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人類二氫硫辛酸去氫晦之構造與功能的研究

中文摘要

哺乳類動物的飼敢去氫嗨複合體(α-keto aci位 dehydrogenase complex ) 

已括:丙飼酸去氫嗨複合體(pyruvate dehydrogenase complex, PDC )、頭

戊蜢酸去氫嗨複合體(α-ketoglutarate dehydrogenase complex， α-KGDC)及

側鏈酹酸去氫嗨複合體(branched chain α個keto acid dehydrogenase 

complexes, BCKADC)等三種。此類酵素複合體能將其受質經氧化脫竣產

生 acetyl-CoA 、 CO2 及 NADHo

飼酸去氫鵲複合體位於粒線體內，它是由閉目友去氫時(α-Keto acid 

dehydrogenase, Et) 、二氫硫辛酸瞌基轉移居每(dihydrolipoamide 

acetyltransferase, E2)及二氧硫辛酸去氫嗨(dihydrolipoamide dehydrogen也已

E3 )等三種酵素依特定比例組成複合體，進行酵素之催化反應。

上述三種酵索中，凡是飼酸去氫嗨複合體的共同組成部分，所以當

E3 酵素活性發生缺乏時，三種的酸去氫嗨複合體的活性均會受到影響。

因此 E3在能量代謝上扮演很重要的角色，缺乏凡的酵素活性會造成能

量代謝嚴重的障礙。

因為見是能量代謝土重要的酵素，所以本實驗的研究目的走研究已

的反應機制，尤其是具反應時電子傳遞的路徑。在方法學上，本實驗是

利用定點突變(SDM PCR)製造見的突變蛋白質(K54E ; SK-KS) ，並利用

分子量測定、酵素動力學、螢光分析、 FAD 含量測定等方法探討酵素構

造和功能闊的關條 O

分子量測定(molecular sieving)發現三種蛋白質的分子量大致相同大

約為 100 kDa; 換言之，突變本身不會影響酵素形成同質雙體(homodimer)

的性質。酵素動力學研究(enzyme kinetic analysis)的結果顯示院及 SK是S

的反應機制是屬於雙受質的手兵反應(ping pong mechanism) 。蛋白質相對

的 FAD 含量比見: SK -KS : K54E 為 100 : 82 : 90 。蛋白質相對的比活性

(specific activity)比 E3 : SK -KS : K54E 為 100 :“: 1. 7 。螢光分析

(fluorescence analysis)的結果顯示院的 FAD 會被二氫硫辛酸去氫梅還原



成 FADH' 然後 FADH 再進一步的將 NAD+還厚、產生 NADH; 此一步表

在突變種明顯的比野生種s段。

綜合上述結果，推測 E3 cDNA 上的第 54 號胺基酸(Lysine)參與電子

的傳遞，且可能是酵素活性中心的成員之一，此胺基酸對於酵素的催化

活性有關鍵性的影響。

!I 



Structure and Function Studies 

of Human Dihydrolipoamide Dehydrogenase (E3) 

Abstract 

by 

Kun-Che Tsai 

Mammalian a-keto acid dehydrogenase complexes includes pyruvate 

dehydrogenase complex (PDC)， α-ketoglutarate dehydrogenase (αKGDC)， 

branched chain α-keto acid dehydrogenase complexes (BCKADC). These 

enzyme complexes catalyze the oxidative decarboxylation of a-keto acid with 

the formation of acyl-CoA, CO2 and NADH. The α去eto acid dehydrogenase 

complexes are found in the mitochondria. Each enzyme complex is composed 

ofthree catalytic components: a-keto acid dehydogenase (E1) , 

dihydrolipoamide acyltransferase (E2) and dihydrolipoaimide dehydrogenase 

(E3). El and E2 show substrates specificity and E3 is the common component 

for all α-keto acid dehydrogenase complexes. In case of E3 deficiency, it will 

affect allα去eto acid dehydrogenase complexes. 

Since E3 plays an important role in the energy metabolism. The approach 

of this study is characterizing the electron transferring pathway of E3 by using 

site-directed mutagenesis (SDM). 

