14 

Y18 11 

L19 10 

A46 10 

A47 10 

E22 9 

T15 7 

F16 7 

V26 7 

L56 7 

H88 6 

 
圖二十九：上表為每個黃酮醇與三種分子對接方法進行模擬，並取其前三個最佳解，

分析並觀察位於黃酮醇分子周圍 3Å 之胺基酸分布狀況，以及預測其氫鍵鍵長，統計

36 個 solution 後之結果：黃酮醇與紅色欄位之 E50 及 L20 兩個胺基酸產生氫鍵的次數

最多，平均每個 solution 中黃酮醇均會與此二殘基產生一個氫鍵，另外，黃色欄位中，

D17, Y18, I44, V45, V48 殘基也會與黃酮醇中的 OH 產生氫鍵，這些殘基位於 PriA 之 3’

BD (3’ DNA Binding Domain)，此區域負責 PriA 與 DNA 之交互作用，紫色欄位則為黃酮

醇偶而會與之產生氫健之殘基，上表之殘基利用 PyMol 於 KpPriA N 端之模型上標出，

結果顯示黃酮醇可能藉由抑制 DNA 與 PriA 結合影響 PriA 之 DNA unwinding，及影響

PriA 之構形。  
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圖三十：解旋酶 PriA 之結構：(A)PriA 之 Domian 分佈 (B)KpPriA 之結晶結構，各 domain

之顏色根據圖 A 的分佈繪製，ADP(紅色)結合於 helicase core，兩個 Zn2+(灰色點)結合

於 CRR domain (C)KpPriA 之靜電分布(藍色代表正電性, electropositive；紅色代表負電

性,electronegative；白色為電中性,neutral) (D)KpPriA 演化保留殘基之分布(根據 150PriA 

sequence 之 sequence alignment) (E)KpPriA N-端結構，對應於 3’BD (3’ binding domain)，

此結構利用 homology modeling 並基於 PDB:2D7H 建立，ATP (藍色)結合於 3’BD 處。 
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圖三十一：利用分子對接工具─HEX SERVER (Shape model)模擬 AZT (Zidovudine)與

KpPriA 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，除了 model 1 結合

於 Helicase Lobe 2 外，model2-5 結合於 Helicase Lobe 1 及 CRR domain 處，model 6 則

結合於靠近 ADP binding site。 
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圖三十二：利用分子對接工具─HEX SERVER (Shape + Electrostatic model)模擬 AZT 

(Zidovudine)與 KpPriA 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 

1-3 結合於 Helicase Lobe 1，model 4-6 則結合於靠近 CTD 及 3’BD 處。 
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圖三十三：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 AZT (Zidovudine)與 KpPriA 之結合模

式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1-6 均結合於 Helicase Lobe 2

處。 
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圖三十四：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape model)模擬 Dihydromyricetin 與

KpPriA 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，除了 model 5 外結

合於 helicase lobe 1，model 1,4 結合於 helicase lobe 2，model 2,3,6 則結合於 CRR domain

處。 



 64 

 

 
 
圖三十五：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape + electrostatic model)模擬

Dihydromyricetin 與 KpPriA 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，

model 1,2 結合於 CRR 處，其餘 model 則結合於 helicase lobe 2。 
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圖三十六：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 Dihydromyricetin 與 KpPriA 之結合模

式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1-6 皆結合於 Helicase lobe 2 。 
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圖三十七：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape model)模擬 galangin 與 KpPriA 之結

合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,2 結合於 helicase lobe 

1，model 3,5 結合於 CRR domain 處，model 4,6 結合於 helicase lobe 2。 
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圖三十八：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape + electrostatic model)模擬 galangin

與 KpPriA 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1-6 均結

合於 3’BD 處。 
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圖三十九：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 galangin 與 KpPriA 之結合模式。根

據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1-6 均結合於 helicase lobe 2 處。 
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圖四十：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape model)模擬 Kaempferol 與 KpPriA 之

結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1-6 均結合於 helicase 

lobe 2 處。 
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圖四十一：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape + electrostatic model)模擬

Kaempferol 與 KpPriA 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 

1,2,4,5 結合於 3’BD，而 model 3,6 則結合於 helicase lobe 2。 
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圖四十二：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 Kaempferol 與 KpPriA 之結合模式。

根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1-6 均結合於 helicase lobe 2 處。 
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圖四十三：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape model) 模擬 Myricetin 與 KpPriA 之

結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 3,6 結合於 helicase lobe 

1 接近 3’BD 處，其餘 model 均結合於 helicase lobe 2 處。 
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圖四十四：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape + electrostatic model)模擬 Myricetin

與 KpPriA 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,3,4,6 結

合於 helicase lobe 與 3’BD 之間，其餘 model 結合於 helicase lobe 2 處。 
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圖四十五：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 Myricetin 與 KpPriA 之結合模式。根

據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1-6 均結合於 helicase lobe 2 處。 
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圖四十六：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape model)模擬 Myricitrin 與 KpPriA 之

結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,4,5結合於helicase lobe 

1 處，其餘 model 結合於 helicase lobe 2 處。 
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圖四十七：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape + electrostatic model)模擬 Myricitrin

與 KpPriA 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1 結合於

CRR domain 處，model 2-6 結合於靠近 3’BD 處。 
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圖四十八：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 Myricitrin 與 KpPriA 之結合模式。根

據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1-6 均結合於 helicase lobe 2 處。 
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圖四十九：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape model)模擬 Quercetin 與 KpPriA 之

結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,2,6 結合於 CRR domain 

處，model 3 結合於 helicase lobe 2，model 4,5 結合於 ADP binding site。 
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圖五十：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape + electrostatic model)模擬 Quercetin

與 KpPriA 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1 結合於

CRR domian 處，model 2,4,5 結合於 helicase lobe 2，model 3,6 結合於 3’BD 處。 
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圖五十一：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 Quercetin 與 KpPriA 之結合模式。根

據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1-6 均結合於 helicase lobe 2 處。 
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圖五十二：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape model)模擬 Ticagrelor 與 KpPriA 之

結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1 結合於 ADP binding 

site，model 3,5 結合於 helicase lobe1，model 4,6 結合於 3’BD 處。 
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圖五十三：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 Ticagrelor 與 KpPriA 之結合模式。根

