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臺、緒論 

一  基因體學與生物資訊學的興起 

1990 年在美國國家衛生研究院與美國能源部的主導下，成立人

類基因體組織(Human Genome Organization，HUGO)，進而推動人類

基因體計劃(Human Genome Project，HGP)，該計劃為人類二十世紀

三大計畫之一(1940 年-曼哈頓原子彈計劃 ; 1960 年-阿波羅登月計

劃)，由美國、英國、法國、德國、中國與日本等六國科學家所組成

的龐大團隊，經費大部份來自美國聯邦政府的「國家衛生研究院」(NIH)

與英國的「衛爾康基金會」(WellcomeTrust)。1998 年由 Venter 所創立

的「賽雷拉公司」(Celera Genomics)，則以異軍突起之姿投入破解人

類基因密碼的競技場，以最先進的技術加上許多超級電腦的協助，以

一家公司之力得以與全世界的研究力量相抗衡。基因體計畫的存在，

意味著人們想要運用所產生之序列資料的企圖，如何結合分子及結構

生物學、醫學、物理、化學及資訊等領域之科學，解讀基因體所蘊含

的遺傳訊息，瞭解各個基因之結構與功能，以及其在不同生理及病理

狀態所扮演的角色，基因體學(Genomics)因以衍然而生，其目標是瞭

解生命體的完整基因體資料，進而辨識每一個基因，比對每個基因與

其所組成的蛋白質，以及辨識每個蛋白質的結構與功能。隱含其中的

是，期待能根據這些知識，深入了解生命運作過程並精確地操控生命
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體的能力。 

人類基因體(human genome)是由大約三十億鹼基對所組成。1980

年代末期由美國生物學者主導發起之人類基因體計劃大規模地對人

體細胞內所有染色體 DNA 進行定序，短短數年內產生了大量序列及

相關資訊，如果將這些資訊儲存成文字檔，則需仰賴電腦建立巨型資

料庫來儲存。近二十年來，這些資料庫的資料量正以指數速率成長，

同時，生物學文獻之數量也以指數速率在成長。資訊技術方面的專家

們管理著特殊的生物資訊軟體，連結高速電腦網路、高速電腦伺服器

和強大儲存設施的電腦，將有關生物資訊的資料儲存在公用資料庫

中。生物資訊最早開始於生物資料庫的建立，其中最有名的即是

GenBank。GenBank 現在是由 NIH (National Institute of Health，USA)

底下的「美國國家生技資訊中心」 (National Center for Biotechnology 

Informaton，NCBI)來管理。GenBank每天與 EMBL(European Molecular 

Biology Laboratory)資料庫和 DDBJ(DNA DataBank of Japan)資料庫進

行同步交換。NCBI 將生物資訊學(Bioinformatics)定義為一種將分子

生物、電腦科學和資訊技術融合成一門獨立學問的科學。生物資訊學

主要的重點在於如何呈現、儲存、傳輸、進而分析生物相關的大量資

訊。嚴格來說，生物資訊學是更大範圍的計算生物學(computational 

biology)的子集合，是模擬生物系統時，量化分析的應用技術。(Gynthia 
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Gibos. and Per Jambeck，2002) 

生物資訊技術可極快速、精確的對生物序列進行分析與探討，在

短時間內處理大量資料，不僅效率遠超越傳統實驗方法，其所能提供

的整體觀(holistic view)探索方式也是分子生物學家從未達成的夢

想。該技術的快速進展，導源於資訊科技的卓越發展，更因分子生物

和高速平行篩選技術(high-throughput screening)的進步，火速激增的

核酸序列資料，不斷刺激生物資訊運算法、新軟體工具及生命資訊資

料庫之開發，供需之間跨領域的巧妙配合，徹底改變傳統生物科技的

研究方式，藉由「生物資訊」這項有力的工具，過去需耗費數年之工

作，幾乎可縮短在數週或數天內完成。其旨在於加速生命科學的新發

現與創造全面性的理解生物原理。二十一世紀正式邁入生物資訊時

代，可望透過這項新的工具技術，讓人類生物技術有重大迅速的突

破。總而言之，生物資訊學之主要目標不是發展出精緻的演算法，或

是完成神秘難解的分析，而是找出生命運作的秘密。 

二  功能性基因體學與蛋白質體學之未來發展 

生物個體的遺傳與功能資訊儲存在 DNA、RNA 及蛋白質中，這

些大分子是由已經充分了解的化學物質所組成，它們由特定的字母所

代表：DNA 是由四種去氧核糖核酸組成(腺嘌呤 adenine、胸腺嘧啶

thymine、胞嘧啶 cytosine 與鳥糞嘌呤 guanine)，RNA 是由四種核糖
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核酸組成(腺嘌呤 adenine、尿嘧啶 uracil 、胞嘧啶 cytosine 與鳥糞嘌

呤 guanine)，蛋白質是由二十種胺基酸組成。它們能以序列符號(單一

字母)來表示，透過此些序列的排比，找出功能或形態類似的分子之

間的關聯性，或演算出「可能相當重要」的結果，藉以詮釋以往從未

被發現的資料之機會。基因序列不僅僅只是序列，它代表著立體的結

構、分子形狀與構形改變、活化區域(active site)、化學反應以及分子

間交互作用等諸多細節。 

生物資訊資料庫中儲存了大量的序列資料，但如何才知道序列的

哪個部分，控制不同生命的化學反應？假若已經了解某些蛋白質的結

構與功能，要如何辨別新的蛋白質的編碼，該如何在密碼中找到有意

義的新「字」？人類的 DNA 序列中大概僅有 5﹪的部份是能產生蛋

白質的基因，因此須從人類基因體中辨認出有功能的基因。人類基因

可簡單分為：啟動子(promoter)，5 端非轉譯區域(5’ untranslated regin，

5’UTR)，表現子(exons)，內含子(introns)，3 端非轉譯區域(3’ UTR)，

聚腺嘌呤化作用位置(polyadenylation site)等幾個部份。其中僅有表現

子才攜帶產生蛋白質的訊息。因此辨認基因的主要任務即是從 DNA

序列中找出起始密碼子(start codon)、終止密碼子(stop codon)與接合位

點(splicing site)，進而將同一基因所有的表現子拼湊出來，建立一完

整之基因。目前預測基因的方法大致可分為兩種：一是根據機率與統
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計的方法，另一是尋找相似性(similarity or homology)的方法。隨著已

知基因的大量累積和生物資料庫的日趨完備，大多採用尋找相似性的

方法。NCBI 提供一個方便易使用之整合型檢索系統(search and 

retrieval system)Entrez (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/)，以利調閱

GenBank 之資料。運用 NCBI 的 BLAST(Basic local Alignment Search 

Tool) Web 介面 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)搜尋比對，能快

速進行生物序列的逐對 (pair wise) 排比、多重比對 (multiple 

alignment)、親緣樹分析 (phylogenetic analysis)、基元辨識 (motif 

identificaton)等演算分析。 

由於人類基因體計劃的提早完成，以及毛細管序列儀、生物晶片

(Biochip)包括基因微陣列分析(microarray)和基因晶片(GeneChip)等多

種基因體技術的進步，即正式宣告進入後基因體時代(post-genomic 

era) ，預估此時的重點將轉移至功能性基因體學 (functional 

genomics)、蛋白質體學 (proteomics)和單一核苷酸多樣性 (single 

nucleotide polymorphism ， SNP) 之 上 (NCBI Handbook chap.2 ，

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sitemap/index.html#NCBIHandbook)。 

 目前生物資訊經序列或構造相似性之分析後，仍然有諸多無法

預測之基因功能與其扮演的角色，未來生物學主要之挑戰是發展確認

或定義此類基因的方法。功能性基因體學即是對大規模基因體之
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mRNA 和蛋白質表現做有效率有系統之整體性分析。藉由鑑定蛋白質

之開放閱讀框架(open reading frame，ORF)、基因的系列分析(Serial 

Analysis of Gene Expression，SAGE)或微陣列分析(microarray)，以定

義序列並探討其差異性基因表現。蛋白質體學則是研究生物系統中蛋

白質之表現，包含：相對表現量、轉譯後修飾、穩定性與環境改變時

細胞之反應，試圖瞭解無法以資料庫相似性比對所確認之蛋白質功

能。其可用以預測蛋白質之功能及蛋白質間之交互作用。 

將生物資訊的資料作不同層次的應用，則會發展出不同預測或模

擬的結果，例如：根據新發現的基因比對序列，進而發展出功能方面

之假說；或者將已知的蛋白質立體結構拆解，以尋找足以預測蛋白質

如何摺疊的序列樣式；又或者模擬蛋白質與細胞中的代謝物，如何協

同工作讓細胞得以正常運作。 

近百年來，人類在應用生物學領域中所關切的許多重要問題，例

如：如何預防感染、治療疾病？在人口爆炸的狀況下，如何生產足夠

多的食物？研發新藥、農藥、混種植物與開發環境整治的生物技術等

正是驅動生物資訊學研究之主要動力。生物資訊學研究之工作範圍，

不僅是擷取、整理與呈現資料，或是從全然不同的領域中得到靈感，

而是想藉由不同領域之科學與生物學之間找尋其關聯性，以期從序列

資料及蛋白質結構分析，到代謝模型、族群與生態的大規模資料分
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析，達到瞭解生命的歷史與進程之目的。 

三  本研究動機與方向 

近年來，由於人類基因體計劃的推展造成生物資訊資料庫(如：

NCBI)之 EST 基因庫(Expression Sequence Tags Library)中核酸序列資

料的大量累積，加以電腦運算能力日益強大及網際網路連結之速率加

快，使得生物資訊資料庫之整合型檢索系統(Entrez)的使用，益加簡

便。因此於人類基因中，發現許多懸而未知其功能的新穎蛋白質。對

於這些未被定義或未解其生物角色之新穎蛋白質，激起諸多研究生命

科學的學者，極欲探索其間奧祕之渴望。然而此類新穎的蛋白種類之

繁，如何擇其要而為之，則是此項研究的重點之一。有鑑於此，係選

擇具有 FAD+、NAD+或 NADP+等輔酶(coenzyme)的結合結構區之新

穎氧化還原酵素，利用大腸桿菌表達系統表達與純化蛋白質，藉由

NCBI 網站進行核酸或胺基酸序列之比對，只能初步推斷出該類蛋白

質可能具有的結構區，以此推論及探討其可能之催化反應，對其進行

酵素動力學的分析，以確認酵素進行催化反應時在受質的親和力及酵

素的代謝迴轉上所伴演的角色。至於其真正的功能與在人體生理上扮

演的角色，則與中研院生化所黃銓珍副研究員之實驗室合作，以去除

基因或過量表現基因的方式來作進一步的探討。 

在探討未知酵素催化的代謝反應時，可將所欲探討的未知酵素分
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成兩類。第一類酵素是某種已知酵素的同功酶(isozyme)，即該酵素催

化的反應和已知的酵素可能相同，但是可能是因為其催化上的特性

(例如 Km, Kcat)或者是分佈的位置、調控的方法與已知的酵素不同所以

在生理上可能有不同的功能。對於其催化反應的受質之確認可依據其

同功酵素的受質為參考。第二種酵素則是透過與已知的結構區

(domain)或基元(motif)比對後，經由蛋向質一級構造之相似性推論得

知酵素可能進行的催化反應。該類酵素往往可能是催化雙受質或兩個

受質以上之酵素，其受質則必須由酵素本身的結構區中尋找線索，此

類推演的過程往往要運用到酵素所在之位置，以及該位置可能具有的

受質及生理之功能加以進行判斷。 

若得知該酵素催化的代謝反應後可經由該酵素在全身各器官及

組織的分佈推測出該酵素在生理上所扮演的角色。反之，若將酵素在

生物體中去除(或增強)後對生物體生理上所造成的影響，以反向的方

式推論該酵素可能在生理上所扮演的角色，進而推論該酵素可能催化

的代謝反應。因此確認酵素催化的代謝反應，以及去除(或增強)該酵

素並觀察生物體發生的變化是可以同時進行、相互印證，並對酵素之

生理功能作進一步的探討。 

欲了解一基因之功能，最直接的方法就是將該基因轉殖至活體細

胞內，研究分析該基因的表現狀況。目前基因轉殖方法有：脂質體 
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(Liposomes) (Schaefer-Ridder et al., 1982 ;Mannino and Gonld-Fogerite, 

1988)，磷酸鈣-DNA 沉澱法 (Calcium phosphate-DNA coprecipitation) 

( Graham and Van der Eb, 1973)，病毒載體法(Viral vectors)，電破法 

(Electroporation) (Xie et al., 1990)等。魚類基因轉殖方面，1985 年 Zhu

等人，首先以顯微注射法(Microinjection)將外來基因轉殖到金魚，之

後 在 魚 類 基 因 轉 值 的 方 法 又 有 許 多 改 進 ， 例 如 電 破 法

(Electroporation)，精子載體法(Sperm mediator)(Orban et al., 1992; Sin 

et al., 1993; Symonds et al.,1994)及粒子槍法(Patricle gun)(Klein et al., 

1992)。由於中研院生化所黃銓珍副研究員自 1995 年即建立斑馬魚系

統，藉其斑馬魚基因轉殖方式進行功能分析，利用顯微注射的方式在

斑馬魚的受精卵中引入適當的遺傳物質以抑制(RNA interference, 

RNAi)(Summerton, 1999；Oates et al., 2000)或者增強該酵素之表現，

透過對該斑馬魚發生之觀察，可對該酵素之生理功能作初步的判斷。 

為了以上述斑馬魚的模式，進行酵素分析，所以對欲探討的酵

素，除了其催化特性是未知的之外，該酵素在人類及斑馬魚中應均有

表現，最終並將從斑馬魚模式中觀察的結果應用在人類。因此必須先

在 NCBI 的資料庫中經過蛋白質相似性之相互比對，找到人類及斑馬

魚中相互對應之酵素。該酵素之 cDNA 可能涵蓋全長或部份的編碼區

(coding region)，若資料庫中的序列僅包含部份的編碼區，則可藉由 5’
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或/及 3’ RACE PCR 得到其全長之序列，接著可以 PCR 將人類及斑馬

魚全長 cDNA 放大以進行蛋白質之表現，並利用其進行完整的酵素動

力學分析。此外已知的 cDNA 序列亦可用以製作探針調查該酵素在生

物體中的分佈情形，或製作特定形式之 RNA 以抑制或增強斑馬魚模

式中酵素的表現，在觀察斑馬魚的生理上作準備工作。 

四  本研究之概況與研究目的 

於 NCBI 資料庫中經搜尋比對後，尋找到一對在人類和斑馬魚中

皆有表現，且相互對應新穎的氧化還原酵素(為假設性的酒精去氫

酶 )。其 NCBI accession number 分別為 AI477544 (zebrafish)及

NP_115679 (Human)。AI477544 (zebrafish)的 cDNA，涵蓋部分編碼區

的 632 個核酸序列(參見附錄 1)。NP_115679(Human)的 cDNA，涵蓋

全長的 3003 個核酸及 345 個胺基酸序列(參見附錄 2)。由 NCBI 之

PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed)搜

尋，NP_115679(Human)無其相關之文獻報導;而 AI477544(zebrafish)

則比對到一斑馬魚之第三類酒精去氫酶 (Alcohol dehydrogenase ; 

ADH3)(Asok K. Dasmahapatra,2001)。將 AI477544(zebrafish)與文獻中

之 ADH3 (zebrafish)經核酸及胺基酸序列比對後發現，二者並不相同

(參見附錄 3)。 
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將 AI477544(zebrafish)與 NP_115679(Human)和人類已知的酒精

去氫酶(7 個同功酶)胺基酸序列比對(參見圖五)後發現，此推定的(斑

馬魚及人類) Alcohol dehydrogenase，相較於已知的人類或斑馬魚

Alcohol dehydrogenase 的胺基酸序列僅有部分的胺基酸相似，但不完

全相同。經結合結構區(domain)及基元(motif)的比對搜尋，發現不論

斑馬魚或人類皆具有二個相同的結構區，分別為 adh_short 及 SCP2。 

adh_short(short-chain alcohol dehydrogenases)已知是 NAD+ 或

NADP+依賴的氧化還原酵素。此類酵素，至少具有兩個結合結構區，

第一個通常為輔酶(coenzyme)/NAD+的結合結構區(Benyajati C et 

al.,1981)，第二個結合結構區則是受質結合位置，此受質的結合乃是

決定此酵素蛋白質的特異性(specificity)及催化作用(catalysis)。 

SCP-2(sterol carrier protein 2)屬於固醇類轉移家族(sterol transfer 

family)，涉及固醇類的結合與細胞內的膽固醇(cholesterol)及許多脂質

(lipids)的運輸 (Szyperski T et al.,1993)。此結合區發現於 SCP2 

protein ， 其 C 端 序 列 相 同 於 estradiol 17-beta-dehydrogenase 

[EC:1.1.1.62]。 

由於胺基酸序列之初步比對發現，此酵素不同於人類已知的酒精

去氫酶，推測可能為一新穎酵素，所以可由此二結合結構區來找尋可
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能之催化反應受質，藉以推論其在酵素反應上扮演之角色。由於此人