To investigate the role of lysine-54 of human 吐ihydrolipoamide

dehydrogenase (E3) in the formation of intermediate during electrons transfer, 

two mutant human E戶， S53K54-K53S54 (SK咱KS) and K54E, were 

overexpressed, purified and characterized. Molecular sieving analysis showed 

that each proteins (E3, SK且KS， K54E) was dimer with the molecular weight 

approximately to 100 kDa. The results of kinetic analysis show the E3 and ES

KS following two substrates' ping pong mechanism. The relative FAD content 

ofthe enzymes is E3 : SK -KS : K54E = 100 : 82 : 90. The relative specific 

i i i 



activity of the enzymes is E3 : SK “ KS : K54E = 100 : 46: 1.7. The 

f1uorescence analysis show that E3' FAD can be reduced by DHL and then 

formed FADH. SK-KS mutant's FADH reoxidation is significantly slowly 

than the wild type E3 and K54E mutant's FAD is extremely could not be 

reduced by DHL. The FADH will be oxidized by NAD+ with the NADH 

formation. At this stage, the mutant proteins (SK-KS and K54E) are 

significantly slowly than the wild type E3' The data showed that the number 

54th amino acid (K54) ofE3 cDNA maybe participate in the enzyme's active 

center and specifically significantly corresponding for enzyme's activity. 

IV 
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壹、緒論

(一)二氫硫辛酸去氮嗨(dihydrolipoamide dehydrogemase; E3) : 

有關院的研究，最早可追溯自 1939 年 Straub 自豬心純化出一種黃

色的蛋白質(flavoprotein) ，該蛋白質含有黃素腺嚕。令雙核苦酸(FAD)作為

輔基(prosthetic group) ，故呈現黃色。當時發琨此蛋白質能將還原態的菸

鹼臨胺腺口業吟雙核苦酸(NADH)氧化，形成菸鹼臨丹安腺口票。令雙核苦酸

(NAD); 因此 Straub 將該蛋白質命名為 diaphorase 或稱為 conzyme factor 。

接著 Massey (1958)發現比酵素在氧化還原態的菸鹼蘊胺腺嗓吟雙核苦駿

(NADH)時，可將電子傳遞至石灰辛酸(1ipoic acid) ，而將硫辛酸還房、成二氫

硫辛酸(dihydrolipoic acid) ，因而將此酵素重新命名為硫辛駛去氮嗨(1ipoyl

dehydrogenase) 。

Massy( 1960)進一步發現硫辛酸去氫略是研飼基戊二酸鹽去氫時複合

體(α-ketoglutarate dehydrogenase compl間， KGDC)的組成分子之一。KGDC

的作用是將α-飼基戊二酸鹽氧化脫竣釋放出一分子的二氧化碳，並將唬

珀酸鹽基(succinyl group)轉移至 CoASH 形成珀酸蠶基 CoA(succinyl

CoA) ，同時將菸鹼瞌胺腺嚕。令雙核苦酸還原成還原態的菸鹼睦按腺嚕。令

雙核苦酸(NADH) 。茵而得知硫辛酸去氫嗨在生理狀況下的催化作用是將

二氫硫辛自主氧化，形成了 lipoamide 和 NADH(參見 26 頁，的窗 1) 。故

將此黃色蛋白質重新命名為二氫硫辛酸去氫時或簡稱丸，此一名稱即沿

用至今。

(二)口票。令核苦雙硫氧化還厚、自每家族酵素(pyridine nucleotide disulfide 

oxidoreductase family) : 