據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,4,6 結合於 3’BD 處，model 2,3,5

均結合於 helicase lobe 2 處。 
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圖五十四：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 Ticagrelor 與 KpPriA 之結合模式。根

據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1-6 均結合於 helicase lobe 2 處。 
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圖五十五：利用 SWISS MODEL 以 homology modeling 模擬 SaDnaB 模型，並基於

Geobacillus kaustophilus DnaC (2R6C) 之結構，紅色標示處代表 Walker A，黃色標示處

代表 Walker B，ATP binding site 以藍色標註，DNA binding loop 以青色標註，紫色處為

ATP binding site 與 Walker A 疊合處，綠色為 ATP binding site 與 Walker B 疊合處，橘色

區則為 ATP binding site 與 DNA binding loop 疊合處。 
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圖五十六：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape model)模擬 galangin 與 SaDnaB 之

結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1 結合於 walker B 處，

model 2,3,5 結合於 DNA binding loop，model 6 結合於靠近 N-terminus 處。 
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圖五十七：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape + electrostatic model)模擬 galangin

與 SaDnaB 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1-5 均結

合於靠近 N-terminus 處。 
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圖五十八：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 galangin 與 SaDnaB 之結合模式。根

據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,4,5 結合於靠近 walker A 處，model 

2,3,6 則結合於 DNA binding loop 處。 
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圖五十九：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape model)模擬 kaempferol 與 SaDnaB

之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,5 結合於 DNA 

binding loop 處，model 4 結合於 walker A 與 DNA binding loop 交接處。 
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圖六十：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape + electrostatic model)模擬與 SaDnaB

之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,2,5 結合於靠近

N-terminus 處。 
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圖六十一：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 kaempferol 與 SaDnaB 之結合模式。

根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,2 結合於靠近 walker A 處，其餘

model 結合於 DNA binding loop 處。 
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圖六十二：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape model)模擬 myricetin 與 SaDnaB 之

結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,4 結合於 DNA binding 

loop 處，model 6 結合於 walker A 處。 
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圖六十三：利用分子對接工具─HEX SERVER (Shape + electrostatic model)模擬 myricetin

與 SaDnaB 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,2,3 結

合於靠近 N-terminus 處。 
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圖六十四：利用分子對接工具─PATCH DOCK 模擬 myricetin 與 SaDnaB 之結合模式。根

據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,2,3 結合於 DNA binding model 處，

model 4,5,6 則結合於 walker A 處。 
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圖六十五：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape model)模擬 quercetin 與 SaDnaB 之

結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1 結合於 walker A 與

DNA binding loop 之間，model 2,3,4,5 結合於 DNA binding loop 處。 
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圖六十六：利用分子對接工具─HEX SERVER (shape + electrostatic model)模擬 quercetin

與 SaDnaB 之結合模式。根據結合能高低順序由左至右，再由上至下，model 1,2,4,5

結合於靠近 N-terminus 處。 
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圖六十七：利用分子對接工具─模擬與 SaDnaB 之結合模式。根據結合能高低順序由

左至右，再由上至下，model 1,2,5 結合於 walker A 處，model 3,4,6 結合於 DNA binding 

loop 處。 
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圖六十八：以奈米金粒子分析 KpPriA 與 KpPriB 及 KpSSB 之交互作用，(A)奈米金粒子

隨著顆粒直徑的上昇而改變顏色，由桃紅色轉為淺紫色 (B)KpPriA 與金粒子混和後為

深紫色，顯示其 PriA 與奈米金粒子結合後粒徑上昇，KpPriB 及 KpSSB 與奈米金粒子結

合後則未明顯改變金粒子之粒徑；將 KpPriA 與 KpPriB 及 KpSSB 混和後，奈米金粒子

顏色均轉為淺紫色，顯示 KpPriA 與 KpPriB 及 KpSSB 之交互作用；加入 myricetin 後發

現顏色與控制組未有明顯差異，顯示 myricetin 對於 KpPriA 之抑制標的並非 KpPriA 與

其他 primosomal protein 之結合。 
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a b s t r a c t

Allantoinase and dihydroorotase are members of the cyclic amidohydrolases family. Allantoinase and
dihydroorotase possess very similar binuclear metal centers in the active site and may use a similar
mechanism for catalysis. However, whether the substrate specificities of allantoinase and dihydroorotase
overlap and whether the substrates of other cyclic amidohydrolases inhibit allantoinase and dihy-
droorotase remain unknown. In this study, the binding and inhibition of allantoinase (Salmonella enterica
serovar Typhimurium LT2) and dihydroorotase (Klebsiella pneumoniae) by flavonols and the substrates of
other cyclic amidohydrolases were investigated. Hydantoin and phthalimide, substrates of hydantoinase
and imidase, were not hydrolyzed by allantoinase and dihydroorotase. Hydantoin and dihydroorotate
competitively inhibited allantoinase, whereas hydantoin and allantoin bind to dihydroorotase, but do not
affect its activity. We further investigated the effects of the flavonols myricetin, quercetin, kaempferol,
and galangin, on the inhibition of allantoinase and dihydroorotase. Allantoinase and dihydroorotase were
both significantly inhibited by kaempferol, with IC50 values of 35 � 3 mM and 31 � 2 mM, respectively.
Myricetin strongly inhibited dihydroorotase, with an IC50 of 40 � 1 mM. The double reciprocal of the
LineweavereBurk plot indicated that kaempferol was a competitive inhibitor for allantoinase but an
uncompetitive inhibitor for dihydroorotase. A structural study using PatchDock showed that kaempferol
was docked in the active site pocket of allantoinase but outside the active site pocket of dihydroorotase.
These results constituted a first study that naturally occurring product flavonols inhibit the cyclic ami-
dohydrolases, allantoinase, and dihydroorotase, even more than the substrate analogs (>3 orders of
magnitude). Thus, flavonols may serve as drug leads for designing compounds that target several cyclic
amidohydrolases.