類之新穎酵素，其編碼區完整的核酸序列已公佈，所以可直接經 PCR

放大人類的 cDNA 基因庫而得之。然而斑馬魚之編碼區經搜尋比對後

仍無完整之核酸序列，因此利用 RACE PCR 之方式取得其全長之序

列。 

於 GeneCards™ (http://bioinfo.weizmann.ac.il/cards/index.html)網

站中搜尋得知，NP_115679(Human)其基因之 genomic location:位於 

chromosome 9q32，Electronic Northern 中顯示此基因在骨髓(Bone 

marrow)、脾臟(Spleen)、腦(Brain)、心臟(Heart)、骨骼肌(Skeletal 

muscle)、肝臟(Liver)、胰腺(Pancreas)、前列腺(Prostate)、腎臟(kidney)

和肺臟(Lung)皆有存在。其具有十一個表現子(Exons)，轉錄長度

(transcript length)為 3345bp，轉譯長度(translation length)為 418 residues 

(參見附錄 4)。 

根據上述在 NCBI 之資料庫中，經過搜尋比對後，尋找到一對感

興趣之新穎的氧化還原酵素 (一假設性之 17-β Hydroxysteroid 

dehydrogenase )，該新穎酵素在斑馬魚和人類中都有表現且相互對

應，其 NCBI 編號分別為 AI477544 (Zebrafish)與 NP_115679(Human)。

為了確認該新穎酵素之功能與探討其功能在生理上所扮演的角色，現
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階段本研究之目的在於利用NCBI網站中之生物資訊資料庫的功能及

資料，以一連串的分析比對和搜尋之動作，確認一可能為人類和斑馬

魚之新穎蛋白質(酵素)，並藉其聯結分析序列之功能，獲得可能之完

整開放閱讀框架(蛋白質編碼區域)序列。接下來以此完整序列建構該

新穎酵素之全長 cDNA，並表現與純化此酵素之蛋白質，找出可能參

與酵素反應之受質，藉由酵素動力學分析該酵素之特性，推測此新穎

酵素可能之酵素反應及此反應的重要性。 



 14

貳、材料與方法 
 

本研究方向主要分為二個部分進行，一是利用網際網路中與生物

技術相關之工具網站的資料庫(data base)和一些應用程式，作搜尋、

比對、分析和資料整合的工作，找出新穎之酵素。另一方面利用重組

DNA 的技術和方法來表達此未知之蛋白質，並分析其在生物體中所

扮演之功能與角色。 

 

一  NCBI 生物資訊網路搜尋 

(一) Entrez  

以 zebrafish putative(novel/hypothetical/new/unknow)dehydrogenase 

為關鍵字詢問核苷酸(nucleotide)序列資料庫(參見附錄 10-網頁

1)，對有興趣之序列進行檢索。 

選定一個NCBI accession number : AI477544的斑馬魚 (zebrafish) 

cDNA clone 其核酸序列的 5’端相似於 WP : C48B11.3 CE05427 

Alcohol dehydrogenase，此序列為片段序列(partial sequence)，缺

少 PolyA Tail(參見附錄 1)，其組織來源為胚胎 26 體節(26 somite 

embryos)、成魚肝臟和胚胎盾狀期(shield stage embryos)。 

(二) BLAST(Basic Local Alignment Search Tool)：比對搜尋相似序列 

   (1)斑馬魚片段序列 blast to nr(non-redundant database)(參見附錄
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10-網頁 2) 

利用 NCBI 中 BLAST 網頁的 Translated BLAST Searches 項目中

之 Nucleotide query-Protein db[blastx](參見附錄 10-網頁 3)，搜尋

比對此斑馬魚(Danio rerio)片段序列與人類(Homo sapiens)比對到

之所有相似序列，並比較其相似度(identity)，將比對到之人類的

相似序列以 BLAST 網頁的 Pairwise BLAST 項目中之 BLAST 2 

Sequences (參見附錄 10-網頁 3)來區別其間之差異，篩選與輸入

之片段序列最相似者。 

   (2)擷取人類的開放編閱架構(Open Reading Frame，ORF)之核苷酸

或胺基酸(參見附錄 2)序列 blast to est other (參見附錄 10-網頁 4) 

    利用NCBI中BLAST網頁的 Translated BLAST Searches 項目中

之 Nucleotide query-Translated db[tblastx]或是 Protein query- 

Translated db[tblastn] (參見附錄 10-網頁 3)，以人類與該斑馬魚片

段序列相似度最大者之核酸或胺基酸序列，搜尋比對相似之斑馬

魚序列，利用 BLAST 網頁的 Pairwise BLAST 項目中之 BLAST 2 

Sequences (參見附錄 10-網頁 3)來區分其間之差異，並檢索是否

有比對回原始斑馬魚序列。 

   (3)搜尋斑馬魚序列是否延長或具有完整序列 

a.分別擷取斑馬魚(AI477544)前端(5’)和尾端(3’)序列之六十個鹼
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基，各自 blast to est or est other  

以 NCBI 中 BLAST 網頁的 Translated BLAST Searches 項目中之

Nucleotide query-Translated db[tblastx](參見附錄 10-網頁 3)，搜尋

比對。選取比對到之序列相似性為 100% 之斑馬魚序列。將此些

序列進行序列組裝及比對之工作，以檢視其原始序列是否延長。 

b.將斑馬魚片段序列輸入斑馬魚序列資料庫中 blast to EST/ EST 

Traces (參見附錄 10-網頁 5) 

於 NCBI 中 BLAST 網頁的 Genomic BLAST pages 項目中之

Zebrafish(參見附錄 10-網頁 3)，搜尋相似性 100% 之序列，並進

行序列組裝，檢視其原始序列是否延長或為完整序列。 

(三) 生物資訊應用軟體之分析/處理 

   (1) Alignment Homo sapiens and Danio rerio cDNA(and/or amino 
acid) sequence 

    a.利用一些網站提供之服務(軟體)將斑馬魚之核酸序列轉譯為胺

基酸序列，分別比對人類和斑馬魚之核酸及/或胺基酸序列，藉

由兩者之比對試圖找出可能之起始密碼子(AUG)及終止密碼子

(參見附錄 5)。 

    b.設計實驗所需之 RACE PCR 引子(primer) 

      對於蛋白質結構和表達方面的研究，獲得一全長的 cDNA

是非常重要的。由於反轉錄酵素無法由一個全部的基因序列來讀
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出一股 cDNA 的 5’端序列，則其序列就可能被遺漏，問題特別

出現在極大的基因轉錄物件。一個未知序列的 5’或 3’的 mRNA 

(messenger RNA)，可由 mRNA 為模板來放大核酸序列之方法已

發展出來，稱之為 RACE(Rapid Amplification of cDNA Ends) 

PCR。由於此選定之斑馬魚基因缺乏 3’端之完整序列因此將以 3’ 

RACE PCR 的方式來初步獲得其 3’端的序列。分別設計二段 C

端的引子(參見表一)，藉由兩階段之 3’ RACE PCR 進行放大作

用。 

(四) 其他工具網站之應用 

      將 RACE PCR 放大之核酸序列與原來網路選定之斑馬魚片段序

列(accession number AI477544)相互比對，藉由序列重疊區域 

(overlap)進行組裝，初步構築成可能之原始完整序列(open reading 

frame)。依據此序列設計正反兩股之引子，內含有特定之內切酵

素位點( Sal I / Hind III ) (參見表一)，以放大合成所欲得之全長

cDNA。 

由 PCR 放大之 cDNA，經序列分析後所得確定之斑馬魚新穎基

因的全長核酸序列與序列相似比對所對應之人類 (accession 

number NP_115679)全長核酸序列，利用以下之各項比對分析網

站與應用程式進行分析: 
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(1)斑馬魚全長序列 blast to nr 

    於 NCBI 中 BLAST 網頁的 Translated BLAST Searches 項目中之

Nucleotide query-Protein db[blastx] ，將此斑馬魚的完整核酸序列

及胺基酸序列與基因資料庫中的序列進行搜尋比對。篩選比對到

之人類的相似序列，找尋相似性最高者，並再次確認是否比對到

相同之序列。 

(2)構成酵素活性之演化保留區域搜尋(conserved domain search) 

    在 NCBI 中 BLAST 網頁之 Protein BLAST 項目中 PSI-and 

PHI-BLAST 或 Search for served domains 項目中 Search the 

Conserved Domain Database using RPS-BLAST(參見附錄 10-網頁

3)，分別輸入斑馬魚與人類胺基酸序列搜尋。 

(3)特殊結合結構區或基元相似性搜尋和比對 

利用 NCBI 之 Entrez 檢索系統下的資料庫(ex: Domain/PuMed)找

尋具有相同結合結構區或基元之已知蛋白質(或酵素)，將找到之

各酵素胺基酸序列以生物資訊應用軟體進行比對，分別就編碼區

與基元來比對，以判斷其相似程度。 

(4)查尋人類該新穎蛋白質基因所在位置及分布 

於 Gene Cards™網站(http://bioinformatics.weizmann.ac.il/cards/，

參見附錄 10-網頁 6)或至 NCBI 之 Uni-Gene 資料庫詢問(參見附
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錄 6)，輸入人類該新穎酵素 NCBI 編號 NP_115679/NM_032303，

點選 Display 進入(參見附錄 10-網頁 7)，即可得知此蛋白之基因

位置(chromosome 上)和組織分佈，並可藉由此網站和其它相關網

站聯結，取得其轉錄、轉譯上之資訊(參見附錄 4)。 

(5)查尋可能之代謝反應路徑 

    參考所查到之演化保留區域(特殊基元)推測此酵素之反

應，就其可能之酵素名稱或 EC (Enzyme Commission) numbers，

利用 KEGG 網站(http://www.genome.ad.jp/kegg/，參見附錄 10-網

頁 8)之KEGG-Table of contents(參見附錄 10-網頁 9)點選Enzyme: 

EC number classification 或 Enzyme 選擇酵素類別或輸入酵素名

稱搜尋(參見附錄 10-網頁 10)，藉尋找到之代謝反應路徑，預測

及篩選可能之酵素反應受質及參與之代謝反應路徑。 

二  材料與實驗方法 

實驗部分主要分三個階段來進行，第一階段是由找尋到之可能為

新穎酵素的現有斑馬魚片段序列，經由實驗方法式將完整之序列拼湊

組裝。接下來藉組裝後可能為此斑馬魚之完整序列與 NCBI 上比對到

之人類全長序列，以 PCR 方式建構並轉形到合適的表達質體。最後

再以其表現系統純化出蛋白質，並分析其功能與特性。 

(一) 材料 
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菌種 (Bacteria Strain)：Escherichia coli M15 strain、 pDM1.1 

plasmid、Escherichia coli JM109 strain 及質體(Plasmid)：pQE-9、

pQE-31 plasmid (Villarejo and Zabin, 1974; Liu, 1994)，由中山醫學

院營養科學研究所劉德中博士提供。prestained SDS-PAGE 

standards, low range 購自 Bio-Rad；restriction endonuclease(BamH 

I/Hind III/EcoR I)、T4 DNA ligase 購自 New England；imidazole、

isopropyl β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)、Estriol、Estrone、

5-Androstene-3β,16α,17β-triol、16α- Hydroxyestrone、β-Estradiol

與 Hydrocortisone 購自 Sigma； Taq DNA polymerase 購自

TAKARA；QIAprep spin miniprep kit 購自 QIAGEN；ABI 

PRISMTM dye terminator cycle sequencing ready reaction kit 購自

PERKIN-ELMER Applied Biosystems；Gel-M™ Gel Extraction 

System Kit 購自 VIOGEN；pGEM®-T Easy Vector、X-Gal 購自

Promega；Nucleo Spin Plus Miniprep Kit 購自 CLONTECH；

4-Androstene-3,17-dione 購自 Aldrich。 

(二) 延長及放大原始 Z-HSD 完整序列 

(1) RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) PCR 

由於經比對後發現此斑馬魚缺乏 3’端之編碼區，故利用 3’RACE 

PCR 來取得 3’端之 cDNA 序列。此聚合酶連鎖反應(PCR)分為兩
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階段式進行。 

a. First (1st) PCR  

    首先第一次之 3’RACE PCR 的 50µl 反應體積中內含 10×Ex Taq 

DNA polymerase reaction buffer 5µl；2.5mM dNTP 混合物 4µl；3-1 

RACE primer (0.5µg/µl)及 oligo(dT) primer (0.5µg/µl) (Marathon 

kit，CLONTECH)(參見表一)各 1µl；模板(template;0~7 day 斑馬

魚胚胎 cDNA) 2µl；Ex Taq DNA polymerase (5U/µl)(TAKARA) 

0.5µl；d2H2O (0.22µm Filter Unit) 36.5µl，將此反應混合物置於

GeneAmp PCR System 2400 (PERKIN-ELMER Applied 

Biosystems)，進行 PCR 反應，其條件為：高溫 96℃下反應 30 秒；

在 65℃下反應 30 秒，進行黏合作用(annealing)；在 72℃下反應

2 分鐘，以行擴展作用(extension)，以上述之條件充分進行 45 

cycles；在 72℃下反應 15 分鐘，最後儲存於低溫 4℃中。 

    b. nest PCR 

將 1st PCR 的產物稀釋 50 倍之後作為模板(template)。在第二階

段的 3’RACE PCR 之反應體積 100µl 中內含 10×Ex Taq DNA 

polymerase reaction buffer 10µl；2.5mM dNTP 8µl；3-2 primer 

(0.5µg/µl)及 oligo(dT) primer (0.5µg/µl) (參見表一)各 1µl；模板(1st 

PCR product 50×dilution ) 2µl；Ex Taq DNA polymerase (5U/µl) 

0.5µl；d2H2O 77.5µl，進行 PCR 反應，其條件為：在高溫 96℃

下反應 30 秒；在 65℃下反應 30 秒; 在 72℃下反應 2 分鐘，以
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上述之條件充分進行 40 cycles；在 72℃下反應 15 分鐘，最後儲

存於低溫 4℃中。 

3’RACE PCR 產物預期的大小則由 1%電泳瓊膠(agarose-LE，

Amersham LIFE SCIENCE;USB)經由電泳分析(electrophoresis)，

並將其切下以 Gel-M™ Gel Extraction System Kit (VIOGEN)純

化。 

(2)次選殖(subcloning)  

    a.聯結反應(ligation) 

    將經由 3’RACE PCR 放大之 DNA 片段與載體 pGEM®-T Easy 

Vector (Promega)，利用 T4 DNA ligase 在 16℃下進行聯結反應至

少 4小時至 12小時。其反應總體積為 10µl，嵌入物(insert；3’RACE 

nest PCR 產物) 5µl；T-vector 2µl；10×T4 DNA ligase reaction buffer 

1µl；T4 DNA ligase (3U/µl) (New England) 1µl ; d2H2O 1µl。 

    b.轉形作用(transformation) 

將經聯結反應之後的表達質體經轉形作用送入 E. coli JM109 

strain 中。首先製備 JM109 勝任細胞(competent cells)，挑選單一

之菌落在 LB 培養液(Luria-Bertani broth，USB)中進行 37℃隔夜

培養。隔天取 1/100 體積培養之菌液至新鮮的 LB 培養液(1×體

積)，於 37℃培養 3 小時(OD600=0.3~0.4)。之後將菌液在 4℃下離
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心(2500 r.p.m.or 1000×g) 10 分鐘，去上清液後加入培養菌液 1/2

體積的 1×TSS wash (by vortex)，接下來在 4℃下離心(2500 r.p.m. 