二氫硫辛酸去氫嗨是屬於嚕。令核苦雙硫氧化還房、自每(pyridine

ucleotide disufide oxidoreductase)家族酵素之一;這一族群酵素的特徵是

擁有活性鹼基(acti ve base) 、活性雙硫基(active disulfide)和黃素腺嗓吟雙

核若酸(FAD)輔基;其活性中心可在電子接受者(NAD+或 NADP+)與電

子供應者(雙硫基受質， dithiol substrate)之間進行電子的傳遞。

Williams 等人(1967) 曾提出:院、 glutathione reductase (GR)和



thioredoxin reductase (TR)等酵素的催化反應是將受質在活性鹼基的作用

下，使其電子經由活性雙硫基、黃素腺憬。令雙核苦酸傳遞到菸鹼瞌胺腺

憬。令雙核苦酸(NAD+)或磷駿菸鹼瞌胺腺嚕。令雙核苦酸(NADP+) 。此外，

同屬於嗓吟核若雙硫氧化還厚、自每家族的酵崇尚包括有: mercunc lon 

redustase (MR) 、 trypanothione reductase (TTR) 、 bis-y-glutamylcystine

reductase (GSR)和 asaparagusate dehydrogenase (AD)等韓素。

E3 含有活性鹼基、活性雙硫暴和黃素腺口票口令雙核苦酸，可以催化以

下之可逆反應:
占 2司1

dihydrolipoamide + NAD+ ‘一一一þ- lipoamìde + NADH + H+ 

根據酵素動力學的研究顯示見的雙受質反應屬於手兵機制(ping pong 

mechanism; Massey, 1960) 。此作用機制是先將二氫硫辛酸與酵素作用，

反應後釋出硫辛酸;接著菸鹼臨胺腺呻吟雙核苦酸再與酵素作用，反

應後釋出還原態菸驗瞌胺腺口票。令雙核苦酸。在整個反應中，黃素腺嚕

。令雙核苦酸先被還原成還原態黃素腺嗓吟雙核苦酸(FADH) ，按著還原

態黃索腺嚕。令雙核苦駿(FADH)再度被氧化成黃素腺嗓吟雙核苦酸

(FAD) ，並將其電子傳遞給菸鹼昌盛胺腺嘿吟雙核苦酸的AD)產生還原態

菸鹼瞌月安腺嚕。令雙核苦酸(NADH) 0 (參見 27 頁，附廚 2) 。

(三)飼酸去氫嗨複合體(α-keto acid dehydrogenase complexes) : 

飼酸去氫西每複合體(α-keto acid dehydrogenase complexes) 包括丙飼

酸去氫嗨複合體(pyruvate dehydrogenase complex) 、飼戊臨敢去氫嗨複合

體(α-ketoglutarate dehydrogenase complex)及側鏈輛自支去氫嗨複合體

(branched chain α 個keto acid dehydrogenase complex)等三種複合體。

蚓酸去氫昌每複合體位於粒線體(mitochondria)內，是由飼酸去氫梅(α

keto acid dehydrogenase, E 1 ) 、二氫硫辛酸昌盛基轉移嗨(dihydrolipoamide 

acyltransferase, E2)及二氫硫辛酸去氫梅(dihydrolipoamide dehydrogenase, 

E3)等三種酵素依特定比例所組成的複合體，該複合體可催化以下反應

(Guest et al. , 1989): 

α-keto acid + CoA + NAD+ ‘一一抄 CO2 + acyl CoA + NADH + H+ 
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詳細之各個部分催化反應參見 26 頁之俏麗卜 El 所催化的部分反應為不

可逆反應，該反應將胡酸氧化脫竣之後形成 CO2 及基胺焦磷酸鹽經乙基

(hydroxyethyl-TPP); EI 及具共同將經乙基自權胺焦磷酸鹽經乙基轉移給

E2土之硫辛梭，形成硫臨(thioester)。具將硫臨之經乙基(hydroxyethyl group) 

轉移至 CoA 形成 acyl CoA 及還厚、態、的二氫石灰辛竣(dihydrolipoamide) 0 E3 

將還原態的二氫石灰辛梭再度氧化，電子則透過黃素腺嗓吟雙核苦竣(FAD)

轉移給菸鹼磁月安腺嚕。令雙核苦駿(NAD+) 產生選擇、態的菸鹼驢胺腺噁吟雙

核苦駿(NADH) 。

飼吾友去氫嗨複合體中 EJ :fo 耳其受質專一性，而 E3 則是所有飼酸去

氫嗨複合體的共同組成部分(Reed et al. , 1974; Yeaman et al. , 1986) 。

支持院為上述韓素共同組成的證據包括:從 PDC 和 KGDC 分離出

來見可互換而不影響厚、酵素複合體之活性(Sakurai et al. , 1970) ;由豬心

分離出來之已所引發之抗見抗體可同時辨認 PDC 、 KGDC 及 BCKAD

(Clarkson et al. , 1991) ;丸之 cDNA 亦只有一種(Pons et 叫， 1987; 