� 2014 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

The amidohydrolase superfamily comprises a remarkable set of
enzymes that catalyze the hydrolysis of a wide range of substrates
with amide or ester functional groups at their carbon and phos-
phorus centers [1e3]. Based on their functional and structural
similarities to related enzymes, hydantoinase, allantoinase, dihy-
dropyrimidinase, and dihydroorotase belong to the cyclic amido-
hydrolase family [4,5]. Hydantoinase is also known as dihydro
pyrimidinase because of an overlap in substrate specificity [6].
Enzymes in this family [7e11], including imidase, are imide-

hydrolyzing enzymes. Even though they are functionally similar,
these enzymes have a relatively low amino acid sequence identity.
These metal-dependent enzymes catalyze the ring-opening hy-
drolysis of the cyclic amide bond of each substrate in either five- or
six-member rings in the metabolism of purines, pyrimidines, and
many xenobiotics (Fig. 1A).

Allantoinase occurs in a wide variety of organisms, including
bacteria, fungi, and plants, and a few animals. Allantoinase cata-
lyzes the reversible hydrolysis of allantoin to allantoic acid, which is
a key reaction in the biosynthesis and degradation of ureide
required for the utilization of nitrogen in purine-derived com-
pounds [12]. Allantoinase is a homotetrameric dinuclear metal-
loenzyme [13,14], but some allantoinases initially annotated as
polysaccharide deacetylases [15] are metal independent. Thus,
even without the allantoinase gene, some bacteria use allantoin to
utilize nitrogen.
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Dihydroorotase catalyzes the reversible cyclization of carbamoyl
aspartate into dihydroorotate in the third step of the de novo py-
rimidine nucleotide biosynthetic pathway [16]. In mammals, this
enzyme is part of the large multifunctional protein carbamoyl
phosphate synthetase/aspartate transcarbamoylase/dihydroor-
otase (CAD) [16e19]. However, in prokaryotic organisms, CADs are
usually expressed separately and function independently [20] or
form multifunctional complexes [17,21,22]. Similar to allantoinase,
dihydroorotase is a metalloenzyme [21,23]. The active site of
allantoinase [14] and dihydroorotase [23] contains four histidine,
one aspartate, and one post-carboxylated lysine residue or a second
aspartate residue, which are required for metal binding and cata-
lytic activity, as revealed by their crystal structures (Fig. 1B) [13,24].
The presence of a post-carboxylated lysine in hydantoinase is also
involved in binuclear metal center self-assembly [25] and increases
the nucleophilicity of the hydroxide for catalysis [26]. Nevertheless,
the substrate specificities of allantoinase, hydantoinase, and dihy-
droorotase may differ. However, whether the substrate of each
enzyme competitively inhibits other enzymes in this family re-
mains unclear.

Infections that are resistant to all antibacterial options have
recently developed. Few therapies are effective against the six
antibiotic-resistant ESKAPE pathogens (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bau-
mannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter species) [27].
Considering allantoinase and dihydroorotase are required for
metabolizing purines and pyrimidines, blocking their activities
would be detrimental to bacterial survival. In addition, allantoinase
is not found in humans, and mammalian and prokaryotic dihy-
droorotases exhibit distinct differences. Thus, these enzymes may
be promising therapeutic targets for developing antibiotics.

Although some chelators inhibit allantoinase and dihydroorotase,
they may be harmful to human health.

Flavonoids are the most common group of plant polyphenols
and are responsible for much of the flavor and color of fruits and
vegetables [28]. Over 5000 different flavonoids have been
described, many which display structure-dependent biological and
pharmacologic activities [29]. The six major subclasses of flavo-
noids are flavonols, flavones, flavanones, flavanols, anthocyanidins,
and isoflavones [28]. Flavonols, which are composed of two aro-
matic rings linked by a heterocyclic pyran-4-one ring, are known to
have antioxidant [30], antiradical [31], antiviral [32,33], and anti-
bacterial activities [34,35]. In this study, we investigated the effects
of the substrates of cyclic amidohydrolase and the flavonols myr-
icetin, quercetin, kaempferol, and galangin on inhibiting the cata-
lytic activity of allantoinase and dihydroorotase.

2. Materials and methods

2.1. Materials

All restriction enzymes and DNA-modifying enzymes were
purchased from New England Biolabs (Ipswich, MA, USA), unless
otherwise stated. All custom oligonucleotide primers were ob-
tained from Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, USA). All chem-
icals were purchased from SigmaeAldrich (St. Louis, MO, USA)
unless otherwise stated.

2.2. Protein expression and purification

The construction of pET21e-KpDHO expression vector for Kleb-
siella pneumoniae dihydroorotase expression has been previously

Fig. 1. Properties of the cyclic amidohydrolase family. (A) Substrate of hydantoinase/dihydropyrimidinase, allantoinase, dihydroorotase, and imidase. (B) The binuclear metal center
within the active site of allantoinase and dihydroorotase (in parentheses). Allantoinase and dihydroorotase contains four histidine, one aspartate, and one post-carboxylated lysine
residue, which are required for metal binding and catalytic activity, as revealed by their crystal structures. The coordinate was obtained from the Protein Data Bank (entry 3E74).
KCX, a post-carboxylated lysine. The metal ions (in black) and a metal-bound water molecule (in light blue) are also shown. (C) The chemical mechanisms of hydantoinase,
allantoinase and dihydroorotase. The hydrolysis of the substrates likely undergoes three steps: the hydrolytic water molecule must be activated for nucleophilic attack, and then the
amide bond of the substrate must be made more electrophilic by polarization of the carbonyl-oxygen bond, and the leaving-group nitrogen must be protonated as the carbone
nitrogen bond is cleaved. The metal ions are shown as black circles.

W.-F. Peng, C.-Y. Huang / Biochimie xxx (2014) 1e102

Please cite this article in press as: W.-F. Peng, C.-Y. Huang, Allantoinase and dihydroorotase binding and inhibition by flavonols and the
substrates of cyclic amidohydrolases, Biochimie (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2014.01.001



described [36]. The construction of pET21b-StALL expression vector
for Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 allantoinase
expression has been previously described [13]. Recombinant pro-
teins were expressed and purified using a previously described
protocol [13,25,37e40]. In a typical procedure, Escherichia coli
BL21(DE3) cells were individually transformed with the plasmid by
the heat shock method, and then grown to 0.9 OD600 at 37 �C in
LuriaeBertani medium containing 250 mg/mL ampicillin and 1 mM
MnCl2 with rapid shaking. Overexpression of the construct was
induced by incubating with 1 mM isopropyl thiogalactoside (IPTG)
for 3 h at 37 �C. The cells overexpressing the proteinwere chilled on
ice, harvested by centrifugation, resuspended in buffer A (20 mM
TriseHCl, 5mM imidazole, and 0.5MNaCl, pH 7.9) and disrupted by
sonication with ice cooling. The protein purified from the soluble
supernatant by Ni2þ-affinity chromatography (HiTrap HP; GE
Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, USA) was eluted with
buffer B (20 mM TriseHCl, 250 mM imidazole, and 0.5 M NaCl, pH
7.9) and dialyzed against a dialysis buffer (50 mM HEPES and
50 mM NaCl, pH 7.0). Protein purity remained greater than 95% as
determined by Coomassie-stained SDS-PAGE (Mini-PROTEAN Tetra
System; Bio-Rad, CA, USA).