或 1000×g) 10 分鐘，去除上層液後加 1/10 體積之 Ice-cold TSS

再懸浮(resuspend)，並各取 80µl 分裝於 eppendrof 中保存在﹣70

℃~﹣80℃備用。 

表達質體(10µl)和 E. coli JM109 strain 80µl 之 competent cell 混合

均勻後，冰浴 30 分鐘，42℃ 熱休克(heat shock) 1.5 分鐘，再置

於冰上隨後加上 200µl 之 LB 培養液，於 37℃培養 1 小時。最後

加入 IPTG (0.2M) (Sigma) 15µl 及 X-Gal (50mg/ml)(Promega) 15µl

混合均勻，取 100~160µl 塗於含有 Ampicillin (100µg/ml)(Sigma)

之瓊膠培養基(plate)上，在 37℃培養 12~16 小時。 

    c. PCR check  

    點選單一的白色菌落(clone)做為模板，總反應體積 15µl 中含有：

10×Pro Taq DNA polymerase reaction buffer 1.5µl；2.5mM dNTP 

0.33µl；Mg2+(15mM) 1.5µl；T-vector primer T7 & SP6 (0.5µg/µl) (參

見表一)各 0.1µl；Pro Taq DNA polymerase (2U/µl) 0.12µl；d2H2O 

11.35µl，進行 PCR 反應，其條件為：在高溫 94℃下反應 1 分鐘；

在 52℃下反應 1 分鐘；在 72℃下反應 1 分鐘，以上述之條件充

分進行 35 cycles；在 72℃下反應 7 分鐘，最後儲存於低溫 4℃中。

挑選放大出原始預測序列片段大小之菌落。 
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   d. 小量質體 DNA 製備與消化作用篩檢(miniprep / digestion check) 

以 Nucleo Spin Plus Miniprep Kit (CLONTECH)純化出該 clone 之

質體 DNA (plasmid DNA)，將抽出之質體 DNA 2µl；10×restrition 

enzyme (EcoR I) buffer 1µl；restrition enzyme(EcoR I)(New England) 

0.5µl；d2H2O 6.5µl，總體積為 10 µl 於 37℃下反應 2 小時。以 1%

電泳瓊膠(agarose-LE)經由電泳分析。 

(3)去氧核糖核酸序列分析(NDA sequencing) 

    首先將初步確定之 DNA，以 ABI PRISM™ Big Dye™ Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit(Perkin Elmer Applied 

Biosystems)來進行定序反應。 

    a.定序反應之樣本製備 

    該方法係以欲分析之DNA(2µl)為模板，分別用 sequencing primer: 

T7、SP6(25ng/µl)(參見表一) 2µl；10×Big Dye buffer (dNTPs，

MgCl2) 1.5µl；Big Dye Mixture (含 AmpliTaqTM DNA Polymerase，

ddNTPs) 2µl；ddH2O 7.5µl，總體積為 15µl 以 PCR 方式，在 96

℃30 秒，50℃30 秒，60℃4 分鐘，進行 deoxynucleotide termination 

extention reaction，反應 30 cycles。ddNTPs 混合物乃是由不同螢

光標定之 terminator (Big Dye™ Terminators)，A(adenine)-dye 以

dichloro [R6G]標定綠色表示之；C(cytosine)-dye 以 dichloro 

[TAMAR]標定藍色表示之；G(guanine)-dye 以 dichloro[R110]標定
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黑色表示之；T(thymine)-dye 以 dichloro[ROX]標定紅色表示之。 

    定序反應之產物以酒精沉澱之方法純化再以 10µl 的 TSR 

(Template Suppression Reagent )10µl 再懸浮(resuspend)，之後於

95℃復性(denatured) 2~3 分鐘後快速置於冰上。 

    b.分析核酸序列 

以 ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer Applied 

Biosystems)利用毛細管電泳(capillary electrophoresis)藉自動雷射

誘發螢光(automated laser-induced fluorescence DNA sequencing)

分析系統來分析 DNA 之序列。 

(三) 建構 H-HSD 與 Z-HSD 全長核酸序列 

   (1) 全長序列聚合酶連鎖反應 

    a. zebrafish (Z-HSD) 

    以 RACE PCR 放大組裝並經序列分析所得之 Z-HSD 全長序列，

設計 N 端(含內切限制酵素位點：Sal I)及 C 端(含內切限制酵素

位點：Hind III)兩段引子(參見表一)，PCR 反應總體積 100µl 中內

含 10×Ex Taq DNA polymerase reaction buffer 10µl；2.5mM dNTP

混合物 8µl；正反兩股(forward and reverse)oligonucleotide primer 

(0.5µg/µl) (參見表一)各 1µl；模板(0~7day 斑馬魚胚胎之 dsDNA) 

2µl；Ex Taq DNA polymerase (5U/µl) 0.5µl ; d2H2O 77.5µl，進行

PCR 反應，其條件為：在高溫 96℃下反應 30 秒；在 50℃下反應
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30 秒；在 72℃下反應 2 分鐘，以上述之條件充分進行 40 cycles；

在 72℃下反應 15 分鐘，最後儲存於低溫 4℃中。 

PCR 產物大小則由 1%電泳瓊膠 (agarose-LE)經由電泳分析

(electrophoresis)，並將其切下以 Gel-M™ Gel Extraction System 

Kit (VIOGEN)純化。 

   b. Human (H-HSD) 

    由於 H-HSD 的完整序列(ORF)已然公佈，因此以其發佈之序列

為依據設計 N 端(含內切限制酵素位點：BamH I)和 C 端(含內切

限制酵素位點：Hind III)兩段引子(參見表一)，藉由 PCR 放大取

得其 cDNA 全長序列。反應總體積 100µl 中包含 10×Ex Taq DNA 

polymerase reaction buffer 10µl；2.5mM dNTP mixture 8µl；forward 

and reverse oligonucleotide primer (0.5µg/µl) (參見表一)各 1µl；模

板(HepaG2 dsDNA) 2µl；Ex Taq DNA polymerase (5U/µl) 0.5µl；

d2H2O 77.5µl，進行 PCR 反應，其條件為：在高溫 96℃下反應

30 秒；在 50℃下反應 30 秒；在 72℃下反應 2 分鐘，以上述之

條件充分進行 40 cycles；在 72℃下反應 15 分鐘，最後儲存於低

溫 4℃中。 

PCR 產物大小則由 1%電泳瓊膠 (agarose-LE)經由電泳分析

(electrophoresis)，並將其切下以 Gel-M™ Gel Extraction System 

Kit (VIOGEN)純化。 
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(2) 次選殖(subcloning) 

a. ligation 

    分別取 Z-HSD 及 H-HSD 純化之 PCR 放大產物 5µl 為 insert，

pGEM®-T Easy Vector 1µl，10×T4 DNA ligase reaction buffer 2µl；

T4 DNA ligase(3U/µl) 1µl；d2H2O 11µl，其反應總體積為 20µl，

在 16℃下進行聯結反應至少 4 小時至 12 小時。 

    b. transformation 

    將經聯結反應之後的表達質體經轉形作用送入 E. coli JM109 

strain 中。表達質體(20µl)和 E. coli JM109 strain 80µl 之 competent 

cell 混合均勻後，冰浴 30 分鐘，42℃熱休克 1.5 分鐘，再置於冰

上隨後加上 200µl 之 LB 培養液，於 37℃培養 1 小時。最後加入

IPTG (0.2M) 15µl 及 X-Gal (50mg/ml) 15µl 混合均勻，取 100 ~ 

160µl 塗於含有 Ampicillin (100µg/ml)之 plate 上，在 37℃培養

12~16 小時。 

    c. PCR check 

各別點選 Z-HSD 與 H-HSD 之單一白色菌落(clone)做為模板，總

反應體積 15µl 同前述之作法，挑選放大出原始全長序列片段大

小之菌落。 

    d. miniprep/digestion check 

    以 Nucleo Spin Plus Miniprep Kit (CLONTECH)純化出該 clone 之

plasmid DNA，將抽出之質體 DNA 以前述之方法進行 digestion 
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check，最後以 1%電泳瓊膠經由電泳分析。 

(3) 去氧核糖核酸序列分析(NDA sequencing) 

    將初步確定之質體 DNA，以 ABI PRISM™ Big Dye™ Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit(Perkin Elmer Applied 

Biosystems)來進行定序反應。以 ABI PRISM® 310 Genetic 

Analyzer (Perkin Elmer Applied Biosystems)分析系統來分析 DNA

之序列。 

(四) 建構蛋白質表達質體 

(1)消化作用及聯結反應(digestion / ligation ) 

經由核酸定序分析確認的質體 DNA，分別就預先設計之內切限

制酵素位點，Z-HSD 以 Sal I 及 Hind III 二個內切限制酵素進行

消化作用；H-HSD 則以 BamH I 及 Hind III 二個內切限制酵素進

行消化作用，於 37℃至少 4 小時以上，以作為 insert。然後將

QIAexpress system(QIAGEN)之 pQE-31和 pQE-9之表達質體亦分

別用 Sal I / Hind III (pQE-31)及 BamH I / Hind III (pQE-9)進行消

化作用，作為載體(vector)。經過消化作用後 Z-HSD 和 H-HSD 之

insert 與載體，各別利用 T4 DNA ligase 在 16℃下至少培養 4 小

時進行聯結反應，最後接合成 pQE-31(zebrafish)和 pQE-9(human)

蛋白質表達質體。 

(2)轉形作用(transformation)  



 29

經聯結作用後之蛋白質表達質體 pQE-31(zebrafish)、pQE-9 

(human)以 CaCl2 transformation 方法送入 E. coli JM109 strain (不

具任何抗藥性)中。首先製備 E. coli JM109 strain 之 competent 

cell，挑選單一 JM109 菌落，在 2 ml LB 培養液中進行 37℃隔夜

培養(約 15 小時)，接著將菌液轉至 50 ml 新鮮的 LB 培養液 37

℃培養約 2.5 小時(OD600 nm=0.7)，將菌液於 4℃之下，用 1500g，

離心 8 分鐘後，去除上清液再加入已滅菌之 25 ml CaCl2 (100 

mM )，懸浮均勻後冰浴 30 分鐘；之後，重複離心步驟(4℃、

1500g、8 分鐘)，再加入 1 ml CaCl2 (100 mM )，輕輕的懸浮後再

冰浴 30 分鐘，然後分別加入上述經聯結之蛋白質表達質體充分

均勻混合後，在冰浴中靜置 30 分鐘，以 42℃ 熱休克 3 分鐘，

快速置於冰中 5 分鐘，採用熱漲冷縮原理先利用 CaCl2在細胞膜

表面上打洞讓表達質體進入細胞中，之後快速冷卻使細胞膜上洞

口緊縮，並將經轉形作用之 E. coli JM109 塗在含有抗生素

Ampicillin (100 µg/ml)的 LB plate 中，在 37℃恆溫隔夜培養以進

行微篩選。 

(3)微篩選(mini screening) 

經隔夜培養的 LB plate 篩選存活的單一菌落，加入 2ml LB 培養

液(內含抗生素 ampicillin)中 37℃恆溫隔夜培養。抽出隔夜菌液
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50μl，同樣加入 phenol：chloroform = 1：1 之混合液 50μl，接

著震盪破細胞。首先先震盪 45 秒，靜置 1 分鐘，再震盪 45 秒，

然後離心 5 分鐘，取 15μl 上清液以瓊膠(1％ agarose gel)進行電

泳分析。分別利用 pQE-9 或 pQE-31 質體做為標記物(marker)進

行微篩選。以 QIAprep spin miniprep kit(QIAGEN)純化聯結成功

的突變蛋白質表達質體，再進一步以先前所設計的二種限制內切

酶進行消化作用(digestion)來確認聯結結果是否為蛋白質表達質

體當嵌入物(insert)，與 pQE-9(or pQE-31)質體當載體。 

(4)去氧核糖核酸序列分析(DNA sequencing) 

將上述構建成功內含表達質體之 H-HSD 與 Z-HSD 的 DNA，利

用 ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer 及 ABI PRISMTM dye 

termi-nator cycle sequencing ready reaction kit(Perkin Elmer 

Applied Biosystems)進行定序分析作進一步的確認。 

(五) 蛋白質大量表達、純化與定量分析 

   以下方法參照 J.Sambrook 等人在” Molecular Cloning: a Laboratory 

Mannul ”中所描述之方法進行。 

(1)蛋白質質體大量表達(overexpression)與純化(purification) 

將經 DNA 序列分析確認，正確序列的新穎酵素之表達質體，利

用 CaCl2 transformation 的方法送入含有 pDM1.1 質體的 E. coli 

M15 strain(具有 kanamycin 抗藥性)宿主細胞中表達蛋白質。製備
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E. coli M15 strain 之 competent cell 條件方法如上述轉形作用

(transformation)。 

將轉形至 E. coli M15 strain 中具有表達質體的單一菌株培養在含

有 ampicillin(100 µg/ml)及 kanamycin(50 µg/ml)(Sigma)的 2 ml LB

培養液中 37℃隔夜培養。將隔夜菌液取 1/100 體積接種到新鮮的

LB 培養液(1×體積)37℃培養 2~3 小時(OD600 nm=0.3~0.4)，接下來

將菌液加到 200ml 之 LB 培養液於 37 ℃培養 3~4 小時(OD600 

nm=0.6~0.7)，之後加入 IPTG(200 µg/ml)後，轉移到 30 ℃下繼續

培養 3~4 小時。因在 E. coli M15 strain 宿主細胞中含有攜帶 lacl q 

gene 之質體 pDM1.1(具有 kanamycin 抗藥性)會產生 lac 抑制子

(repressor)，與質體 pQE-9(or pQE-31)上之 phage T5 啟動子

(promoter)結合，進而抑制 pQE-9(or pQE-31)質體蛋白質的表達；

為使表達質體順利啟動蛋白質大量表達，故加入 IPTG (isopropyl 

β-D-thiogalactopyranoside)與 lac repressor 結合，使 lac repressor

離開 phage T5 promoter 後，RNA 聚合酵素得以順利結合到 phage 

T5 promoter 上，表現基因得以順利進行轉錄作用(transcription)

合成 mRNA，再經 mRNA 轉譯作用(translation)合成蛋白質。之

後將菌液離心 (8,000×g，10 min，4℃ )後收集沈澱細胞 (cell 

pellets)，將其懸浮於冰的 PE 緩衝溶液(Dialysis buffer：50 mM 
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NaH2PO4，0.25 mM EDTA，pH =7.4)中，最後終體積 20 ml；接

著以 French® Pressure Cells and Press 在 4℃下高壓破碎細胞(1000 

psi；三〜四次) ；經超高速離心(4℃，50,000g，15 min)後收集

上清液，注入預先以 PEN buffer(Enzyme extract buffer：50 mM 

NaH2PO4，0.25 mM EDTA，50 mM NaCl，pH =7.4)平衡之 Ni-NT 

(nickel- nitrilotriacetic-agarose)管柱，再以二倍管柱體積之 PEN 

buffer 清洗管柱，去除非專一性(non-specific)結合蛋白質。因在

pQE-9 載體之 N 端接有六個組胺酸(histidine)密碼子，所以表達

的蛋白質 N 端的六個 His-peptide 可以與 Ni 進行親和性的結合，

而使重組的蛋白質結合至 Ni -NTA 樹脂之管柱，再利用與組胺酸

構造相似之咪唑(imidazole)(Sigma)濃度梯度(5-100 mM)與蛋白

質競爭樹脂上的結合部位，將蛋白質溶析出來(參見附錄 7)。將

收集純化的蛋白質在透析液(Dialysis buffer：50 mM NaH2PO4，

0.25 mM EDTA) 4℃下進行隔夜透析，藉以去除大部分的咪唑。 

(2)蛋白質濃度(protein concentration)測定 

將純化出來的蛋白質採用 Bradford 之方法測其蛋白質濃度，該方

法利用 BSA(bovine serum albumin)作為定量的標準溶液，設定五

組 BSA 標準濃度 (standard concentration)，其濃度分別為 0 

µg/ml、5 µg/ml、10 µg/ml、15 µg/ml 及 20 µg/ml，以 PE 緩衝溶

液定量體積至 800 µl，各標準溶液分別再加入 200 µl 的 Bradford

緩衝溶液，使最終體積為 1000 µl 後，在室溫下進行反應 5 分鐘
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後置入透光石英比色管中，以可見光/紫外光光譜分析儀(Hitachi 

U-3000)波長 595nm 下偵測其吸光值，建立標準 BSA 濃度曲線。

測試樣品之濃度經範圍內標準濃度曲線內差法計算後即可得之。 

(3)蛋白質純度測定(SDS-PAGE) 

SDS-PAGE之濃度為 12.5% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis，其製備方法如下：首先將4 ml下層膠(resolving 

gel)：acrylamide-bisacrylamide (29：1) 1.66 ml；1.5 M Tris-HCl 

(pH=8.8) 1 ml；10 % SDS 0.04 ml；1.5 % Ammonium persulfate 0.5 

ml；dH2O 0.79 ml；TEMED 2μl，進行聚合(polymer)凝膠反應；

接著將 2 ml 上層膠(stacking gel)：acrylamide- bisacrylamide (29：

1) 0.25 ml；0.5 M Tris-HCl (pH=6.8) 0.5 ml；10 % SDS 0.02 ml；

1.5 %Ammonium persulfate 0.1 ml；dH2O 1.03 ml；TEMED 2μl，

同樣著進行聚合 (polymer)凝膠反應，之後再將 prestained 

SDS-PAGE Standards protein marker/Low range(分子量分別為：

113kDa ---Phosphorylase B；92kDa---Bovine serum albumin；

52.9kDa---Ovalbumin ； 35.4kDa---Carbonic anhydrase ；

29kDa---Soybean trypsin inhibitor ； 21.5kDa---Lysozyme ，

BIO-RAD)、純化之蛋白質(10μg)分別與 2X sample buffer[總體

積 10 ml：0.5 M Tris-HCl (pH=6.8) 1 ml；2 % SDS 2 ml；1.25 M 

DTT 0.5 ml(1/20)；10 % glycerol 1ml；0.4 % bromophenol blue 0.5 
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ml(0.02 %)；dH2O 定量至 10 ml]以 1 比 1 的比例混合均勻後，在

沸水中煮沸 5 分鐘使蛋白質變性(denature)，進行 SDS-PAGE 電

泳。其 SDS-PAGE electrophoresis buffer：Tris base 3 g；SDS 1 g；

Glycine 14.4 g；加 dH2O to 1000 ml；電泳上層膠之電壓為 100 V，

當 protein band 至下層膠電壓改為 120 V，利用蛋白質本為負電

荷原理，讓電泳由負電極帶向正電極，約電泳 2 小時。之後，SDS 

gel 以 coomassie blue staining solution(0.1 % coomassie blue R250 

208 ml；methanol 208 ml；glacial acetic acid 84 ml)隔夜染色，再

經 destain solution(acetic acid 50 ml；methanol 150 ml；dH2O 300 

ml)退染後，觀察標的蛋白質單體(monodimer)分子量與蛋白質的

純度。 

(4)酵素動力學分析(Enzyme kinetic assay) 