Otulakowski et al., 1987) 。此外院的基因只有單一拷貝 (single copy) ，位

於第七號染色體上(Otulakwski et al. , 1988) , 

Otualkowski 及 Pons(1 988)等人曾發表人類丸之 cDNA 核酸序列。

其 cDNA之閱讀框架(open reading frame)共有 1527 個鹼基對(base pair) , 

轉譯(translated)成 509 個月安基峻的殘基。在 N 端有一段含 35 個胺基酸

的殘基是酵素進入粒線體的領導序于10eadersequence) 。成熟的 E3 具有

474 個胺基酸殘基，分子量約為 50 kDa 0 E3 cDNA 的 3' 未轉譯區

(untranlated region)具有兩個眾腺核苦化位點(polyade呵lation sites) ，兩

者之間相距 234 個給基對，經過輪替切害IJ (altemative splicing)及眾腺核

苦化(polyadenylation)之後，產生兩種不同長度的 mRNA' 大約分別是

2.2 kb 及 2 .4 kb 0 

(四)已缺陷的症狀( syndromes ofE3 deficiency) : 

三種飼酸去氫嗨複合體(α-keto acid dehydrogenase complexes; PDC , 

αKGDC， BCKDC)各自有不同的 EI 、丸，但其 E3 則是相同，所以當 E3

4、
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功能不足時，三種銅陵去氫嗨複合體的活性均會受到影響。 E3 缺乏的

典型症狀色括:乳盟友血酸症(lactic acidosis) 、神經功能失調(neurological

dysfunction) 、血清胺基酸濃度增加及尿液中有機酸濃度增加。

乳酸血症形成的原因是因為丙飼酸堆積，且細胞質內的還厚、能力

增加，導致細胞質內 NADH/NAD+比例增高後，將過剩的丙桐酸經乳

段去氫晦(lactate dehydrogenase)還潭、成乳駿後釋放至血液循環，導致血

液中乳酸含量上升。神經功能失調是因為腦部組織能量的主要來源是

靠葡藹糖氧化來供應，因 E3缺陷連帶引起丙飼酸去氫嗨及自月戊臨酸去

氣時缺陷，使得腦部組織檸檬酸環(citric acid cycle)運轉受阻，能量供

應不足，使得腦部代謝最旺盛的區域如腦幹(brain stem)手口基底神經節

(basalεanglia)由能量不足造成嚴重損害而導致智障(參見 29 頁，的國

3 )。

此外由於 PDC 、 KGDC 及 BCKAD 在胺基酸代謝和能量代謝上扮

演重要角色，所以當飼酸去氫嗨複合體缺陷時會造成血清胺基敢濃度

增加及尿液中有機酸濃度增高的現象(Kunara et a l., 1983) 。在 BCKAD

缺陷的病人，其尿液的顏色和風味類似楓糖漿(maple syrup) ，因此稱為

楓糖漿尿症(maple syrup urine disease) 。

E3 除了走飼酸去氫嗨複合體的組成之外，亦是甘月安酸裂解系統

(glycine cleavage system, GCS) 中的 L-protein(Bourguignon et a l., 1992) 

, GCS 缺陷會導致高甘股股血症(hyperglycinemia; Hiraga et al. , 1981) 

。以上所描述的皆是見缺陷時的症狀，但亦有許多酵素缺陷時也會造

成相同的症狀。因此可能只有籍著耳的酵素分析才能正確的診斷 E3 缺

陷症。

(五) E3 缺陷病人的個例報導:

Haworth 等人於 1976 年首次提出已缺陷病例報告，在報告中提到有

三位病人(C. M. ， G.M.及 D.M.) ，其中兩位(G.M 及 D.M.)之血漿及腦脊

髓液(cerebrospinal fluid , CSF) 中的楚胺酸(glutamate) 、踹股駿(proline) 、丙

月安酸(alanine)含量上升且尿液中丙明酸和飼戊酪酸濃度有捉高的現象。 G.
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M. 及 D.M. 兩人在尿液中的丙的酸及飼戊臨酸j農含量上升;體外活性