2.3. Protein concentration

The protein concentrations of enzyme solution were deter-
mined by the bicinchoninic acid protein assay using bovine serum
albumin as a standard [41].

2.4. Enzyme assay

A rapid spectrophotometric assay was used to determine the
enzymatic activity according to a previously described protocol for
allantoinase [42], dihydroorotase [36], imidase [8,9], and hydan-
toinase [25]. In a typical procedure, the hydrolysis of allantoin and
dihydroorotate was measured at 25 �C as the decrease in absor-
bance at 258 and 230 nm, respectively. To start the reaction, the
protein solution (1e30 mg) was added to a 2 mL solution containing
the substrate and 100 mM TriseHCl (pH 8.0). The extinction co-
efficients of allantoin and dihydroorotate were 0.0261 mM�1 cm�1

at 258 nm and 0.92 mM�1 cm�1 at 230 nm, respectively. Substrate
hydrolysis was monitored with a UV/vis spectrophotometer
(Hitachi U 3300, Hitachi High-Technologies, Tokyo, Japan). The
initial rates of change were a function of enzyme concentration
within the absorbance range of 0.01e0.3 min�1. A unit of activity
was defined as the amount of enzyme catalyzing the hydrolysis of
1 mmol substrate/min, and the specific activity was expressed in
terms of units of activity per milligram of enzyme. The kinetic pa-
rameters Km and Vmax were determined by fitting the hydrolyzing
rate from individual experiments to the MichaeliseMenten
equation.

2.5. Dissociation constants determined by fluorescence
spectrophotometer

Determination of the dissociation constants (Kd) for allantoinase
and dihydroorotase was using the fluorescence quenching method
as previously described for DnaB helicase [34,37]. An aliquot of each
compound was added into the solution containing allantoinase or
dihydroorotase (0.8 mM), 50 mM HEPES at pH 7.0 with a final vol-
ume of 2 mL in a quartz cuvettes of 1 cm square cross-section. The
decrease in intrinsic fluorescence of protein was measured at
330 nm upon excitation at 280 nm and 25 �C with a spectrofluo-
rimeter (Hitachi F-2700; Hitachi High-Technologies, Tokyo, Japan).
At least seven data points were used to calculate each Kd. Each data
point was an average of 2e3 determinants, and the difference of the

determinants waswithin 10%. The Kdwas obtained by the equation:
DF ¼ DFmax � Kd(DF/[compound]) (Enzyme Kinetics module of
Sigma-Plot; Systat Software, Chicago, IL, USA).

2.6. Determination of IC50

Dose-response curves were generated by titrating compound
into the enzyme assay solution. The concentration of the compound
required for 50% inhibition (IC50) was determined directly from the
graphic analysis. Due to solubility, IC50 of some compounds for
allantoinase and dihydroorotase were not determined.

2.7. Bioinformatics

The model of S. enterica allantoinase was built from the co-
ordinates of Bacillus halodurans allantoinase (3HM7; 42% identity)
using SWISS-MODEL, (http://swissmodel.expasy.org) [43]. Simi-
larly, the model of K. pneumoniae dihydroorotasewas built from the
coordinates of S. enterica dihydroorotase (3JZE; 93% identity). The
coordinate and topology file of the flavonols, myricetin, quercetin,
kaempferol, and galangin, was found in DrugBank, http://www.
drugbank.ca/ [44]. Kaempferol was computationally docked into
the three-dimensional models of allantoinase and dihydroorotase
by using PatchDock, http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/ [45].
The hydantoin-complexed structure models of allantoinase and
dihydroorotase were directly constructed by superimposing the
structure of the apo form with the crystal structure of the
hydantoin-dihydropyrimidinase complex (the coordinate of 4LCS).
The structures were visualized by using the program PyMol.

3. Results

3.1. Hydantoin is not a substrate for allantoinase and dihydroorotase

Bacterial allantoinase and dihydroorotase are members of the
cyclic amidohydrolase family. This family includes hydantoinase/
dihydropyrimidinase, dihydroorotase, allantoinase, and imidase,
which use hydantoin, dihydroorotate, allantoin, and phthalimide
as a substrate, respectively (Fig. 1A). Members of this family have
very similar active sites (Fig. 1B) and may use the same catalytic
mechanism for substrate hydrolysis (Fig. 1C). This condition raises
an interesting question as to whether the substrate specificities of
allantoinase and dihydroorotase partially overlap with those of the
other cyclic amidohydrolases. Hydantoinase/dihydropyrimidinase
[6,46,47] and imidase [7,8,11] have broad and overlapping sub-
strate specificities. However, the standard assays showed no re-
action over 2 h when allantoinase was incubated with hydantoin
(10 and 100 mM), dihydroorotate (1 and 10 mM), or pthalimide
(0.1 and 1 mM) (data not shown). Similarly, dihydroorotase
showed no reaction when tested with allantoin (4 and 40 mM),
hydantoin (10 and 100 mM), or pthalimide (0.1 and 1 mM) (data
not shown). The maximal concentration of phthalimide was
limited to 1 mM due to its minimal solubility. Thus, unlike
hydantoinase and imidase, allantoinase and dihydroorotase have
absolute substrate specificities toward their own substrates,
namely, allantoin and dihydroorotate, respectively. Although these
cyclic amidohydrolases may use a similar active site and mecha-
nism for catalysis, no substrate overlapping was observed for
allantoinase and dihydroorotase.