酵素反應是以 NAD+ (或 NADP+)、 4-Androstene-3,17-dione 

(Aldrich) 、 5-Androstene-3β,16α,17β-triol 、 Estriol 、 16α- 

Hydroxyestrone、Estrone、β-Estradiol 與 Hydrocortisone (Sigma)

為受質，利用 NADH 在波長 340 nm 有最大吸光之特性，進行酵

素動力學分析，監測產物 NADH(or NADPH)的生成速率，來測

量酵素活性，觀察酵素反應機制、酵素對受質之親和力及代謝迴

轉率。單位酵素活性(U)之定義是指每毫克蛋白質在每分鐘所產

生(或消失)的產物(ex: NADH)含量(µmole)。首先將反應中一個

NAD+(or NADP+)濃度固定，則改變另一受質濃度進行反應，即

可得一組 5 個反應速率之數據，再利用五種 NAD+濃度重複上述
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步驟，結果可得五組(5×5＝25 個)數據。在每個反應濃度下分別

求得酵素反應初速度，以 OD/min 之單位代入公式計算，將所得

數據以 Erithacus Software 公司所設計的 GraFit(Version 3.0)軟體

進行雙受質酵素分析。推測此新穎酵素之反應有兩個受質，故其

反應機制有兩種可能性： 

1、乒乓機制(Ping-Pong mechanism)： 

V=Vmax[A][B]/(KmB[A]+KmA[B]+[A][B]) 

2、序列機制(Sequential mechanism)： 

V=Vmax[A][B]/(Kia KmB+KmB[A]+KmA[B]+[A][B]) 

經由電腦校正後，即可得酵素反應之初速度(Vmax；是以 OD/min

值表示)，及 Km(單位為 mM)，此代表酵素與其受質之結合能力。

以初速度(Vmax)經換算可得到Kcat，即酵素反應之代謝迴轉速率。 

其換算公式為： 

Vmax = OD/6.22×10-3/min/mg/ml = µmole /min/mg 

kcat 即 Vmax /sec/mg =Vmax/60×100000-5(單位是 1/sec)。比較蛋

白質之酵素反應的各個 Km 及 Kcat 後，由此初步確定蛋白質在酵

素反應中扮演之角色。 
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參、結果 

一  生物資訊資料庫(NCBI)搜尋 

本研究以新穎之斑馬魚去氫酶(zebrafish novel dehydrogenase)為

關鍵字，詢問 NCBI 之核酸序列資料庫，進行檢索。最終選定一片段

序列(NCBI accession number AI477544)，該序列之 5’端核酸序列相似

於 WP:C45B11.3 CE05427Alcohol dehydrogenase (參見附錄 1)。運用

NCBI 提供之 BLAST 服務，搜尋比對到一個與此斑馬魚片段序列相

互對應之人類的相似序列(NCBI accession number NP_115679)，該人

類之 hypothetic protein 已具有完整之蛋白質編碼區，但其實際之功能

仍未被確認(參見附錄 2)。此人類之蛋白質與斑馬魚之序列相似性

(identity)為 71% (參見附錄 8)，由於斑馬魚缺乏 3’端編碼區序列，不

論於 EST 或 Zebrafish genome 資料庫皆無法延長其 3’ 端序列，因此

預定藉由 3’RACE PCR 之方法取得其完整之蛋白質編碼區之 cDNA

序列。將此段放大之 cDNA 片段與原 NCBI 上發佈之參考序列進行比

對組裝，依據序列重疊部分將此片段序列延伸，並找出可能之終止密

碼子，由 NCBI 上之斑馬魚及人類參考序列與此 3’ RACE PCR 放大

之序列進行比對(參見圖二)。以人類之起始密碼子及終止密碼子為參

考依據，推測出組裝延長後之斑馬魚全長序列之可能起始密碼子及終

止密碼子，並以之設計放大全長 cDNA 之引子(參見表一)。 
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    經全長 PCR 放大且定序確認無誤之斑馬魚及人類的序列，分別

將之胺基酸序列進行排比，可發現其 N 端和 C 端之序列有高度相似

性(參見圖三)。以 NCBI 之下 BLAST 的保留結合結構區(conserved 

domain)搜尋比對功能，詢問斑馬魚及人類之胺基酸構成酵素活性之

演化保留區域為何？結果顯示，兩者皆具有相同之二個結構區，分別

為 N 端之 adh_short 與 C 端之 SCP2(參見圖四)。adh_short domain 

(short-chain dehydrogenases / reductases family)已知是 NAD+或 NADP+

依賴的氧化還原酵素之結合結構區(Benyajati C et al.,1981)，SCP2 

(sterol carrier protein 2)涉及固醇類的結合與細胞內的膽固醇

(cholesterol)及許多脂質(lipids)的運輸(Szyperski T et al.,1993)。將人類

及斑馬魚之胺基酸序列，分別和已知的酒精去氫酵素與固醇類攜帶蛋

白家族進行多重比對，可觀察出不論人類或斑馬魚，和七種人類已知

的酒精去氫酵素之蛋白質序列僅有少部份相似，然而與固醇類攜帶蛋

白家族之蛋白質序列 C 端部分之相似性較高(參見圖五、六)。接著在

NCBI之Uni-Gene資料庫中探問該人類(NP_115679/NM_032303)基因

之相關資訊，查尋結果發現此新穎人類蛋白分別與人類(H.sapiens)、

大鼠(R.norvegicus)、小鼠(M.musculus)和線蟲(C.elegans)等具有同源相

似 (參見圖七與附錄 6)，其中最相似於人類之 estradiol 17-beta 

dehydrogenase [EC:1.1.1.62] type 4。由以上之結果顯示此二個新穎之
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斑馬魚及其對應之人類酵素的功能，可能是參與固醇類有關物質的氧

化還原作用之酵素(NAD+或 NADP+依賴性)。人類之 estradiol 17-beta 

dehydrogenase [EC:1.1.1.62] type 4，用其查尋 KEGG 網站之資料庫，

詢問之結果顯示，此類酵素又稱之為 17-beta hydroxysteriod 

dehydrogenase，屬於 androgen和 estrogen之代謝路徑中的作用酵素(參

見附錄 9)。據此酵素反應分析進行時，可能之反應受質係以此為依

據，推測及篩選構造相似之物質作為酵素反應之受質，目前可購得之

固 醇 類 化 合 物 有 七 種 ， 分 別 為 4-Androstene-3,17-dione 、

5-Androstene-3β,16α,17β-triol、Estriol、16α- Hydroxyestrone、Estrone、

β-Estradiol 與 Hydrocortisone (參見圖八)。 

二  斑馬魚(Z-HSD)全長序列之選殖與定序 

    利用 3’RACE PCR 之放大作用，延長斑馬魚片段序列所缺少之 C

端編碼區域，結果找到一個 clone 內含約 872 個核酸序列以及 Poly A 

Tail，經 DNA 序列分析結果(參見圖九、十)經初步組裝，以此假定斑

馬魚全長序列為藍本(參見圖二)，用以設計放大全長 cDNA 之正反二

股引子，該引子 5’端及 3’端分別另行加入設定之內切酵素位點 Sal I / 

Hind III(參見表一)。以斑馬魚 0~7 天魚胚胎 cDNA 為模板，PCR 放

大約 1.3 kpb 之產物，經由聯結作用將此放大合成之 cDNA 片段接合

pGEM®-T Easy Vector，以轉形作用將此質體送入 E coli. JM109 strain
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進行次選殖，篩選正確之 clones，並於小量質體 DNA 製備後，進行

核酸序列分析，實驗流程參見(圖一)。經 DNA 序列分析結果，其序

列分析圖(參見圖十一、十二、十三)，此新穎斑馬魚之全長序列確認

之後，其開放閱讀框架(open reading frame)為 1469 個核酸，序列之

72~1319 為蛋白質編碼區(coding region)，推定出 416 個胺基酸(參見

圖十四)。 

三  人類(H-HSD)全長序列之選殖與定序 

依據NCBI上所提供人類之參考序列設計放大全長 cDNA之正反

二股引子，該引子 5’端及 3’端分別另行加入設定之內切酵素位點

BamH I / Hind III(參見表一)。以 HepaG2 之 cDNA 為模板，PCR 放大

取得人類全長 cDNA，同樣經由聯結作用將此放大合成之 cDNA 片段

接合 pGEM®-T Easy Vector 以轉形作用將此質體送入 E coli. JM109 

strain 進行次選殖，篩選正確之 clones，並於小量質體 DNA 製備後，

進行核酸序列分析，經 DNA 序列分析結果，其序列分析圖(參見圖十

五、十六)，此新穎人類之全長序列確認之後，得其序列為 1035 個核

酸，與 NCBI 上所提供人類之參考序列相同。開放閱讀框架(open 

reading frame)為 3303 個核酸，序列之 130~1164 為蛋白質編碼區

(coding region)，345 個胺基酸(參見圖十七)。 

四  人類與斑馬魚之(HSD)蛋白質表達質體之建構 



 40

    之後就預先設計之內切限制酵素位點，分別將人類之質體 DNA

和 pQE9 表達質體以 BamH I / Hind III 作用；斑馬魚之質體 DNA 和

pQE31 表達質體以 Sal I / Hind III 作用後，經由聯結作用進行表達載

體與 H-HSD 及 Z-HSD 的質體 DNA 之接合作用，然後轉形至 E coli. 

JM109 strain，接續以微篩選及小量質體 DNA 製備方式，取得正確之

質體 DNA，用以進行蛋白質表達，實驗流程(參見圖一)。 

五  新穎蛋白質之表達與純化 

將上述內含 pQE 表現載體系統之質體 DNA(人類及斑馬魚)，轉

形至 E coli. M15 strain(內含 pDM1.1 質體)。分別在室溫、30℃和 37

℃下以 IPTG 誘發其過量表現蛋白質，結果發現皆可表現蛋白質，但

其量隨溫度不同逐漸增加，以 SDS-PAGE 來觀察分析(參見圖十八)。

此人類與斑馬魚之蛋白質表達質體，經 IPTG 誘發蛋白質大量表達三

小時，破碎細胞及超高速離心後，取得細胞粗萃物上清液，經 Ni-NTA

樹脂之管柱層析(nickel column chromatography)，利用咪唑(imidazole)

與組胺酸競爭結合作用，以不同之濃度梯度將標的蛋白溶析出來，藉

由 SDS-PAGE 進行純度分析，其膠體經 coomassie blue 染色後，可觀

察出純化的斑馬魚和人類之標的蛋白質，結果其蛋白質分子量和利用

核酸序列所預測之蛋白質分子量大小相符，斑馬魚之蛋白質分子量約

為 45.546kDa；人類之蛋白質分子量約為 37.320kDa(參見圖十九、二
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十)。人類與斑馬魚之蛋白質純化表現分析，結果顯示斑馬魚對 Estriol

之 recovery activity 為 42.9%，對 5-Androstene-3β,16α,17β-triol 之

recovery activity 為 95.58%；人類 Estriol 之 recovery activity 為

22.38%，對 5-Androstene-3β,16α,17β-triol 之 recovery activity 為

16.99%(參見表二、三)。 

六  酵素反應分析 

根據前述之搜尋資料來推測，此酵素可能為雙受質反應，因此酵

素反應分析(enzyme kinetic assay)是以 NAD+(或 NADP+)為反應之第

一受質，另一受質則以 Estradiol 17-beta dehydrogenase 反應參與之反

應受質及其構造相似物質：4-Androstene-3,17-dione、Estriol、Estrone、

5-Androstene-3β,16α,17β-triol、16α-Hydroxyestrone 與 Hydrocortisone

等為受質，利用波長 340 nm 之吸光下測定產物 NADH(或 NADPH)

的生成速率。單位酵素活性(U)之定義是每毫克蛋白質在每分鐘所產

生的 NADH (或 NADPH)的微莫耳數的量。酵素反應是在 pH=7.4 的

磷酸鹽緩衝溶液(50mM)中進行，結果僅有Estriol和5 - Androstene- 3β, 

16α, 17β-triol 在波長 340 nm 吸光下可觀察到 NADH(或 NADPH)的生

成，此酵素則無法對其他的構造相似物質產生氧化作用。經由波長

340 nm 吸光下測得之吸光值，可計算出斑馬魚與人類此新穎之

17-beta 羥基固醇去氫酶(17-beta hydroxysteroid dehydrogenase )分別對
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Estriol 和 5- Androstene -3β, 16α, 17β-triol 這二種受質之比活性

(specific activity)。斑馬魚對 Estriol/NAD+之 specific activity 為

3.16(unit/mg)；對於 Estriol/NADP+之 specific activity 為 3.71(unit/mg)；

對於 5-Androstene/NAD+之 specific activity 為 1.75(unit/mg)；對於

5-Androstene/NADP+之 specific activity 為 1.41(unit/mg)。人類對於

Estriol/NAD+之 specific activity 為 10.74(unit/mg)；對於 Estriol/NADP+

之 specific activity 為 10.73(unit/mg)；對於 5-Androstene/NAD+之

specific activity 為 12.81(unit/mg)；對於 5-Androstene/NADP+之 specific 

activity 為 13.62(unit/mg)(參見表二、三)。 
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肆、討論 

在本實驗中，藉由生物資訊資料的大量生物資料，協助我們可快

速與多方面地取得相關的訊息，並且能針對特定功能或作用之新穎蛋

白進行研究。此次實驗藉由 NCBI 搜尋到之斑馬魚片段序列

(AI477544)，以 RACE PCR 的方式來建構其完整之核酸序列，現今由

於斑馬魚 genome 資料庫和其他物種之 genome 資料庫已陸續建立完

成，則可直接由這些基因資料庫進行搜尋比對，將其可能之完整核酸

序列尋找出來，可省略繁複地實驗步驟，並且利用電腦及網路之強大

功能，亦可快速且便宜地完成研究之部分工作。而且許多不同生物資

訊資料庫的多方連結，相互交換資料庫中之資訊，讓我們能夠不必逐

一地到不同的網站去搜尋不同的資料。簡言之，有了生物資訊資料庫

這項有力的工具，使得生命科學的研究歷程更事半功倍。 

此次由 NCBI 上所搜尋到之人類和斑馬魚新穎 17-beta 羥基固醇

去氫酶(17-beta hydroxysteroid dehydrogenase，17β-HSD )，在比對的

過程中，如何去篩選與確認其相互對應之關係，乃是此研究主題之一

大課題。在比對時需就研究的目的來選擇不同的資料庫(database)種

類，藉以充分發揮其輔助的功用。因此當判斷其是否為一對一之對應

關係，則需仔細審慎的依據其所提供之資料(例如:功能定義、來源、

特殊基元和相似性等)，並以多重比對方法來快速篩選與排除非相關
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之對像，這些比對過程可能會影響之後研究方向的判斷。因此我們利

用了 Uni-Gene、PuMed、Domain 和 Protein/Nucleotide 等資料庫以及

一些應用軟體來作為參考的依據。 

於斑馬魚和人類之新穎 HSD 的轉殖時，發現當 H-HSD 轉接到

pQE30 之表達質體時，無法大量表現蛋白質產生(資料未附)，但轉接

至 pQE9 的表達質體時，則能夠被誘發其大量表現。然而經由破碎細

胞及高速離心，直至透過 Ni-NTA 管柱層析純化 H-HSD 之蛋白，相

同的條件之下，與 Z-HSD 比較後可發現，人類的 HSD 純化出之蛋白

質量明顯比斑馬魚之HSD減少，一公升之培養茵液僅能純化出約0.12

毫克之蛋白質(參見表二、三)。為了確認可能之因素，再次將純化過

程各階段之 fraction(supernatant、pellet and flow through)以 12.5%之

SDS-PAGE 分析(資料未附)，發現人類之 HSD 有極大部分之蛋白質產

生於 insoluble fraction，因此相對來說，其純化之蛋白質則大大地減

少。有鑑於此，考慮再利用不同的表現載體 (例如 : Glutathione 

S-transferase gene fusion system)或以其他方式(例如:真核細胞)來表達

與純化此新穎之人類 HSD 蛋白質。目前將此人類之新穎的 HSD 質體

DNA 轉接到 GST-vector 以表達蛋白質之工作已在進行之中。 

酵素反應之分析，選擇了七種與羥基固醇去氫酵素反應有關之化

合物(參見圖八)，其中只有 Estriol 和 5-Androstene-3β,16α,17β-triol 可
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被此斑馬魚和人類之 HSD 所氧化，因此我們比較這七種受質之結

構，可以歸納出此酵素對同時在 C3、C16 和 C17 的位置上有 hydroxyl 

group 之固醇類能推動其酵素反應，而單獨或只在此三個位置的其中

二個上有 hydroxyl group，特別是在 C3/C16 和 C3/C17 之位置，則無

法推動反應。另一個觀察是當其中二個位置上(C3/C17：4-Androstene 

-3,17-dione )為 keto group，亦無反應產生，所以我們認為此酵素可能

針對 C16 及 C17 上之 hydroxyl group 進行氧化作用。然而目前我們所

購得的受質種類有限，而且亦無對產物進行分析，所以還不足以下定

論此酵素會對那一類之受質的酵素反應最佳，此後還需找更多此固醇

類相似構造的受質來作進一步的測試。 

    進行酵素動力學之分析時，我們所遭遇一主要的問題乃是，固醇

類受質溶解度不佳，導致其加入酵素反應的 solution 時會再析出，尤

其當受質濃度提高時，使得整個反應的 solution 呈混濁狀，其波長

340nm 之吸光則受影響，最終酵素動力學之分析的數值無法正確計算

出其酵素的 Vmax、Km與 Kcat值，因以亦無法推論其酵素的反應機制。

因此我們所要解決的問題是，固醇類化合物如何提高溶解度的方法，

在此之前曾經以 DMSO (Dimethyl Sulfoxide)、EtOH (ethanol)、PG 

(Propylene Glycol)來作為受質之溶劑，其中 DMSO 和 PG 可提高受質

之溶解度，但當受質濃度越高，則其產生混濁況狀越嚴重，而 EtOH
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之溶解度較差，但其造成混濁況狀較輕微，因此無法提高受質的使用