分析發現 D.M. 病人的丙胡島主去氫嗨及α-飼戊酪酸去氫峙的活性很低。

Blass (1977)等人也提出在五缺陷病人的纖維母細胞(fibroblast) 中發

現其去氫嗨及α-飼戊蘊駿去氫晦的酵素活性同時降低。此後有許多 E3缺

陷症的病。11報告相繼發表。其中 Taylor (1978)等人首先以測量見的酵素

活性來診斷 E3 缺陷症。 Otulakowski (1985)等人史進一步利用西方墨點分

析(westem blot analysis)分析病人的纖維母細胞來診斷見缺陷症。此外 Liu

(1 993)等人更在 E3缺陷症病的 E3 cDNA 上發現兩個點突變，其中一個突

變是由 A 變成 G' 造成蛋白質上第 37 個胺基酸由 Lys (K)變成 Glu (E) 

(E3 :K37E) 。另一個突變點是由 C 變成 T' 造成蛋白質上第 453 倍胺基酸

由 Pro (P)變成 Leu (L)(E3 :P453L) 。

(六) x-射線晶體結構的分析:

由個例報導及已知的突變研究(Hakjung Kim and Patel, 1991; Nancy and 

Williams, 1995)等資訊發現突變會造成酵素結構的改變，進而影響酵素的

催化功能，故將酵素的分子結構加以分析如下:

(1)菸鹼臨月安腺口票。令雙核苦酸結合告~1.立(NAD binding site)的一般構造:

Rossmann 和 Branden (1 975)等人在研究菸鹼臨肢腺噁啥雙核苦酸去

氫西每(NADH dehydrogenase; 17攸曰: malate dehydrogenase, lactate 

dehydeogenase, liver alcohol dehydrogenase, glycerol呵3-phosphate

dehydrogenase)的構造時，發現這些去氫梅的菸鹼臨胺腺嚕。令雙核苦酸結

合部位都很相似。這個結合部位是由六股平行的科平板(戶-sheets; ßA，戶B，

ßC，但D， ßE, ßF)及四個α"螺旋(α-helices;αB ， αC， αE， αF; 見到頁，附茵

的所組成。這些科平板和位"螺旋的按基酸序列從 N 端至11 c 端分別是: ßA 、

αB 、帥、 αC 、 ßC 、 twist 、 ßD 、 αE 、 ßE 、白F 及ßF 。菸鹼臨月安腺嚕。令雙

核若酸是結合至IJ ß-平板的 C 端胺基酸和α-螺旋的 N 端胺基酸。 ßA 、 ßB 、

ßC 、 αB 和αC 是腺核苦單磷酸(adenine nucleotide monophosphate, AMP) 

的結合部位，而 ßD 、 αE 、 ßF 、 αE 和αF 則是菸鹼瞌月安單核苦( nicotinamide 
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mononucleotide)的結合部位，而存在於戶A 和ßE 之間的縫隙則是焦磷酸

鹽(pyrophosphate)的結合部位。

(2) 丸之黃素腺嫖吟雙核苦酸結合部位(FAD binding site) : 