3.2. Hydantoin and dihydroorotate are potential competitive
inhibitors of allantoinase

Based on the catalytic mechanism of the cyclic amidohydrolases
(Fig. 1C), hydantoin should be, but is actually not, a substrate of
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allantoinase and dihydroorotase. Hydantoin has a structure similar
to that of allantoin, except for the 50 side chain (Fig. 1A). Thus,
hydantoin may be a potential allantoinase inhibitor. To assess
whether hydantoin inhibits the activity of allantoinase, hydantoin
(50 mM) was included in the standard allantoinase assay. In addi-
tion, dihydroorotate (2 mM) and phthalimide (1 mM) were also
individually used for allantoinase inhibition studies (Table 1). The
kinetic parameters of allantoinase were calculated from the double

reciprocal of the LineweavereBurk plot with and without the
substrate analog as a potential inhibitor. As shown in Fig. 2, inhi-
bition of allantoinase by hydantoin and dihydroorotate resulted in
LineweavereBurk plots where the lines intersect the y-axis at a
similar point, which indicates that these compounds are competi-
tive inhibitors of allantoinase. The inclusion of phthalimide into the
assay at 1 mM did not affect the allantoinase activity. Thus, sub-
strates of the cyclic amidohydrolase, at least hydantoin and dihy-
droorotate competed with allantoin for allantoinase active sites.

3.3. IC50 of dihydroorotate, phthalimide, and hydantoin for
allantoinase

To compare the inhibitory capability of dihydroorotate, phtha-
limide, and hydantoin on allantoinase, their IC50 values, that is, the
inhibitor concentration required to reduce the activity of the
enzyme by 50%, were determined and compared. As shown in
Fig. 3, dihydroorotate, phthalimide, and hydantoin at different
concentrations were used to determine the IC50 for allantoinase.
The activity of allantoinase continued to decrease as the concen-
trations of dihydroorotate (Fig. 3A) and hydantoin (Fig. 3B)
increased. Only 1 mM of phthalimide was used as the maximal
concentration for IC50 determination because of its poor solubility
(data not shown). Phthalimide did not inhibit the activity of
allantoinase. The IC50 for allantoinase of dihydroorotate was
18.6 � 1.1 mM and that of hydantoin was 230 � 10 mM. Thus, the
inhibitory capability of dihydroorotate toward allantoinase was 12-
fold higher than that of hydantoin, based on their IC50 (Table 2).

3.4. Kd of allantoinase bound to dihydroorotate, phthalimide, and
hydantoin

From our initial inhibition study, some substrate analogs were
identified as competitive inhibitors of allantoinase (Table 1 and
Fig. 2). To determine whether their inhibitory capabilities are
correlated with their binding abilities, the dissociation constants
(Kd) of allantoinase for dihydroorotate, phthalimide, and hydantoin
were determined through fluorescence quenching. The fluores-
cence emission spectra of allantoinase significantly quenched with
hydantoin are shown in Fig. 4A. The fluorescence intensity of
allantoinase also decreased remarkably with increasing dihy-
droorotate concentration, but not phthalimide (data not shown).
Adding hydantoin and dihydroorotate resulted in a blue shift
(w5 nm) of the allantoinase emission wavelength (lem), which
indicates that dihydroorotate and hydantoin interact with allan-
toinase and suggest that dihydroorotate and hydantoin can form
stable complexes with allantoinase. The Kd values of allantoinase
bound to dihydroorotate and hydantoin, as determined through

Table 1
Apparent MichaeliseMenten constants for allantoinase in the presence of kaemp-
ferol and the substrate of other cyclic amidohydrolases.

Compound Allantoinase

Vmax Km Vmax/Km Fold

Non 130.5 � 21.5 85.9 � 20.0 1.52 1.00
Dihydroorotate 125.2 � 21.9 129.6 � 27.1 0.97 0.64
Phthalimide 130.0 � 22.0 86.0 � 20.4 1.51 0.99
Hydantoin 120.9 � 18.4 108.3 � 20.7 1.12 0.74
Kaempferol 118.8 � 18.3 231.6 � 29.2 0.51 0.34

At least seven data points were used to calculate each Vmax and Km. Each data point
was an average of 2e3 determinants, and the difference of the determinants was
within 10%. The kinetic parameters Km and Vmax were determined by fitting the
hydrolyzing rate from individual experiments to the MichaeliseMenten equation,
and then the standard errors were given.

Fig. 2. Inhibition of allantoinase by substrate analogs. Inhibition of allantoinase by
some substrates of other cyclic amidohydrolase. To determine which type of inhibitor
is, the double reciprocal of the LineweavereBurk plots was used. The standard assay
solution was conducted with hydantoin (open circle), dihydroorotate (inverted filled
triangle), phthalimide (open triangle), or without any supplement (filled circle). The
inhibitions of allantoinase by these compounds resulted in the LineweavereBurk plots
where the lines are cross the y-axis at the very similar point, indicating that these
compounds are competitive inhibitors for allantoinase. Data points are an average of
2e3 determinations within 10% error.

Fig. 3. IC50 determinations for allantoinase (A) The concentration of dihydroorotate required for 50% inhibition of the activity of allantoinase was directly determined using graphic
analysis. (B) IC50 determination of hydantoin for allantoinase. The errors are standard deviation determined at 3 measurements.
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their titration curves (Fig. 4B), were 3.89� 1.15 and 6.06� 1.18 mM,
respectively (Table 3). Therefore, dihydroorotate exhibits the
strongest binding and inhibitory capabilities toward allantoinase.

3.5. Allantoin and hydantoin bind to dihydroorotase, but does not
inhibit its activity

Dihydroorotase cannot use hydantoin, phthalimide, and allan-
toin as a substrate. To test the dihydroorotase inhibitory capability
of these compounds, allantoin (10 mM), phthalimide (1 mM), and
hydantoin (50 mM) were individually included in the standard
assay for dihydroorotase. However, unlike allantoinase, hydantoin,
phthalimide, and allantoin did not affect dihydroorotase activity.
Allantoin at 1 mMe40 mM and hydantoin at 1 mMe100 mM did
not affect dihydroorotase activity. Thus, hydantoin, phthalimide,
and allantoin were not inhibitors of dihydroorotase.