濃度。之後嘗試加入 Tris、SDS、Tritone-100 (1~0.1%)等來改善混濁

況狀，使用之後雖然可有不同程度的改善，可是卻會使酵素失去活性。 

    綜合上述的情形，此斑馬魚和人類之新穎 17-beta 羥基固醇去氫

酶(17β-HSD)，除了再找尋其他可能之受質之外，還要再解決溶解度

之問題。受質部分或許可以合成的方式來設定特定位置的官能基，亦

可思考將受質合成為水溶性的形式，來解決溶解度之問題。所以目前

僅將斑馬魚和人類之新穎 17-beta 羥基固醇去氫酶(17β-HSD)表現及

純化出來，其酵素反應對 Estriol 和 5-Androstene-3β,16α,17β-triol 之比

活性：斑馬魚對 Estriol / NAD+之 specific activity 為 3.16(unit/mg)；對

於Estriol/NADP+之 specific activity為 3.71(unit/mg)；對於 5-Androstene 

/NAD+之 specific activity 為 1.75(unit/mg)；對於 5-Androstene/NADP+

之 specific activity 為 1.41(unit/mg)。人類對於 Estriol/NAD+之 specific 

activity 為 10.74(unit/mg)；對於 Estriol/NADP+之 specific activity 為

10.73(unit/mg)；對於 5-Androstene/NAD+之 specific activity 為 12.81 

(unit/mg)；對於 5-Androstene/NADP+之 specific activity 為 13.62 (unit 

/mg)(參見表二、三)，但其酵素動力學分析還未完成，還待再做分析，

找出最適合此新穎酵素之反應受質，以探究其參與之催化反應和此酵

素之重要性。 
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陸、圖表 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖一：實驗設計流程圖。實驗順序由細虛線箭號依序至粗線箭號。 
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Human         (1) GATAAATGCGGAGGGACGGTCCAGCTTTAGCTCTCTGCTCGCCGCCGCCG 

Zebrafish     (1) -TTTAATGTGTCACCAGGAGCCC-CTCTGGATCATTGCGTTCCCA----- 

Human        (51) CTGTCGCCGCCACCTCCTCTGATCTACGAAAGTCATGTTACCCAACACCG 

Zebrafish    (44) ---TATCAGACATCATCCAGGAGACACAATA---ATGCTGCAGAACACAG 

Human       (101) GGAGGCTGGCAGGATGTACAGTTTTTATCACAGGTGCAAGCCGTGGCATT 

Zebrafish    (88) GGAAGCTGGCAGGATGCACCATTTTCATAACCGGAGCAAGTCGAGGTATT 

Human       (151) GGCAAAGCTATTGCATTGAAAGCAGCAAAGGATGGAGCAAATATTGTTAT 

Zebrafish   (138) GGCAAGGCCATTGCTCTGAAAGCTGCGCAGGATGGAGCCAATGTAGTCAT 

Human       (201) TGCTGCAAAGACCGCCCAGCCACATCCAAAACTTCTAGGCACAATCTATA 

Zebrafish   (188) CGCTGCCAAAACAGCTGATCCACATCCCAAACTCCCCGGCACCATCTACA 

Human       (251) CTGCTGCTGAAGAAATTGAAGCAGTTGGAGGAAAGGCCTTGCCATGTATT 

Zebrafish   (238) CAGCTGCAGCAGAGATTGAAGCAGCTGGAGGGAAAGCACTGCCGTGTATT 

Human       (301) GTTGATGTGAGAGATGAACAGCAGATCAGTGCTGCAGTGGAGAAAGCCAT 

Zebrafish   (288) GTGGACGTCCGTGATGAGAAGCAGATCAATGATGCTGTTGAACAGGCTGT 

Human       (351) CAAGAAATTTGGAGCTTATACCATTGCTAAGTATGGTATGTCTATGTATG 

Zebrafish   (338) GGAGAAGTTTGGAGGG------ATTGACA--TATTGGTCAACAATGCCAG 

Human       (401) TGCTTGGAATGGCAGAAGAATTTAAAGGTGAAATTGCAGTCAATGCATTA 

Zebrafish   (380) TGCC-----------ATCAATTTAACAGGGACTCTTCAGAC--TCCA--A 

Human       (451) TGGCCTAAAACAGCCATACACACTGCTGCT-ATGGATATGCTGGGAGG-- 

Zebrafish   (415) TG-----AAAAAGGCTGACCTCATGCTGGGCATCAATCTCAGGGGAACAT 

Human       (498) ACCTGGTATCGAAAGCCAGTGTAGAAAAGTTGATATCAT-TGCAGATGCA 

Zebrafish   (460) ACCTGACGTCTAAA--CTGTGCAT-----TCCACATCTTCTGAAGA-GCA 

Human       (547) GCATATTCCATTTTCCAAAAGCCAAAAAGTTTTACTGGCAACTTTGTCAT 

Zebrafish   (502) AAAACCCTCACATACTAAACCTCA----GCCCACCTCTCAACCTCAACCC 

Human       (597) TGATGAAAATATCTTAAAAGAAGAAGGAATAGAAAATTTTGACGTTTATG 

Zebrafish   (548) CATTTGGTTTA----AAAACCACACGGCTTACACCATTTGCAAGTATG-G 

3’RACE                                                          G-G 

Human       (647) CAATTAAACCAGGTCATCCTTTGCAA--CCAGATTTCTTCTTAGATGAAT 

Zebrafish   (593) CATGTN---CATGTGTGTACTGGGAATGGCAGAAGAGTTCAGA------- 

3’RACE     (593) CATGTC---CATGTGTGTACTGGGAATGGCAGAAGAGTTCAGAGGATCCA 

Human       (695) ACCCAGAAGCAGTTAGCAAGAAAGTGGAATCAACTGGTGCTGTTCCAGAA  

3’RACE     (640) TTGCCGTTAATGCCTTATGGCCAAAGACAGCCATTCAGACGGCTGCCATG 

Human       (745) TTCAAAGAAGAGAAACTGCAGCTGCAACCAAAACCACGTTCTGGAGCTGT 

3’RACE     (690) GACATGTTGGGCGGTTCTGAGGTTGGCAAGCAGTGCAGGAAGGTGGAGAT 

Human       (795) GGAAGAAACATTTAGAATTGTTAAGGACTCTCTCAGTGATGATGTTGTTA 

3’RACE     (740) CATGGCTGATGCAGCATACGCCATCTTCAAACAACCCACCAGCTTCACCG 

Human       (845) AAGCCACTCAAGCAATCTATCTGTTTGAACTCTCCGGTGAAGATGGTGGC  

3’RACE     (790) GACAGTTTGTTATTGATGAGGACATTCTCAAAAAGGAGGGCATTAAAGAT 
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Human       (895) ACGTGGTTTCTTGATCTGAAAAGCAAGGGTGGGAATGTCGGATATGGAGA 

3’RACE     (839) TTTGATGTTTATGC-TGTTGAGCCAGGTCATCCATTGCTTCTGACTTTTT 

Human       (945) GCCTTCTGATCAGGCAGATGTGGTGATGAGTATGACTACTGATGACTTTG 

3’RACE     (888) CTTGGACGGCCAGCCTGAGGATCTAGTCAAGCATATGGAGGCACATGGTG 

Human       (995) TAAAAATGTTTTCAGGGAAACTAAAACCAACAATGGCATTCATGTCAGGG 

3’RACE     (936) CCACTCCGGCGTTCACAAC-TGCAAAAGCAGATCCCGTTGCCGCAGGACC 

Human      (1045) AAATTGAAGATTAAAGGTAACATGGCCCTAGCAATCAAATTGGAGAAGCT 

3’RACE     (985) AGTTTCTGAGATG-TCAATACAATCAGAGGAATTATCAGTCCAGAGATGG 

Human      (1095) AATGAATCAGATGAATGCCAGACTGTGAAGGAAAATATAAAAAAAAAGTC  

3’RACE    (1035) TGAAAACCACACAAGGAGTGTCAAA-TTAACTTGGCAGGCGAACATGCTG 

Human      (1145) GACTGCTATGCTCAAAAAGTAAAAAAAGCTCAACAGTTAAAATCTAATGT 

3’RACE    (1085) GAG-CTGGNATCTTG-CCTGAAGAACGAT-CTGGAA-TGCTGGAAATGGG 

Human      (1195) TTGTTTTCTTTCCTGTTATATTATAAGGATATGCACGTTTGTTCTGGAAA 

3’RACE    (1135) GAACCTTCTGTNAA--CTGATGTTG-CATGTCGATGGCCA-TGAGGA-TT 

Human      (1245) AGATAGAATTTGTCTCTAAAAGACTTGAAATTGTAATTAAAATGGCAAGC 

3’RACE    (1185) TGNCAANATGNTTGGANGGA  

TGTCAANATGTTTGNAGGGAAATTAAANCCANCCATGNCCTTCATGTCTG 

Human      (1295) TAATCAAACATAAGCTTCATTAAGTGGGATTCTAAGACAGTCTGTGTTTT 

3’RACE    (1235) GAAAGCTGACTATTAAGGGTGACATGGCCCTTGTCATCAAACTGGAGAAG 

Human      (1345) TATATTTCAAGGGTTTAACCCTTTGAGCCTTACATCTCATTCACTGTCTT 

3’RACE    (1285) ATGATGGCCATGATGAAGTCTAAACTGTGAACNCATCACGCAGTNTCCTC 

Human      (1395) TCTCCAAGAAAAGTATTTTGGGCGGACAGTCAGATCAAGCAGTAAAATTA 

3’RACE    (1335) CCTTACAANATGTACATNATGCCCTCTTTTCTANATCAGTGTTTTTTGAT 

Human      (1445) GCTCTTTCAAATCTTCTTGTCATGTAAAATGAAGCTAGTCTGTTTTAAAA 

3’RACE    (1385) TAAACTAATTGTTCAGATTGTACTAATTTTAATAAAGAACTATCAGGCAA 

Human      (1495) TTTTTAGTTTTGGATTGTATACTAATGAAAATCTTAATGATGTTTTTGAT 

3’RACE     (1435) AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA  
 

圖二：Z-HSD 核酸組裝序列與 H-HSD 之核酸序列比對。將 Z-HSD 由

3’ RACE PCR 所延長之序列與原 Z-HSD 片段序列組裝，並與 H-HSD 之核

酸序列比對，參考 H-HSD 之起始密碼子和終止密碼子(紅字框格區域)，
以判斷Z-HSD之蛋白質編碼區(底線標示處為可能之始密碼子和終止密碼

子)。Z-HSD 之核酸序列第 564~632 為 3’ RACE 延長序列之重疊部分(黃色

部分)，藍字部分為 3’ RACE 延長之 DNA 序列。灰色陰影處表示其核酸

序列相同。 
 



 56

 

 

圖三：Z-HSD 與 H-HSD 之胺基酸序列比對。黑色區塊表示胺基酸序列

相同。 
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Zebrafish domain search 
 

 
 
 
 
Human (NP_115679) domain search 
 

 
 
 
                                                       (摘錄自 NCBI 網站) 

 

圖四：Z-HSD 和 H-HSD 之新穎酵素的結合結構區。NCBI 之內 RPS 

BLAST 搜尋保留結合結構區(conserved domain)資料庫之結果，兩者皆

具有相同之二個結構區，分別為 N 端之 adh_short 與 C 端之 SCP2，FabG 
/ C0G4221 與 adh_short 同義；C0G3255 與 SCP2 同義。 
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圖五：Z-HSD 及 H-HSD 與酒精去氫酵素之胺基酸序列多重比對。上

列之胺基酸序列分別為人類已知之酒精去氫酵素 type1~type7 和 H-HSD
及 Z-HSD 之胺基酸序列，黑色區塊表示胺基酸序列相同，灰色陰影處為

胺基酸之屬性相似。 



 59

 

 

圖六：Z-HSD 及 H-HSD 與固醇類攜帶蛋白之胺基酸序列多重比對。

上列之胺基酸序列為人類已知的固醇類攜帶蛋白 (AAA03559/ NP_ 
002970)與 H-HSD 及 Z-HSD 之胺基酸序列，黑色區塊表示胺基酸序列相

同，灰色陰影處為胺基酸之屬性相似。 
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  圖七：物種間 Z-HSD 及 H-HSD 胺基酸序列同源相似性之多重比

對。查尋 NCBI 之 UniGene 資料庫得知斑馬魚與其對應之新穎 H-HSD

蛋白，分別與人類 (H.sapiens)、大鼠 (R.norvegicus)、小鼠 (M.musculus)
和線蟲 (C.elegans)等具有同源相似。黑色區塊表示胺基酸序列相同，

灰色陰影處為胺基酸之屬性相似。 
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                                                                 Molecular molecular 

                                                                  formula   weight 

                                  A. 5-androstene-3β, 16α, 17β-triol   C19H30O3   306.4 

                                  B. Estriol                          C18H24O3   288.4 

                                  C. Estrone                         C18H22O2   270.4 

                                  D. Estradiol                        C18H24O2   272.4 

                                  E. Hydrocortisone                   C21H30O5   362.5 

                                  F.16alpha-Hydroxyestrone            C18H22O3   286.4 

 

                                 G. 4-Androstene                     C19H26O2   286.4 

 
 
 
 

圖八：酵素反應候選受質之造構。 

A. 

B. 

C. 

D. 

E. 

F.

G. 
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圖九：Z-HSD 3’ RACE PCR 之定序圖Ⅰ。 
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圖十：Z-HSD 3’ RACE PCR 之定序圖Ⅱ。 
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圖十一：Z-HSD 全長 DNA 定序圖Ⅰ。 
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圖十二：Z-HSD 全長 DNA 定序圖Ⅱ。 
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圖十三：Z-HSD 全長 DNA 定序圖Ⅲ。 
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5’UTR-tttaatgtgtcaccaggagcccctctggatcattgcgttcccatatcagacatcatccaggagacacaata  71 
 
ATG CTG CAG AAC ACA GGG AAG CTG GCA GGA TGC ACC ATT TTC ATC   116 Met Leu Gln Asn Thr Gly Lys Leu Ala Gly Cys Thr Ile Phe Ile 
 
ACC GGA GCA AGT CGA GGT ATT GGC AAG GCC ATT GCT CTG AAA GCT   161 
Thr Gly Ala Ser Arg Gly Ile Gly Lys Ala Ile Ala Leu Lys Ala 
 
GCG CAG GAT GGA GCC AAT GTA GTC ATC GCT GCC AAA ACA GCT GAT   206 
Ala Gln Asp Gly Ala Asn Val Val Ile Ala Ala Lys Thr Ala Asp 
  
CCA CAT CCC AAA CTC CCC GGC ACC ATC TAC ACA GCT GCA GCA GAG   251 
Pro His Pro Lys Leu Pro Gly Thr Ile Tyr Thr Ala Ala Ala Glu 
   
ATT GAA GCA GCT GGA GGG AAA GCA CTG CCG TGT ATT GTG GAC GTC   296 
Ile Glu Ala Ala Gly Gly Lys Ala Leu Pro Cys Ile Val Asp Val 
  
CGT GAT GAG AAG CAG ATC AAT GAT GCT GTT GAA CAG GCT GTG GAG   341 
Arg Asp Glu Lys Gln Ile Asn Asp Ala Val Glu Gln Ala Val Glu 
  
AAG TTT GGA GGG ATT GAC ATA TTG GTC AAC AAT GCC AGT GCC ATC   386 
Lys Phe Gly Gly Ile Asp Ile Leu Val Asn Asn Ala Ser Ala Ile 
  
AAT TTA ACA GGG ACT CTT CAG ACT CCA ATG GAA AAG GCT GAC CTC   431 
Asn Leu Thr Gly Thr Leu Gln Thr Pro Met Glu Lys Ala Asp Leu 
   
ATG CTG GGC ATC AAT CTC AGG GGA ACA TAC CTG ACG TCT AAA CTG   476 
Met Leu Gly Ile Asn Leu Arg Gly Thr Tyr Leu Thr Ser Lys Leu 
  
TGC ATT CCA CAT CTT CTG AAG AGC AAA AAC CCT CAC ATA CTA AAC   521 
Cys Ile Pro His Leu Leu Lys Ser Lys Asn Pro His Ile Leu Asn 
   
CTC AGC CCA CCT CTC AAC CTT CAC CCC ATT TGG TTT AAA AAC CAC   566 
Leu Ser Pro Pro Leu Asn Leu His Pro Ile Trp Phe Lys Asn His 
  
ACC GGC TTA CAC CAT TGC AAA GTA TGG CAT GTC CAA TGT GTG ACT   611 
Thr Gly Leu His His Cys Lys Val Trp His Val Gln Cys Val Thr 
 