Fluorescence quenching was used to determine the Kd of dihy-
droorotase for hydantoin and allantoin. The fluorescence emission
spectra of dihydroorotase significantly quenched with hydantoin
are shown in Fig. 5A. The fluorescence intensity of dihydroorotase
also decreased remarkably with increasing allantoin concentration
(data not shown). Adding hydantoin and allantoin resulted in a blue
shift (w10 nm) of the emissionwavelength (lem) of dihydroorotase,
which indicates that dihydroorotase interacts with allantoin and
hydantoin. The Kd values of dihydroorotase bound to allantoin and
hydantoin determined using titration curves (Fig. 5B) were
57.7 � 2.3 and 39.5 � 6.8 mM, respectively (Table 3). Thus, dihy-
droorotase can bind to allantoin and hydantoin, but cannot hy-
drolyze these compounds. Given that the Vmax and Km of
dihydroorotase, determined from the titration curves (Fig. 5C),
were 11.8� 0.4 mmol/mg/min and 0.13� 0.02mM, respectively, the
binding of allantoin and hydantoin to dihydroorotase is possibly too

weak (<100 folds) to compete with dihydroorotate for the dihy-
droorotase active site.

3.6. Use of flavonols in allantoinase and dihydroorotase inhibition

Substrate analogs for any enzyme are usually potential in-
hibitors. Although we found that substrate analogs such as dihy-
droorotate and hydantoin inhibit allantoinase activity, their IC50
values were at the mM range, which is not significant for designing
inhibitors. To determine whether a natural product is an inhibitor
for allantoinase and dihydroorotase, the inhibitory capability of the
flavonols myricetin, quercetin, kaempferol, and galangin toward
allantoinase and dihydroorotase were tested (Fig. 6A).

3.7. Identification of the flavonol inhibition of allantoinase and
dihydroorotase

Flavonols are known to have antioxidant [30], antiradical [31],
and antibacterial activities [35]. To determine whether flavonols
inhibit allantoinase and dihydroorotase, myricetin, quercetin,
kaempferol, and galangin at different concentrations were included
in the standard assay. The titration curves shown in Fig. 6B suggest
that kaempferol most strongly inhibited allantoinase. The order
of the inhibitory capability of the flavonols is as follows:
kaempferol > galangin > quercetin > myricetin. For dihydroor-
otase, kaempferol also exhibited the strongest inhibition of enzyme
activity. The order of inhibitory capability of the flavonols is as
follows: kaempferol > myricetin > galangin > quercetin (Fig. 6C).
Thus, flavonols, especially kaempferol, are novel inhibitors of
allantoinase and dihydroorotase. In addition, the inhibitory capa-
bility of these flavonols (at the mM range) was significantly higher

Table 2
Effect of the flavonols and the substrate of other cyclic amidohydrolases on the
activity of allantoinase and dihydroorotase.

Compound IC50 (mM)

Allantoinase Dihydroorotase

Dihydroorotate 18.6 � 1.1 e

Phthalimide e e

Hydantoin 230 � 10 e

Myricetin ND 0.040 � 0.001
Quercetin ND ND
Kaempferol 0.035 � 0.003 0.031 � 0.002
Galangin ND ND

e: No effect under the concentration range of the compound.
ND: due to solubility, the IC50 value was not determined.

Fig. 4. Binding of allantoinase to the substrate of other cyclic amidohydrolases. (A) The fluorescence emission spectra of allantoinase with hydantoin of different concentrations (0e
9 mM). The decrease in intrinsic fluorescence of protein was measured at 330 nm upon excitation at 280 nm and 25 �C with a spectrofluorimeter. The fluorescence intensity
emission spectra of allantoinase significantly quenched with hydantoin. (B) An aliquot amount of hydantoin and dihydroorotate was individually added to the enzyme solution for
each Kd. The Kd was obtained by the equation: DF ¼ DFmax � Kd(DF/[compound]). Data points are an average of 2e3 determinations within 10% error.

Table 3
Binding of allantoinase and dihydroorotase to the substrate of other cyclic amido-
hydrolases and kaempferol.

Compound Kd (mM)

Allantoinase Dihydroorotase

Dihydroorotate 3.89 � 1.15 ND
Hydantoin 6.06 � 1.18 39.5 � 6.8
Allantoin ND 57.7 � 2.3
Kaempferol 0.028 � 0.004 0.021 � 0.004

The decrease in intrinsic fluorescence of protein was measured at 330 nm upon
excitation at 280 nm and 25 �C with a spectrofluorimeter. At least seven data points
were used to calculate each Kd. Each data point was an average of 2e3 determinants,
and the difference of the determinants was within 10%. The Kd was obtained by the
equation: DF ¼ DFmax � Kd(DF/[compound]), and then the standard error was given.
ND, not determined.
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than that of the substrate analogs (at the mM range) of allantoinase
and dihydroorotase. However, because of the poor solubility of
these flavonols, only some IC50 values for allantoinase and dihy-
droorotase were determined (Table 2). Based on our knowledge,
kaempferol remains the best inhibitor for allantoinase, with an IC50
of 35 � 3 mM, and for dihydroorotase, with IC50 of 31 � 2 mM.

3.8. Kd of allantoinase and dihydroorotase bound to kaempferol

The initial inhibition study of flavonols indicated that allantoi-
nase and dihydroorotase were both significantly inhibited by
kaempferol. To determine whether the inhibitory capabilities are
correlated with their binding abilities, the Kd values of allantoinase
and dihydroorotase for kaempferol were determined through
fluorescence quenching. The Kd values of allantoinase and dihy-
droorotase bound to kaempferol determined using titration curve
(Fig. 7) were 28.3 � 3.8 and 20.9 � 3.9 mM, respectively (Table 3).
Thus, kaempferol can inhibit and bind to allantoinase and dihy-
droorotase with IC50 and Kd values at the mM range, significantly
higher than those of the substrate analogs of allantoinase and
dihydroorotase (at the mM range).

3.9. Kaempferol is a competitive inhibitor of allantoinase

From our initial inhibition screening, the flavonol kaempferol
was identified as an inhibitor of allantoinase for the first time. To
determine which type of inhibitor kaempferol is, this flavonol
(40 mM) was included in the standard assay for allantoinase with
different concentrations of allantoin, and the kinetic parameters of
allantoinase were calculated from the double reciprocal of the
LineweavereBurk plot. As shown in Fig. 8, inhibition of allantoinase
by kaempferol resulted in LineweavereBurk plots with lines that

cross the y-axis at a similar point, which indicates that kaempferol
is a competitive inhibitor for allantoinase. Thus, similar to hydan-
toin and dihydroorotate, kaempferol can competewith allantoin for
the active site of allantoinase, but with significantly stronger
activity.

3.10. Kaempferol is an uncompetitive inhibitor for dihydroorotase

In this study, the flavonol kaempferol was identified as an in-
hibitor of dihydroorotase for the first time. To determine whether
kaempferol competitively inhibits dihydroorotase, as with allan-
toinase, kaempferol (40 mM) was included in the standard assay for

Fig. 5. Allantoin and hydantoin can bind, but cannot inhibit the activity of dihydroorotase. (A) The fluorescence emission spectra of dihydroorotase with hydantoin of different
concentrations (0e40 mM). The decrease in intrinsic fluorescence of protein was measured at 330 nm upon excitation at 280 nm and 25 �C with a spectrofluorimeter. The
fluorescence intensity emission spectra of dihydroorotase significantly quenched with hydantoin. (B) An aliquot amount of hydantoin and allantoin was individually added to the
enzyme solution for each Kd. The Kd was obtained by the equation: DF ¼ DFmax � Kd(DF/[compound]). (C) Kinetic analysis of dihydroorotase using dihydroorotate of different
concentrations (0e1.25 mM) with the Vmax value of 11.8 � 0.4 mmol/mg/min and the Km value of 0.13 � 0.02 mM. Data points are an average of 2e3 determinations within 10% error.

Fig. 6. The flavonol inhibitions of allantoinase and dihydroorotase. (A) Molecular structure of the flavonols, myricetin, quercetin, kaempferol, and galangin. They have a similar
structure but contain different numbers of hydroxyl substituents on the aromatic rings. (B) IC50 determination of flavonols for allantoinase. Due to solubility, IC50 of some flavonols
was not determined from the graphic analysis. (C) IC50 determination of flavonols for dihydroorotase. Data points are an average of 2e3 determinations within 10% error.

Fig. 7. Fluorescence titrations of kaempferol with allantoinase and dihydroorotase. An
aliquot amount of kaempferol was added to the enzyme solution for each Kd. The Kd

was obtained by the equation: DF ¼ DFmax � Kd(DF/[kaempferol]). Data points are an
average of 2e3 determinations within 10% error.
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dihydroorotase with different dihydroorotate concentrations. Un-
expectedly, the inhibition of dihydroorotase by kaempferol resulted
in LineweavereBurk plots with lines parallel that intersect the y-
axis at different points, which indicates that kaempferol is an un-
competitive inhibitor (Fig. 9). Dihydroorotase in the presence of
40 mM kaempferol had a Vmax of 4.24� 0.06 mmol/mg/min and a Km

of 0.048 � 0.004 mM. Based on these kinetic results, kaempferol
binds to the dihydroorotaseedihydroorotate complex rather than
acts to a free enzyme, and then allosterically inhibits dihydroor-
otase. Taken together, kaempferol is a competitive inhibitor of
allantoinase and an uncompetitive inhibitor of dihydroorotase.

3.11. Binding mode of allantoinase to kaempferol

To understand the inhibitory mechanism of kaempferol on
allantoinase, the structure of allantoinase was built through ho-
mology modeling. Kaempferol, which is found in the DrugBank,
was then computationally docked into the three-dimensional
model of allantoinase using PatchDock (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.
il/PatchDock/) [45]. Docking was automatically performed after
uploading the coordinate and topology file of flavonol and allan-
toinase. The three docking models (Supplementary materials) with

the highest score for allantoinase interacting with kaempferol are
shown in Fig. 10A. Kaempferol with different binding poses was
docked into the active site pocket of allantoinase. For solution 1
with the highest docking score, the hydroxyl groups of kaempferol
on the ring interact with Ser286 and Ser317 (Fig. 10B). Ser317 is a
critical substrate binding site for allantoinase [14]. Thus, the dock-
ing study shows that kaempferol partially occupies the allantoinase
active site. Consistent with the kinetic evidence, the docking study
also shows that kaempferol competitively inhibits allantoinase.

3.12. Binding mode of dihydroorotase to kaempferol

To study the inhibitory effect of kaempferol on dihydroorotase
and the dihydroorotaseekaempferol complex, the model of
K. pneumoniae dihydroorotase was computationally docked with
kaempferol using PatchDock, as was done for allantoinase. The
three dihydroorotase docking models (Supplementary materials)
with the highest score for interactingwith kaempferol are shown in
Fig. 11A. Unlike allantoinase, the binding poses of kaempferol were
all found to be docked outside the active site pocket of dihydroor-
otase. For solution 1 with the highest docking score, the hydroxyl
groups of kaempferol on the ring interacted with E35, G277, and
V346 (Fig. 11B). The docking study shows that kaempferol does not
interact with the active site of dihydroorotase, a result consistent
with the kinetic study (see Discussion).

4. Discussion

The development of clinically useful small-molecule antibiotics
has been a seminal event in the field of infectious diseases [48].
DNA metabolism is one of the most basic biological functions and
should be a prime target in antibiotic development. Considering
allantoinase and dihydroorotase are required for metabolizing
purines and pyrimidines, blocking their activities would be detri-
mental to bacterial survival. In addition, allantoinase is not found in
humans; hence, these inhibitors are potentially safe for human use.
The distinct differences between mammalian and prokaryotic
dihydroorotasesmake bacterial dihydroorotases suitable targets for
antibiotic development [16]. Although some chelators, such as 8-
HQSA [42], inhibit allantoinase, such chelators are harmful to
humans. In this study, we have shown that some flavonol com-
pounds inhibit the catalytic activities of allantoinase (Fig. 6B) and
dihydroorotase (Fig. 6C). Furthermore, the metabolic effects and
safety of the flavonols are well established, making such flavonols
beneficial for humans [28]. Thus, flavonols inhibit allantoinase
and dihydroorotase, as well as potential antibiotics for further
development.