TGG GAA TGG CAG AAG AGT TCA CAG GAT CCA TTG CCG TTA ATG CCT   656 
Trp Glu Trp Gln Lys Ser Ser Gln Asp Pro Leu Pro Leu Met Pro   
  
TAT GGC CAA AGA CAG CCA TTC AGA CGG TTG CCA TGG ACA TGT TGG   701 
Tyr Gly Gln Arg Gln Pro Phe Arg Arg Leu Pro Trp Thr Cys Trp 
   
GCG GTT CTG AGG TTG GCA AGC AGT GCA GGA AGG TGG AGA TCA TGG   746 
Ala Val Leu Arg Leu Ala Ser Ser Ala Gly Arg Trp Arg Ser Trp 
  
CTG ATG CAG CAT ACG CCA TCT TCA AAC AAC CCA CCA GCT TCA CCG   791 
Leu Met Gln His Thr Pro Ser Ser Asn Asn Pro Pro Ala Ser Pro 
   
GAC AGT TTG TTA TTG ATG AGG ACA TTC TCA AAA AGG AGG GCA TTA   836 
Asp Ser Leu Leu Leu Met Arg Thr Phe Ser Lys Arg Arg Ala Leu 
  
AAG ATT TTG ATG TTT ATG CTG TTG AGC CAG GTC ATC CAT TGC TTT   881 
Lys Ile Leu Met Phe Met Leu Leu Ser Gln Val Ile His Cys Phe 
   
CCT GAC TTT TTC TTG GAC GGC CAG CCT GAG GAT CTA GTC AAG CAT   926 
Pro Asp Phe Phe Leu Asp Gly Gln Pro Glu Asp Leu Val Lys His 
  
ATG GAG GCA CAT GGT GCC ACT CCG GCG TTC ACA ACT GCA AAA GCA   971 
Met Glu Ala His Gly Ala Thr Pro Ala Phe Thr Thr Ala Lys Ala 
   
GAT CCC GTT GCC GCA GGA CCA GTT TCT GAG ATG TTC AAT ACA ATC   1016 
Asp Pro Val Ala Ala Gly Pro Val Ser Glu Met Phe Asn Thr Ile 
  
AGA GGA ATT ATC AGT CCA GAG ATG GTG AAA ACC ACA CAA GGA GTG   1061 
Arg Gly Ile Ile Ser Pro Glu Met Val Lys Thr Thr Gln Gly Val 
  
TAC AAA TTT AAC TTA GCA GGC GAG CAT GCT GGA GTC TGG TAT CTT   1106 
Tyr Lys Phe Asn Leu Ala Gly Glu His Ala Gly Val Trp Tyr Leu 
  
GAC CTG AAG AAC GAT GCT GGA AGT GCT GGA AAT GGG GAA CCT CCT   1151 
Asp Leu Lys Asn Asp Ala Gly Ser Ala Gly Asn Gly Glu Pro Pro 
   
GTC AAA GCT GAT GTT GTC ATG TCG ATG GAC AGT GAG GAT TTT GTC   1196 
Val Lys Ala Asp Val Val Met Ser Met Asp Ser Glu Asp Phe Val 
  
AAG ATG TTT GGA GGG AAA TTA AAG CCA ACC ATG GCC TTC ATG TCT   1241 
Lys Met Phe Gly Gly Lys Leu Lys Pro Thr Met Ala Phe Met Ser 
   
GGA AAG CTG ACT ATT AAG GGT GAC ATG GCC CTT GTC ATC AAA CTG    1286 
Gly Lys Leu Thr Ile Lys Gly Asp Met Ala Leu Val Ile Lys Leu 
  
GAG AAG ATG ATG GCC ATG ATG AAG TCT AAA CTG TGA actcatcacgca   1334 
Glu Lys Met Met Ala Met Met Lys Ser Lys Leu *** 
 
Gtatcctcccttacaacatgtacatcatgccctcttttctatatcagtgttttttgattaaactaattgttcagatt 
gtactaattttaataaagaactatcaggcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa                   1469 

圖十四：Z-HSD之開放閱讀框架。序列72~1319為蛋白質編碼區，ORF為

1469bp，具有416個推定胺基酸。 
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圖十五：H-HSD 全長 DNA 定序圖Ⅰ。 
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圖十六：H-HSD 全長 DNA 定序圖Ⅱ。 
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5’-UTR :gataaatgcggagggacggtccagctttagctctctgctcgccgcctatttacgcctccctgccaggtcgaaa 
tcgagagacgagcggcgcgccgctgtcgccgccacctcctctgatctacgaaagtcATG TTA         

                                                              Met Leu       135 
 
CCC AAC ACC GGG AGG CTG GCA GGA TGT ACA GTT TTT ATC ACA GGT       180 
Pro Asn Thr Gly Arg Leu Ala Gly Cys Thr Val Phe Ile Thr Gly 
 
GCA AGC CGT GGC ATT GGC AAA GCT ATT GCA TTG AAA GCA GCA AAG       225 
Ala Ser Arg Gly Ile Gly Lys Ala Ile Ala Leu Lys Ala Ala Lys 
 
GAT GGA GCA AAT ATT GTT ATT GCT GCA AAG ACC GCC CAG CCA CAT       270 
Asp Gly Ala Asn Ile Val Ile Ala Ala Lys Thr Ala Gln Pro His 
  
CCA AAA CTT CTA GGC ACA ATC TAT ACT GCT GCT GAA GAA ATT GAA       315 
Pro Lys Leu Leu Gly Thr Ile Tyr Thr Ala Ala Glu Glu Ile Glu 
  
GCA GTT GGA GGA AAG GCC TTG CCA TGT ATT GTT GAT GTG AGA GAT       360 
Ala Val Gly Gly Lys Ala Leu Pro Cys Ile Val Asp Val Arg Asp 
  
GAA CAG CAG ATC AGT GCT GCA GTG GAG AAA GCC ATC AAG AAA TTT       405 
Glu Gln Gln Ile Ser Ala Ala Val Glu Lys Ala Ile Lys Lys Phe 
  
GGA GCT TAT ACC ATT GCT AAG TAT GGT ATG TCT ATG TAT GTG CTT       450 
Gly Ala Tyr Thr Ile Ala Lys Tyr Gly Met Ser Met Tyr Val Leu 
  
GGA ATG GCA GAA GAA TTT AAA GGT GAA ATT GCA GTC AAT GCA TTA       495 
Gly Met Ala Glu Glu Phe Lys Gly Glu Ile Ala Val Asn Ala Leu 
  
TGG CCT AAA ACA GCC ATA CAC ACT GCT GCT ATG GAT ATG CTG GGA       540 
Trp Pro Lys Thr Ala Ile His Thr Ala Ala Met Asp Met Leu Gly 
  
GGA CCT GGT ATC GAA AGC CAG TGT AGA AAA GTT GAT ATC ATT GCA       585 
Gly Pro Gly Ile Glu Ser Gln Cys Arg Lys Val Asp Ile Ile Ala 
  
GAT GCA GCA TAT TCC ATT TTC CAA AAG CCA AAA AGT TTT ACT GGC       630 
Asp Ala Ala Tyr Ser Ile Phe Gln Lys Pro Lys Ser Phe Thr Gly 
  
AAC TTT GTC ATT GAT GAA AAT ATC TTA AAA GAA GAA GGA ATA GAA       675 
Asn Phe Val Ile Asp Glu Asn Ile Leu Lys Glu Glu Gly Ile Glu 
  
AAT TTT GAC GTT TAT GCA ATT AAA CCA GGT CAT CCT TTG CAA CCA       720 
Asn Phe Asp Val Tyr Ala Ile Lys Pro Gly His Pro Leu Gln Pro 
  
GAT TTC TTC TTA GAT GAA TAC CCA GAA GCA GTT AGC AAG AAA GTG       765 
Asp Phe Phe Leu Asp Glu Tyr Pro Glu Ala Val Ser Lys Lys Val 
  
GAA TCA ACT GGT GCT GTT CCA GAA TTC AAA GAA GAG AAA CTG CAG       810 
Glu Ser Thr Gly Ala Val Pro Glu Phe Lys Glu Glu Lys Leu Gln 
  
CTG CAA CCA AAA CCA CGT TCT GGA GCT GTG GAA GAA ACA TTT AGA       855 
Leu Gln Pro Lys Pro Arg Ser Gly Ala Val Glu Glu Thr Phe Arg 
  
ATT GTT AAG GAC TCT CTC AGT GAT GAT GTT GTT AAA GCC ACT CAA       900 
Ile Val Lys Asp Ser Leu Ser Asp Asp Val Val Lys Ala Thr Gln 
  
GCA ATC TAT CTG TTT GAA CTC TCC GGT GAA GAT GGT GGC ACG TGG       945 
Ala Ile Tyr Leu Phe Glu Leu Ser Gly Glu Asp Gly Gly Thr Trp 
  
TTT CTT GAT CTG AAA AGC AAG GGT GGG AAT GTC GGA TAT GGA GAG       990 
Phe Leu Asp Leu Lys Ser Lys Gly Gly Asn Val Gly Tyr Gly Glu 
  
CCT TCT GAT CAG GCA GAT GTG GTG ATG AGT ATG ACT ACT GAT GAC       1035 
Pro Ser Asp Gln Ala Asp Val Val Met Ser Met Thr Thr Asp Asp 
  
TTT GTA AAA ATG TTT TCA GGG AAA CTA AAA CCA ACA ATG GCA TTC      1080 
Phe Val Lys Met Phe Ser Gly Lys Leu Lys Pro Thr Met Ala Phe 
  
ATG TCA GGG AAA TTG AAG ATT AAA GGT AAC ATG GCC CTA GCA ATC      1125 
Met Ser Gly Lys Leu Lys Ile Lys Gly Asn Met Ala Leu Ala Ile 
  
AAA TTG GAG AAG CTA ATG AAT CAG ATG AAT GCC AGA CTG TGA AGG      1170 
Lys Leu Glu Lys Leu Met Asn Gln Met Asn Ala Arg Leu *** 
  
aaaatataaaaaaaaagtcgactgctatgctcaaaaagtaaaaaaagctcaacagttaaaatctaatgtttgttt 
tctttcctgttatattataaggatatgcacgtttgttctggaaaagatagaatttgtctctaaaagacttgaaat 
tgtaattaaaatggcaagctaatcaaacataagcttcattaagtgggattctaagacagtctgtgtttttatatt 
tcaagggtttaaccctttgagccttacatctcattcactgtctttctccaagaaaagtattttgggcggacagtc 
agatcaagcagtaaaattagctctttcaaatcttcttgtcatgtaaaatgaagctagtctgttttaaaattttta 
gttttggattgtatactaatgaaaatcttaatgatgtttttgatttttatatacttattttaaagaaaatcttat 
atagtacattttacaaaaattataaaaaatgaattagtactggcgaggactaaatgaaacaataatttttcattt 
tgataactagctttccaggtggacttagccataggaaaatattactaatgtaatttaacaaattgctgcatgtat 
tccatttaaaaatatgtttaaattgtcctaaaacaaaataattttctccctaggagtatgcatttggctacagtg 
ttttgaaacagaaaccttagaataggtcattggtatgggctgaactgtgtatcccccaattcatttgttgaggtc 
ctaactcccatttcttttgaatgtgactgttcggagatgaggcctttaaagaggtgacttaagttcaaaggaggc 
tgttagtctaatccaacatggtgtcctttggacataagagataccagcaatgtgtgcacagaacaaagaccagga 
gaggacacagtgagaaggcagttatctgcaagcaaagagagaggcttcagaagaaacaaaatcaccagcaccttg 
atctttgacttctaatctccagaatagtgagaaataaatttctgttgttaagccgtccactgtgggaggccgacg 
caggaggattgcttgaggccaggagttcaaggccagcctggacaacatagtaagaccctatctctacccccctaa 
taaattaatttaaaaagccccccaatctgtggtattttattatggcagccctagcaagctaatacagtggtttga 
gaggctgggagggttgaggggaagataaacttttaaaaagctcttatctttcatttcaatcagttaaaaatactt 
gctcagtgtaacaattttgcttctcagcttccactctaatattgttgtgccattaagcaatttagctaatcctga 
catttcttagattcataatgttaggagcatttaatctgtattttacaagttaggaagcagaggatcagagatggg 
aaaggactagcccaaggccaacattaacaagccctctaacaaaaactttacaatacatttatgttgaatggaact 
ccaagatctcacctctccatccaggaatggagtccatgtaatcaaagtgaacttaaaaataggacagtttcaaca 
agtcaggagattcacagcaactgatcaaagggagtccagtcaacgtgagcaagcgtgattatgatgaggaagccc 
cctctgctttaatccacacaaggaacgtaacctgaagtaacctgatgttaaccaatctgctgtgtctactatgct 
gtttccttgttcctgctagtgctgctttacaaatgcagaccattctatcatacctggcagggcttctgttttatt 
ttgtaggctggatgctacccagttcatgaatcgctaataaaagccaattagatctttaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
aaa                                                                                           3003 

圖十七：H-HSD 之開放閱讀框架。序列 130~1164 為蛋白質編碼區，ORF

為 3003bp，具有 345 個推定胺基酸。 
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圖十八：過量表現新穎之 H-HSD 及 Z-HSD 蛋白質的 SDS-PAGE 分

析。pQE9/H-HSD 與 pQE31/Z-HSD 質體轉形至 E coli. M15 strain 中，37

℃培養，分別在 RT(室溫)、30℃和 37℃，以 IPTG(200µg/ml)誘發蛋白質

表現，取其茵液以 12.5% SDS-PAGE 分析。 
       Lane M：low range protein marker (Bio-Rad)。 
       Lane 1、5：Z-HSD 和 H-HSD 沒有誘發表現蛋白質。 
       Lane 2：斑馬魚 HSD 在室溫下之過量表現蛋白質。 
       Lane 3：斑馬魚 HSD 在 30℃下之過量表現蛋白質。 
       Lane 4：斑馬魚 HSD 在 37℃下之過量表現蛋白質。 
       Lane 6：人類 HSD 在室溫下之過量表現蛋白質。 
       Lane 7：人類 HSD 在 30℃下之過量表現蛋白質。 
       Lane 8：人類 HSD 在 37℃下之過量表現蛋白質。 
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圖十九：新穎之 Z-HSD 純化蛋白質的 SDS-PAGE 分析。pQE31/Z-HSD

質體轉形至 E coli. M15 strain 中，37℃隔夜培養，在 30℃以

IPTG(200µg/ml)誘發蛋白質表現，經 Ni-NTA 管柱純化，以 12.5% 
SDS-PAGE 分析。 
Lane M：low range protein marker (Bio-Rad)。 

         Lane 1：M15 strain 無轉形 pQE31/Z-HSD 質體。 
         Lane 2：pQE31/Z-HSD 質體轉形至 E coli. M15 strain，無以 IPTG 誘發。 
         Lane 3：pQE31/Z-HSD 質體轉形至 E coli. M15 strain，以 IPTG 誘發。 
         Lane 4：經 Ni-NTA 管柱純化之蛋白質，箭號處為標的蛋白質 Z-HSD。 
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圖二十：新穎之 H-HSD 純化蛋白質 SDS-PAGE 分析。pQE9/H-HSD 質

體轉形至 E coli. M15 strain 中， 37℃隔夜培養，於 30℃以

IPTG(200µg/ml)誘發蛋白質表現，經 Ni-NTA 管柱純化，以 12.5% 
SDS-PAGE 分析。 

         Lane M：low range protein marker (Bio-Rad)。 
         Lane 1：M15 strain 無轉形 pQE9/H-HSD 質體。 
         Lane 2：pQE9/H-HSD 質體轉形至 E coli. M15 strain，無以 IPTG 誘發。 
         Lane 3：pQE9/H-HSD 質體轉形至 E coli. M15 strain，以 IPTG 誘發表。 
         Lane 4：經 Ni-NTA 管柱純化之蛋白質，箭號處為標的蛋白質 H-HSD。 
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表一：Z-HSD 及 H-HSD 放大及序列分析所使用的引子。 

 
Technique                     Primer sequences 5’ to 3’ 

           oligo dT-anchor primer : 
3’ RACE PCR           GACCACGCGTATCGATGTCGACT16V 
                                  Mlu I  Cla I  Sal I     V= A ,C or G 
 
                First PCR(3-1) : CTCAGGGGAACATACCTGACGTCTAAA 
 
                Next PCR(3-2) : CACACGGCTTACACCATTTGCAAGTAT 
                Zebrafish 
Full length PCR   Forward : AATGTCGACATGCTGCAGAACACAGGGAA 
                              Sal I 
                  
                Reverse : CGCAAGCTTCAGTTTAGACTTCATCATG 
                             Hind III 
                Human 
                Forward : AATGGATCCATGTTACCCAACACCGGGAG 
                             BamH I 
 
                Reverse : CGGAAGCTTCAGTCTGGCATTCATCTGATT 
                             Hind III 
                T7 :  TAATACGACTCACTATAGGG 
Sequencing 
                SP6 : ATTTAGGTGACACTATAGAA 
 
                PQE S : CGGATAACAATTTCACACAG 
 
                PQE AS : GTTCTGAGGTCATTACTGG 

   
註：Z-HSD延長3’端序列(3’ RACE PCR)使用Clontech之Marathon kit提供之oligo 
dT primer 及自行設計之二段 3’端引子(3-1/3-2)來進行 PCR；H-HSD 及 Z-HSD 全

長序列放大，分別設計正反二股(含內切酵素位點)引子進行放大作用；核酸序列

分析使用Z-HSD及H-HSD，各別所轉殖之載體上具有之promoter primer(pGEM-T 
Vector :T7/SP6；pQE 9/31: pQES/pQEAS)。 
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表二：新穎之 Z-HSD 及 H-HSD 蛋白質純化表Ⅰ。 

 
Fraction           Protein   Specific     Recover of  
                          Activity      activity 

(mg)    (unit/mg)       (%) 
 
 
Zebrafish        supernatant         48.05     0.13         100 
HSD            Ni-column purify    1.73      3.16         42.9 
(Estriol/NAD+)＊ 

 
 

Zebrafish        supernatant         48.05     0.17         100 
HSD            Ni-column purify    1.73      3.71         33.79 
(Estriol/NADP+)＊ 

 
 

Human          supernatant         28.56     0.19         100 
HSD            Ni-column purify    0.115     10.74        22.38 
(Estriol/NAD+) 
 
 
Human          supernatant         28.56     0.18         100 
HSD            Ni-column purify    0.115     10.73        12.59 
(Estriol/NADP+) 
 
 
※ ＊：表示 Estriol 所使用之濃度為 1mM；NAD+及 NADP+所使用之濃度為

1.5mM。 
※表中 Ni-column purify 之 Recovery of activity 係以 supernatant 作為 100%計算。 
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表三：新穎之 Z-HSD 及 H-HSD 蛋白質純化表Ⅱ。 

 
Fraction           Protein   Specific     Recover of  
                          Activity      activity 

(mg)    (unit/mg)       (%) 
 
 
Zebrafish        supernatant         48.05     0.07         100 
HSD            Ni-column purify    1.73      1.75         95.58 
(5-Androstene 
/NAD+)＊ 

 
Zebrafish        supernatant         48.05     0.06         100 
HSD            Ni-column purify    1.73      1.41         80.53 
(5-Androstene  
/NADP+)＊ 

 
Human          supernatant         28.56     0.30         100 
HSD            Ni-column purify    0.115     12.81        16.99 
5-Androstene  
/NAD+) 
 
Human          supernatant         28.56     0.21         100 
HSD            Ni-column purify    0.115     13.62        26.30 
(5-Androstene  
/NADP+) 
 
 
※  ＊ ： 表示  5-Androstene(5-Androstene-3β,16α,17β-triol) 所使用之濃度為

0.1mM；NAD+及 NADP+所使用之濃度為 0.2mM。 
※ 表中 Ni-column purify 之 Recovery of activity 係以 supernatant 作為 100%計算。 
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柒、附錄 

AI477544 
fb58f08.y1 Zebrafish WashU MPIMG EST Danio rerio cDNA clone 
IMAGE:3716103 5' similar to WP:C45B11.3 CE05427 ALCOHOL 
DEHYDROGENASE ;, MRNA sequence 
gi|4335155|gb|AI477544.1|[4335155] 
 
source： zebrafish 

Journal：unpublished (1998) 

Sex： mixed  

tissue_type：26 somite embryos, adult livers, shield stage embryos 
 
 
SEQUENCE 
TTTAATGTGTCACCAGGAGCCCCTCTGGATCATTGCGTTCCCATATCAGACATCATCCAG 

GAGACACAATAATGCTGCAGAACACAGGGAAGCTGGCAGGATGCACCATTTTCATAACCG 

GAGCAAGTCGAGGTATTGGCAAGGCCATTGCTCTGAAAGCTGCGCAGGATGGAGCCAATG 

TAGTCATCGCTGCCAAAACAGCTGATCCACATCCCAAACTCCCCGGCACCATCTACACAG 

CTGCAGCAGAGATTGAAGCAGCTGGAGGGAAAGCACTGCCGTGTATTGTGGACGTCCGTG 

ATGAGAAGCAGATCAATGATGCTGTTGAACAGGCTGTGGAGAAGTTTGGAGGGATTGACA 

TATTGGTCAACAATGCCAGTGCCATCAATTTAACAGGGACTCTTCAGACTCCAATGAAAA 

AGGCTGACCTCATGCTGGGCATCAATCTCAGGGGAACATACCTGACGTCTAAACTGTGCA 

TTCCACATCTTCTGAAGAGCAAAAACCCTCACATACTAAACCTCAGCCCACCTCTCAACC 

TCAACCCCATTTGGTTTAAAAACCACACGGCTTACACCATTTGCAAGTATGGCATGTNCA 

TGTGTGTACTGGGAATGGCAGAAGAGTTCAGA 

 

Quality:        High quality sequence stops at base: 480 

 

(摘錄自NCBI網站) 

 

附錄 1：Z-HSD(編號 AI477544)之資料。NCBI 資料庫發佈之斑馬魚(編號

AI477544)片段序列之參考核酸序列(reference sequences)，缺乏 3’端之聚

腺嘌呤(poly A tail)，初步定義其 5’端序列相似於 alcohol dehydrogenase，
其 cDNA clone 來源為斑馬魚胚胎之 26 體節(26 somite embryos)、成魚肝

臟和胚胎盾狀期(shield stage embryos)。 
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NP_115679 
Hypothetical protein MGC10940 [Homosapiens] gi |14150062| ref 
|NP_115679.1 [14150062] 
source organism：Homo sapiens  
chromosome：9 
map：9q32 

tissue_type：Uterus, endometrium adenocarcinoma 

human nucleotide (ORF) 
1  atgttaccca acaccgggag gctggcagga tgtacagttt ttatcacagg tgcaagccgt 

  61 ggcattggca aagctattgc attgaaagca gcaaaggatg gagcaaatat tgttattgct 

 121 gcaaagaccg cccagccaca tccaaaactt ctaggcacaa tctatactgc tgctgaagaa 

 181 attgaagcag ttggaggaaa ggccttgcca tgtattgttg atgtgagaga tgaacagcag 

 241 atcagtgctg cagtggagaa agccatcaag aaatttggag cttataccat tgctaagtat 

 301 ggtatgtcta tgtatgtgct tggaatggca gaagaattta aaggtgaaat tgcagtcaat 

 361 gcattatggc ctaaaacagc catacacact gctgctatgg atatgctggg aggacctggt 

 421 atcgaaagcc agtgtagaaa agttgatatc attgcagatg cagcatattc cattttccaa 

 481 aagccaaaaa gttttactgg caactttgtc attgatgaaa atatcttaaa agaagaagga 

 541 atagaaaatt ttgacgttta tgcaattaaa ccaggtcatc ctttgcaacc agatttcttc 

 601 ttagatgaat acccagaagc agttagcaag aaagtggaat caactggtgc tgttccagaa 

 661 ttcaaagaag agaaactgca gctgcaacca aaaccacgtt ctggagctgt ggaagaaaca 

 721 tttagaattg ttaaggactc tctcagtgat gatgttgtta aagccactca agcaatctat 

 781 ctgtttgaac tctccggtga agatggtggc acgtggtttc ttgatctgaa aagcaagggt 

 841 gggaatgtcg gatatggaga gccttctgat caggcagatg tggtgatgag tatgactact 

 901 gatgactttg taaaaatgtt ttcagggaaa ctaaaaccaa caatggcatt catgtcaggg 

 961 aaattgaaga ttaaaggtaa catggcccta gcaatcaaat tggagaagct aatgaatcag 

1021 atgaatgcca gactgtga 

human amino acid  
1 mlpntgrlag ctvfitgasr gigkaialka akdganivia aktaqphpkl lgtiytaaee 

 61 ieavggkalp civdvrdeqq isaavekaik kfgaytiaky gmsmyvlgma eefkgeiavn 

121 alwpktaiht aamdmlggpg iesqcrkvdi iadaaysifq kpksftgnfv idenilkeeg 

181 ienfdvyaik pghplqpdff ldeypeavsk kvestgavpe fkeeklqlqp kprsgaveet 

241 frivkdslsd dvvkatqaiy lfelsgedgg twfldlkskg gnvgygepsd qadvvmsmtt 

301 ddfvkmfsgk lkptmafmsg klkikgnmal aikleklmnq mnarl 

(摘錄自 NCBI 網站) 

附錄 2：H-HSD(編號 NP_115679)之資料。NCBI 資料庫公佈之 H-HSD 之參考序

列(reference sequences)及對其之初步定義為 hypothetical protein，並說明

此人類之基因位於 9 號染色體上 q 臂之 32 位置，組織來源為子宮及子
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宮內膜癌。 
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附錄 3：Z-HSD 與 Z-ADH3 之胺基酸比對。Z-HSD 之全長胺基酸序列與 Asok K. 
Dasmahapatra等人於 2001年發表之斑馬魚ADH3(alcohol dehydrogenase 
3)胺基酸序列(accession number AF399909)比對，發現並無有義意之相

似性存在。黑色區塊表示胺基酸序列相同。 
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(摘錄自GeneCards網站) 

附錄 4：H-HSD 在 GeneCards 網站搜尋資訊。由此網站中的資料顯示此人類

(NP_115679)基因之組織分布(Electronic Northern)與轉錄/轉譯資訊。 
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    human     (1) -------------------------------------------------- 

zebrafish     (1) TTTAATGTGTCACCAGGAGCCCCTCTGGATCATTGCGTTCCCATATCAGA 

    human     (1) ---------------------ATGTTACCCAACACCGGGAGGCTGGCAGG 

zebrafish    (51) CATCATCCAGGAGACACAATAATGCTGCAGAACACAGGGAAGCTGGCAGG 

    human    (30) ATGTACAGTTTTTATCACAGGTGCAAGCCGTGGCATTGGCAAAGCTATTG 

zebrafish   (101) ATGCACCATTTTCATAACCGGAGCAAGTCGAGGTATTGGCAAGGCCATTG 

    human    (80) CATTGAAAGCAGCAAAGGATGGAGCAAATATTGTTATTGCTGCAAAGACC 

zebrafish   (151) CTCTGAAAGCTGCGCAGGATGGAGCCAATGTAGTCATCGCTGCCAAAACA  

    human   (130) GCCCAGCCACATCCAAAACTTCTAGGCACAATCTATACTGCTGCTGAAGA 

zebrafish   (201) GCTGATCCACATCCCAAACTCCCCGGCACCATCTACACAGCTGCAGCAGA 

    human   (180) AATTGAAGCAGTTGGAGGAAAGGCCTTGCCATGTATTGTTGATGTGAGAG 

zebrafish   (251) GATTGAAGCAGCTGGAGGGAAAGCACTGCCGTGTATTGTGGACGTCCGTG 

    human   (230) ATGAACAGCAGATCAGTGCTGCAGTGGAGAAAGCCATCAAGAAATTTGGA 

zebrafish   (301) ATGAGAAGCAGATCAATGATGCTGTTGAACAGGCTGTGGAGAAGTTTGGA 

    human   (280) GCTTATACCATTGCTAAGTATGGTATGTCTATGTATGTGCTTGGAATGGC 

zebrafish   (351) GGG------ATTGACA--TATTGGTCAACAATGCCAGTGCC--------- 

    human   (330) AGAAGAATTTAAAGGTGAAATTGCAGTCAATGCATTATGGCCTAAAACAG 

zebrafish   (384) --ATCAATTTAACAGGGACTCTTCAGAC--TCCA--ATG-----AAAAAG 

    human   (380) CCATACACACTGCTGCT-ATGGATATGCTGGGAGGA--CCTGGTATCGAA 

zebrafish   (423) GCTGACCTCATGCTGGGCATCAATCTCAGGGGAACATACCTGACGTCTAA 

    human   (427) AGCCAGTGTAGAAAAGTTGATATCAT-TGCAGATGCAGCATATTCCATTT 

zebrafish   (473) A--CTGTGCAT-----TCCACATCTTCTGAAGA-GCAAAAACCCTCACAT 

    human   (476) TCCAAAAGCCAAAAAGTTTTACTGGCAACTTTGTCATTGATGAAAATATC 

zebrafish   (515) ACTAAACCTCA----GCCCACCTCTCAACCTCAACCCCATTTGGTTTA-- 

    human   (526) TTAAAAGAAGAAGGAATAGAAAATTTTGACGTTTATGCAATTAAACCAGG 

zebrafish   (559) --AAAACCACACGGCTTACACCATTTGCAAGT--ATGGCATGTN--CATG 

    human   (576) TCATCCTTTGCAAC--CAGATTTCTTCTTAGATGAATACCCAGAAGCAGT 

zebrafish   (603) TGTGTACTGGGAATGGCAGAAGAGTTCAGA-------------------- 

    human   (624) TAGCAAGAAAGTGGAATCAACTGGTGCTGTTCCAGAATTCAAAGAAGAGA 

    human   (674) AACTGCAGCTGCAACCAAAACCACGTTCTGGAGCTGTGGAAGAAACATTT 

    human   (724) AGAATTGTTAAGGACTCTCTCAGTGATGATGTTGTTAAAGCCACTCAAGC 

    human   (774) AATCTATCTGTTTGAACTCTCCGGTGAAGATGGTGGCACGTGGTTTCTTG 

    human   (824) ATCTGAAAAGCAAGGGTGGGAATGTCGGATATGGAGAGCCTTCTGATCAG 

    human   (874) GCAGATGTGGTGATGAGTATGACTACTGATGACTTTGTAAAAATGTTTTC 

    human   (924) AGGGAAACTAAAACCAACAATGGCATTCATGTCAGGGAAATTGAAGATTA 

    human   (974) AAGGTAACATGGCCCTAGCAATCAAATTGGAGAAGCTAATGAATCAGATG 

    human  (1024) AATGCCAGACTGTGA 

附錄 5：H-HSD 與 Z-HSD 之核酸序列比對。框格處為 H-HSD 之起始和終止密碼子。 
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UniGene Cluster Hs.47986 Homo sapiens  
 
MGC10940 Hypothetical protein MGC10940 
 
SEE ALSO: LocusLink  | HomoloGene  
 
SELECTED MODEL ORGANISM PROTEIN SIMILARITIES 
organism, protein and percent identity and length of aligned region 

 
H.sapiens: pir:S59136 - S59136 estradiol 17beta-dehydrogenase 

(EC 1.1.1.62) type 4 - human 
27 % / 167 aa 
(see ProtEST )

 
M.musculus: sp:P51660 - DHB4_MOUSE Estradiol 17 

beta-dehydrogenase 4 (17-beta-HSD 4) 
(17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 4 

25 % / 267 aa 
(see ProtEST )

 
R.norvegicus: sp:P97852 - DHB4_RAT Estradiol 17 

beta-dehydrogenase 4 (17-beta-HSD 4) 
(17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 4)  

24 % / 267 aa 
(see ProtEST )

 
C.elegans: pir:T34105 - T34105 hypothetical protein C17G10.8 - 

Caenorhabditis elegans 
45 % / 247 aa 
(see ProtEST )

 
  
 
附錄 6-1：H-HSD 在 Uni-Gene 查尋所得之資訊與訊息。H-HSD，分別與人類 

(H.sapiens)、大鼠 (R.norvegicus)、小鼠 (M.musculus)和線蟲 (C.elegans)
等具有同源相似。 
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附錄 6-2：H-HSD 在 Uni-Gene 查尋所得之資訊與訊息。 
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(摘錄自 QIAGEN 公司商品說明書) 

 
附錄 7：pQE 質體表達及純化系統。 
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NCBI : blastx / nr 
gi|14150062|ref|NP_115679.1| (NM_032303) hypothetical protein 
MGC10940 [Homo sapiens] 
gi|13279254|gb|AAH04331.1|AAH04331 (BC004331) Similar to RIKEN 
cDNA 2610207I16 gene [Homo sapiens] 
 
Length = 345 
Identities = 69/97 (71%), Positives = 78/97 (80%) 

 

Frame = +3 

Query: 72  

MLQNTGKLAGCTIFITGASRGIGKAIALKAAQDGANVVIAAKTADPHPKLPGTIYTXXX

X 251 

           ML NTG+LAGCT+FITGASRGIGKAIALKAA+DGAN+VIAAKTA PHPKL 

GTIYT     

Sbjct: 1   

MLPNTGRLAGCTVFITGASRGIGKAIALKAAKDGANIVIAAKTAQPHPKLLGTIYTAAE

E 60 

Query: 252 XXXXXXXXLPCIVDVRDEKQINDAVEQAVEKFGGIDI 362 

                   LPCIVDVRDE+QI+ AVE+A++KFG   I 

Sbjct: 61  IEAVGGKALPCIVDVRDEQQISAAVEKAIKKFGAYTI 97 

 

Identities = 18/25 (72%), Positives = 19/25 (76%) 
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Frame = +3 

Query: 558 KNHTAYTICKYGMXMCVLGMAEEFR 632 

           K   AYTI KYGM M VLGMAEEF+ 

Sbjct: 90  KKFGAYTIAKYGMSMYVLGMAEEFK 114 

  
 
 
附錄 8：Z-HSD 序列 BLAST/ non-redundant 資料庫之結果。以 Z-HSD 之片段

序列(附錄 1 序列)為 Query sequence 詢問 NCBI 下之 BLAST / non– 
redundant (nr) database。比對到一相互對應之人類蛋白質，彼此間之相