We found that the flavonols myricetin, quercetin, kaempferol,
and galangin, which contain different numbers of hydroxyl sub-
stituents on their aromatic rings (Fig. 6A), have different inhibitory
effects on allantoinase and dihydroorotase (Fig. 6B and C).
The catalytic activities of allantoinase and dihydroorotase were
inhibited by flavonols in the following order: kaempferol >

galangin > quercetin > myricetin for allantoinase, and
kaempferol >myricetin> galangin> quercetin for dihydroorotase,
respectively. Kaempferol, which contains one hydroxyl substituent
on the flavonol aromatic ring, was the best inhibitor for allantoi-
nase, with an IC50 of 35� 3 mM, and for dihydroorotase, with an IC50

of 31�2 mM (Fig. 5A). Although flavonols are known to have several
hydroxyl groups, thus, they have remarkable potential for binding
any protein, the strength of the inhibitory effect (IC50) on allan-
toinase and dihydroorotase did not correlate with the number of
hydroxyl substituents on the flavonol aromatic rings.

The docking experiments of allantoinase and dihydroorotase
suggested that kaempferol docks into the active site pocket of

Fig. 8. Kaempferol is a competitive inhibitor for allantoinase. Inhibition of allantoinase
by kaempferol resulted in LineweavereBurk plots where the lines are cross the y-axis
at the similar point, indicating that kaempferol is a competitive inhibitor for allan-
toinase. Data points are an average of 2e3 determinations within 10% error.

Fig. 9. Kaempferol is an uncompetitive inhibitor for dihydroorotase. Inhibition of
dihydroorotase by kaempferol resulted in LineweavereBurk plots where the lines are
parallel and cross the y-axis at different points, revealing an uncompetitive inhibitor.
Data points are an average of 2e3 determinations within 10% error.
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allantoinase, but outside the active site pocket of dihydroorotase.
Consistent with the docking results, the kinetic studies further
identified kaempferol as a competitive inhibitor of allantoinase, but
an uncompetitive inhibitor of dihydroorotase. Three docking solu-
tions with the highest scores all show that kaempferol partially
occupies the active site of allantoinase by interacting with the
putative substrate-binding loop (Fig. 10). For dihydroorotase,
kaempferol was bound to the loop with an unknown function.
However, the corresponding positions of dihydroorotase for dihy-
dropyrimidinase are structurally near the place for the conforma-
tional change of dihydropyrimidinase [49]. Thus, kaempferol may
inhibit dihydroorotase allosterically. No potent inhibitor has been
identified for these cyclic amidohydrolases. Thus, inhibitors
designed to target the loop(s) to lock the conformation of the cyclic
amidohydrolases may be worth to test in the future.

The cyclic amidohydrolases, at least hydantoinase [25,46,47],
dihydropyrimidinase [50,51], and imidase [7,8,10,11], are known to
catalyze the hydrolysis of a wide range of substrates and exhibit
some overlapping substrate specificities. Our study clearly indicates
that hydantoin, dihydroorotate, and phthalimide are not substrates,
but are competitive inhibitors of allantoinase (Fig. 2). Unlike

allantoinase, although hydantoin, allantoin, and phthalimide are
not dihydroorotase substrates, they did not affect dihydroorotase
activity. Nevertheless, dihydroorotase still binds to hydantoin and
allantoin (Fig. 5A and Table 3).

The chemical mechanism of the binuclear metal centerecon-
taining amidohydrolase [2] likely has three steps (Fig. 1C): (1) the
hydrolytic water molecule must be activated for nucleophilic
attack, (2) the amide bond of the substrate must be made more
electrophilic by the polarization of the carbonyleoxygen bond, and
(3) the leaving group nitrogen must be protonated as the carbone
nitrogen bond is cleaved. Thus, a single group must be unproto-
nated for the catalytic activity [52]. Based on the crystal structures
of hydantoinase [53], dihydropyrimidinase [51], dihydroorotase
[23], and allantoinase [14], the bimetal ion likely functions as a
Lewis acid for polarizing the carbonyl group of the substrate of the
imide group [13,24,25]. The carbonyl oxygen of the substrate that
directly interacts with the metal center will diminish the electron
density and facilitate nucleophilic attacks by the bridging the hy-
droxide. In the final step, the amide nitrogen of the substrate must
be protonated. The conserved Asp in the active site of these cyclic
amidohydrolases is responsible for proton transfer (Fig. 1B and C).

Fig. 10. Representation of the docking models of allantoinaseekaempferol complex from PatchDock. (A) The three docking models with the highest score for allantoinase inter-
acting with kaempferol are shown. The active site residues of allantoinase are colored in yellow, and the substrate binding loop is colored in red. Kaempferol is colored in cyan. (B)
Binding environment of kaempferol to allantoinase for Solution 1. The hydroxyl groups of kaempferol on the ring interact with S286, D315, and S317 of allantoinase.

Fig. 11. Representation of the docking models of dihydroorotaseekaempferol complex from PatchDock. The three docking models with the highest score for dihydroorotase
interacting with kaempferol are shown. The active site residues of dihydroorotase are colored in yellow, and the substrate binding loop is colored in red. Kaempferol is colored in
cyan. (B) Binding environment of kaempferol to dihydroorotase for Solution 1. The hydroxyl groups of kaempferol on the ring interact with E35, G277, and V346 of dihydroorotase.
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This residue has been proposed as the group that shuttles the
proton from the bridging hydroxide to and from the substrate and
product during catalysis. However, an important question remains
as to why even at more than 100 mM, hydantoin can bind to, but
absolutely cannot be hydrolyzed by, allantoinase and dihydroor-
otase. In addition, hydantoin can be docked into the active site
of allantoinase (data not shown). Does the 50 side chain of allantoin
play an important role not only in interacting with the substrate
binding loop of allantoinase but also involve in electron/proton
delocalization as the driving force for imide hydrolysis? Further
studies are needed to investigate the substrate specificity, selec-
tivity, and the catalytic mechanism of allantoinase and
dihydroorotase.

In conclusion, we identified a novel inhibitor, the flavonol
kaempferol, and demonstrated its inhibitory mechanism on allan-
toinase and dihydroorotase using kinetic and docking experiments.
We also found that allantoinase and dihydroorotase cannot use the
substrates of other cyclic amidohydrolases as substrate. The sig-
nificant inhibitory effect of kaempferol on allantoinase and dihy-
droorotase (>3 orders of magnitude than hydantoin) make it a
promising drug lead for developing antibiotics targeting bacteria.
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