似性(identity)為 71%。 
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(摘錄自 KEGG 網站) 
附錄 9：Androgen and Estrogen Metabolism Pathway. 
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附錄 10-網頁 1：NCBI 之 Entrez 入口網址。 

詢問之關鍵字 點選核酸資料庫 

Entrez 入口網址 



 91

 

 

 
 
 
附錄 10-網頁 2：NCBI 之 BLAST/non-redundant database 服務輸入 Query 資料

之位址。 

輸入詢問之核酸序列 

non-redundant database
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附錄 10-網頁 3：NCBI 之 BLAST 服務入口網址。 

比對服務網址 

結合結構區(domain)搜尋

核酸與胺基酸相似序列比對

比對兩序列之相似度 

搜尋 EST 延長或找尋完整序列 



 93

 

 

 
附錄 10-網頁 4：NCBI 之 BLAST/est_other database 服務輸入 Query 資料之位

址。 

輸入詢問之

核酸序列 

est others database
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附錄 10-網頁 5：NCBI 之 BLAST/Zebrfish Genome 比對服務網址。 

Zebrfish Genome 
比對服務網址 

EST 或 EST Traces 

database 

核酸比對 

輸入詢問

之核酸序 
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附錄 10-網頁 6：GeneCards 入口網址。 

GeneCards 入口網址 

輸入欲詢問之

NCBI accession 
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附錄 10-網頁 7：GeneCards search 基因資料之入口。 
 

點選 Display 查

看詳細資料 
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附錄 10-網頁 8：KEGG 網站之入口網址。  

KEGG 網站之入口網址
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附錄 10-網頁 9：KEGG 查尋酵素代謝反應路徑之位址。 

點選進入以查尋酵素代謝路徑 
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附錄 10-網頁 10：KEGG 查尋酵素反應及參與受質之位址。 
 

輸入欲查尋之酵素 

點選欲查尋之酵素種類 
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H-HSD SNPs 
 
GATAAATGCGGAGGGACGGTCCAGCTTTAGCTCTCTGCTCGCCGCCGCCGCTGTCGCCGC 

CACCTCCTCTGATCTACGAAAGTCATGTTACCCAACACCGGGAGGCTGGCAGGATGTACA 

..........................................-R--L--A--G--C--T- 

GTTTTTATCACAGGTGCAAGCCGTGGCATTGGCAAAGCTATTGCATTGAAAGCAGCAAAG 

-V--F--I--T--G--A--S--R--G--I--G--K--A--I--A--L--K--A--A--K- 

GATGGAGCAAATATTGTTATTGCTGCAAAGACCGCCCAGCCACATCCAAAACTTCTAGGC 

-D--G--A--N--I--V--I--A--A--K--T--A--Q--P--H--P--K--L--L--G- 

ACAATCTATACTGCTGCTGAAGAAATTGAAGCAGTTGGAGGAAAGGCCTTGCCATGTATT 

-T--I--Y--T--A--A--E--E--I--E--A--V--G--G--K--A--L--P--C--I- 

GTTGATGTGAGAGATGAACAGCAGATCAGTGCTGCAGTGGAGAAAGCCATCAAGAAATTT 

-V--D--V--R--D--E--Q--Q--I--S--A--A--V--E--K--A--I--K--K--F- 

GGAGCTTATACCATTGCTAAGTATGGTATGTCTATGTATGTGCTTGGAATGGCAGAAGAA 

-G--A--Y--T--I--A--K--Y--G--M--S--M--Y--V--L--G--M--A--E--E- 

TTTAAAGGTGAAATTGCAGTCAATGCATTATGGCCTAAAACAGCCATACACACTGCTGCT 

-F--K--G--E--I--A--V--N--A--L--W--P--K--T--A--I--H--T--A--A- 

ATGGATATGCTGGGAGGACCTGGTATCGAAAGCCAGTGTAGAAAAGTTGATATCATTGCA 

-M--D--M--L--G--G--P--G--I--E--S--Q--C--R--K--V--D--I--I--A- 

GATGCAGCATATTCCATTTTCCAAAAGCCAAAAAGTTTTACTGGCAACTTTGTCATTGAT 

-D--A--A--Y--S--I--F--Q--K--P--K--S--F--T--G--N--F--V--I--D- 

GAAAATATCTTAAAAGAAGAAGGAATAGAAAATTTTGACGTTTATGCAATTAAACCAGGT 

-E--N--I--L--K--E--E--G--I--E--N--F--D--V--Y--A--I--K--P--G- 

CATCCTTTGCAACCAGATTTCTTCTTAGATGAATACCCAGAAGCAGTTAGCAAGAAAGTG 

-H--P--L--Q--P--D--F--F--L--D--E--Y--P--E--A--V--S--K--K--V- 

                                      R                      

GAATCAACTGGTGCTGTTCCAGAATTCAAAGAAGAGAAACTGCAGCTGCAACCAAAACCA 

-E--S--T--G--A--V--P--E--F--K--E--E--K--L--Q--L--Q--P--K--P- 

CGTTCTGGAGCTGTGGAAGAAACATTTAGAATTGTTAAGGACTCTCTCAGTGATGATGTT 

-R--S--G--A--V--E--E--T--F--R--I--V--K--D--S--L--S--D--D--V- 

GTTAAAGCCACTCAAGCAATCTATCTGTTTGAACTCTCCGGTGAAGATGGTGGCACGTGG 

-V--K--A--T--Q--A--I--Y--L--F--E--L--S--G--E--D--G--G--T--W- 

TTTCTTGATCTGAAAAGCAAGGGTGGGAATGTCGGATATGGAGAGCCTTCTGATCAGGCA 

-F--L--D--L--K--S--K--G--G--N--V--G--Y--G--E--P--S--D--Q--A- 

GATGTGGTGATGAGTATGACTACTGATGACTTTGTAAAAATGTTTTCAGGGAAACTAAAA 

-D--V--V--M--S--M--T--T--D--D--F--V--K--M--F--S--G--K--L--K- 

CCAACAATGGCATTCATGTCAGGGAAATTGAAGATTAAAGGTAACATGGCCCTAGCAATC 

-P--T--M--A--F--M--S--G--K--L--K--I--K--G--N--M--A--L--A--I- 
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AAATTGGAGAAGCTAATGAATCAGATGAATGCCAGACTGTGAAGGAAAATATAAAAAAAA 

-K--L--E--K--L--M--N--Q--M--N--A--R--L--*-.................. 

AGTCGACTGCTATGCTCAAAAAGTAAAAAAAGCTCAACAGTTAAAATCTAATGTTTGTTT 

TCTTTCCTGTTATATTATAAGGATATGCACGTTTGTTCTGGAAAAGATAGAATTTGTCTC 

TAAAAGACTTGAAATTGTAATTAAAATGGCAAGCTAATCAAACATAAGCTTCATTAAGTG 

GGATTCTAAGACAGTCTGTGTTTTTATATTTCAAGGGTTTAACCCTTTGAGCCTTACATC 

TCATTCACTGTCTTTCTCCAAGAAAAGTATTTTGGGCGGACAGTCAGATCAAGCAGTAAA 

ATTAGCTCTTTCAAATCTTCTTGTCATGTAAAATGAAGCTAGTCTGTTTTAAAATTTTTA 

GTTTTGGATTGTATACTAATGAAAATCTTAATGATGTTTTTGATTTTTATATACTTATTT 

TAAAGAAAATCTTATATAGTACATTTTACAAAAATTATAAAAAATGAATTAGTACTGGCG 

AGGACTAAATGAAACAATAATTTTTCATTTTGATAACTAGCTTTCCAGGTGGACTTAGCC 

ATAGGAAAATATTACTAATGTAATTTAACAAATTGCTGCATGTATTCCATTTAAAAATAT 

GTTTAAATTGTCCTAAAACAAAATAATTTTCTCCCTAGGAGTATGCATTTGGCTACAGTG 

TTTTGAAACAGAAACCTTAGAATAGGTCATTGGTATGGGCTGAACTGTGTATCCCCCAAT 

TCATTTGTTGAGGTCCTAACTCCCATTTCTTTTGAATGTGACTGTTCGGAGATGAGGCCT 

TTAAAGAGGTGACTTAAGTTCAAAGGAGGCTGTTAGTCTAATCCAACATGGTGTCCTTTG 

GACATAAGAGATACCAGCAATGTGTGCACAGAACAAAGACCAGGAGAGGACACAGTGAGA 

AGGCAGTTATCTGCAAGCAAAGAGAGAGGCTTCAGAAGAAACAAAATCACCAGCACCTTG 

ATCTTTGACTTCTAATCTCCAGAATAGTGAGAAATAAATTTCTGTTGTTAAGCCGTCCAC 

TGTGGGAGGCCGACGCAGGAGGATTGCTTGAGGCCAGGAGTTCAAGGCCAGCCTGGACAA 

CATAGTAAGACCCTATCTCTACCCCCCTAATAAATTAATTTAAAAAGCCCCCCAATCTGT 

GGTATTTTATTATGGCAGCCCTAGCAAGCTAATACAGTGGTTTGAGAGGCTGGGAGGGTT 

GAGGGGAAGATAAACTTTTAAAAAGCTCTTATCTTTCATTTCAATCAGTTAAAAATACTT 

GCTCAGTGTAACAATTTTGCTTCTCAGCTTCCACTCTAATATTGTTGTGCCATTAAGCAA 

TTTAGCTAATCCTGACATTTCTTAGATTCATAATGTTAGGAGCATTTAATCTGTATTTTA 

CAAGTTAGGAAGCAGAGGATCAGAGATGGGAAAGGACTAGCCCAAGGCCAACATTAACAA 

GCCCTCTAACAAAAACTTTACAATACATTTATGTTGAATGGAACTCCAAGATCTCACCTC 

                                                   S         

TCCATCCAGGAATGGAGTCCATGTAATCAAAGTGAACTTAAAAATAGGACAGTTTCAACA 

AGTCAGGAGATTCACAGCAACTGATCAAAGGGAGTCCAGTCAACGTGAGCAAGCGTGATT 

ATGATGAGGAAGCCCCCTCTGCTTTAATCCACACAAGGAACGTAACCTGAAGTAACCTGA 

TGTTAACCAATCTGCTGTGTCTACTATGCTGTTTCCTTGTTCCTGCTAGTGCTGCTTTAC 

                            R                                

AAATGCAGACCATTCTATCATACCTGGCGGGGCTTCTGTTTTATTTTGTAGGCTGGATGC 

TACCCAGTTCATGAATCGCTAATAAAAGCCAATTAGATCTTTACATAA 

(摘錄自 Gene Cards 網站) 

附錄 11-1：H-HSD 之 single nucleotide polymorphism (SNPs)。 
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* - for HTML4 complient browsers (NS6+, IE5+) 

 

 

(摘錄自 Gene Cards 網站) 

 
 
 
 
附錄 11-2：single nucleotide polymorphism (SNPs)之標示說明。 
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TTTAATGTGT CACCAGGAGC CCCTCTGGAT CATTGCGTTC CCATATCAGA 

CATCATCCAG GAGACACAAT AATGCTGCAG AACACAGGGA AGCTGGCAGG  

ATGCACCATT TTCATAACCG GAGCAAGTCG AGGTATTGGC AAGGCCATTG 

CTCTGAAAGC TGCGCAGGAT GGAGCCAATG TAGTCATCGC TGCCAAAACA  

GCTGATCCAC ATCCCAAACT CCCCGGCACC ATCTACACAG CTGCAGCAGA 

GATTGAAGCA GCTGGAGGGA AAGCACTGCC GTGTATTGTG GACGTCCGTG  

ATGAGAAGCA GATCAATGAT GCTGTTGAAC AGGCTGTGGA GAAGTTTGGA 

GGGATTGACA TATTGGTCAA CAATGCCAGT GCCATCAATT TAACAGGGAC  

TCTTCAGACT CCAATGAAAA AGGCTGACCT CATGCTGGGC ATCAATCTCA 

GGGGAACATA CCTGACGTCT AAACTGTGCA TTCCACATCT TCTGAAGAGC 

AAAAACCCTC ACATACTAAA CCTCAGCCCA CCTCTCAACC TCAACCCCAT 

TTGGTTTAAA AACCACACGG CTTACACCAT TTGCAAGTAT GGCATGTNCA 

TGTGTGTACT GGGAATGGCA GAAGAGTTCA GAGGATCCAT TGCCGTTAAT 

GCCTTATGGC CAAAGACAGC CATTCAGACG GCTGCCATGG ACATGTTGGG 

CGGTTCTGAG GTTGGCAAGC AGTGCAGGAA GGTGGAGATC ATGGCTGATG 

CAGCATACGC CATCTTCAAA CAACCCACCA GCTTCACCGG ACAGTTTGTT 

ATTGATGAGG ACATTCTCAA AAAGGAGGGC ATTAAAGATT TTGATGTTTA 

TGCTGTTGAG CCAGGTCATC CATTGCTTCT GACTTTTTCT TGGACGGCCA 

GCCTGAGGAT CTAGTCAAGC ATATGGAGGC ACATGGTGCC ACTCCGGCGT 

TCACAACTGC AAAAGCAGAT CCCGTTGCCG CAGGACCAGT TTCTGAGATG 

TCAATACAAT CAGAGGAATT ATCAGTCCAG AGATGGTGAA AACCACACAA 

GGAGTGTCAA ATTAACTTGG CAGGCGAACA TGCTGGAGCT GGNATCTTGC 

CTGAAGAACG ATCTGGAATG CTGGAAATGG GGAACCTTCT GTNAACTGAT 

GTTGCATGTC GATGGCCATG AGGATTTGNC AANATGNTTG GANGGAAATT  

AAANCCANCC ATGNCCTTCA TGTCTGGAAA GCTGACTATT AAGGGTGACA 

TGGCCCTTGT CATCAAACTG GAGAAGATGA TGGCCATGAT GAAGTCTAAA 

CTGTGAACNC ATCACGCAGT NTCCTCCCTT ACAANATGTA CATNATGCCC 

TCTTTTCTAN ATCAGTGTTT TTTGATTAAA CTAATTGTTC AGATTGTACT  

AATTTTAATA AAGAACTATC AGGCAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA  

AAA 

附錄 12：Z-HSD 全長核酸序列組裝。564~632 為 Z-HSD 原序列(黑色)與 3’ RACE 
PCR 延長序列(紫色)之重疊部分(黃色部分)，第 72~74 及 1304~1306 號之核酸(紅
色)為推定之起始密碼子和終止密碼子。 
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    H-HSD    (1) MLPNTGRLAGCTVFITGASRGIGKAIALKAAKDGANIVIAAKTAQPHPKL 
    Z-HSD    (1) MLQNTGKLAGCTIFITGASRGIGKAIALKAAQDGANVVIAAKTADPHPKL 
 

    H-HSD   (51) LGTIYTAAEEIEAVGGKALPCIVDVRDEQQISAAVEKAIKKFGAYTIAKY 

    Z-HSD   (51) PGTIYTAAAEIEAAGGKALPCIVDVRDEKQINDAVEQAVEKFGGIDILVN 

 

    H-HSD  (101) GMSMYVLG--------------------------------------MAEE 

    Z-HSD  (101) NASAINLTGTLQTPMEKADLMLGINLRGTYLTSKLCIPHLLKSKNPHILN 
 

    H-HSD  (113) FKGEIAVNALWPK--TAIHTAAMDMLGGPGIESQCRKVDIIADAAYSIFQ 
    Z-HSD  (151) LSPPLNLHPIWFKNHTGLHHCKVWHVQCVTWEWQKSSQDPLPLMPYGQRQ 

 

    H-HSD  (161) ----------------------------------KPKSFTGNFVIDENIL 
    Z-HSD  (201) PFRRLPWTCWAVLRLASSAGRWRSWLMQHTPSSNNPPASPDSLLLMRTFS 

 

    H-HSD  (177) KEEGIENFDVYAIKPGHPLQPDFFLDEYPEAVSKKVESTGAVPEFKEEKL 
    Z-HSD  (251) KRRALKILMFMLLSQVIHCFPDFFLDGQPEDLVKHMEAHGATPAFTTAKA 

 

    H-HSD  (227) QLQPKPRSGAVEETFRIVKDSLSDDVVKATQAIYLFELSGEDGGTWFLDL 

    Z-HSD  (301) DP---VAAGPVSEMFNTIRGIISPEMVKTTQGVYKFNLAGEHAGVWYLDL 

 

    H-HSD  (277) KSKGGNVGYGEPSDQADVVMSMTTDDFVKMFSGKLKPTMAFMSGKLKIKG 

    Z-HSD  (348) KNDAGSAGNGEPPVKADVVMSMDSEDFVKMFGGKLKPTMAFMSGKLTIKG 

 

    H-HSD  (327) NMALAIKLEKLMNQMNARL 

    Z-HSD  (398) DMALVIKLEKMMAMMKSKL 

 

 

附錄 13：conserved motifs of SDR(short chain dehydrogenase/reductase) family。
NAD(P)+-binding rossmann fold : G17~G21~G23(H-HSD/Z-HSD) 、
Y130~K134(Z-HSD) 、 G137~S143(H-HSD) 、 Y156~K161(H-HSD) 、

P191G192(H-HSD)。 
 