豆豆由 Azotobacrer vinelandii(Mattevi et α1.， 1991) 、 Pseudomonas putida 

(Mattevi et a1.' 1992)及 Pseudomonas Fluoresence(Mattevi et a1., 1993)三隻

菌株的 E3 x-射線的結晶構造分析，使得已的黃素腺噁吟雙核苦酸結合

部位有進一步的了解。此外院的黃素腺口景。令雙核苦酸結合部位也經由委主

就甘月太遠原時(glutathione reductase)與 E3胺基酸序祠的構造做同質性的比

較(Schulz et al. , 1983) ，進而根據楚就甘獄還原峙的二度空間構造設計了

人類見的平面構造模種(Jento位 et a1., 1992) 。只的平面構造模種區分成四

個不悶的區域(domain) :黃素腺嘿吟雙核苦酸結合區域域(FAD binding 

domain) 、菸鹼瞌月安腺嚕。令雙核苦酸結合區域域(NAD binding domain) 、

中心這域(central domain) 、接觸區域(interface domain) (見 31 頁，的圖 5 )。

這些區域上分別具有黃素腺噁吟雙核苦酸結合部位(FAD binding site) 、菸

鹼臨胺腺口票白令雙核苦酸結合告~1立(NAD binding site) 、硫辛酸結合部位

(lipoamide binding site) , E3 分子的活化中心(active center)是丸同質雙體

(homodimer '參見到、 32 頁，附圈 5 、 6)上各結合部位所共同組成。其

中一個單體(monomer)的黃素腺嚕。令雙核苦酸結合區域域、菸鹼臨月安腺憬

。令雙核苦酸結合區域域的部分胺基酸與另一個單體的接觸區域的部分股

基酸組成活化中心。一個成熟立完整的 E3 雙體具有兩個活化中心，每個

活化中心都含有黃素腺嚕。令雙核苦酸結合部位、菸驗臨月安腺嚕。令雙核苦

酸結合部位、硫辛酸結合部位以共同進行催化反應。

黃素腺呻吟雙核苦酸的結合部位是由黃素腺口票。令雙核苦酸區域、中

心區域和接觸垣域所組成(參見 32 、 33 頁，附圈 6 、 7) 。參與黃素腺嚕

。令雙核苦酸結合部位的胺基酸列於附屬 8 (見 34 頁) ;和菸鹼雄按腺口票。令

雙核苦酸結合部位中 FED-ABC 平板不同的是黃素腺口票。令雙核苦酸結合

部位有一個 D-ABC 平板的構造。這些平行股的竣基端面向活化部位是

黃素腺嚕。令雙核苦酸的接觸位置 o 在黃素腺嗓白令雙核苦酸結合區域， αC
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螺旋是擴大成 αII 和 αIII 螺旋，而活性雙硫基是在αII 螺旋之前。胺

基酸 G17 、 K37 、 T44 、Il 21 及 G149 位在βstrain 的竣基上，這些胺基

酸與黃素腺呻吟雙核苦酸主幹位置接觸;而胺基酸 E36 、 T44 、和 K54

與黃素腺嚕。令雙核苦酸側鏈接觸。在 E3 之菸鹼路胺腺憬。令雙核苦酸結合

區域，胺基酸 V188 ' E192 和R280 以側鏈和黃素腺噁吟雙核苦酸接觸。

在丸之接觸臣，胺基酸 H452 以主鏈(main chain)手口黃素腺嚕。令雙核苦酸

接觸。

(3 ) E3 之菸鹼雄丹安腺口票。令雙核苦酸結合告~1立(NAD binding site) : 

民的菸鹼昌盔胺腺嚕。令雙核苦酸結合琶域和黃素腺噁吟雙核苦自主結合

垣域構造相似都有 D-ABC 戶，平板形成之羅斯設曲摺(Rossmann fold) 。參

與菸鹼極丹安腺口業吟雙核苦酸結合部位的胺基酸是位在菸鹼瞌胺腺嗓吟雙

核苦酸結合區域和接觸臣。菸鹼昌盔月安腺口票。令雙核苦酸在台肢的竣基與菸鹼

昌盛月安腺憬。令雙核苦酸結合區域(NAD binding domain)接觸，這些結合區域

是由胺基酸殘基 G187 、 V188 、 E208 、K232 、 V243 、R280 、 M327 的股

風主幹所組成。此外， NAD+ 亦和接觸垣域(interface domain)之胺基竣殘

基 Q373 的月生成主幹及菸鹼驢胺路口票吟雙核苦酸結合區域之胺基酸 E208

及R280 的側鏈接觸(見 35 頁，的圓 9) 。

(4) E3 的活化中心(active center) : 

院的活化中心含活性鹼基，活性雙硫基、黃素腺嚕。令雙核苦酸、菸

鹼昌盔月安腺啥也令雙核苦酸及二氫硫辛酸所組成，包括黃素腺嗓 u令雙核苦酸

結合區域、菸鹼首創安腺口票口令雙核苦酸結合區域、中心區域和接觸區域(參

見 32 頁，的圈 5) 。活性鹼基是由股基酸 H452 和 E457 形成氫鍵後構成。

H452 之味。全 N3 經親核攻擊二氫硫辛酸後 51 發電子傳遞反應。將 C45 和

C50 之問活性雙硫基還房、。電荷在 thio-disulfide 之間轉換後，經由股基

酸 C50 傳送到黃素腺嚕。令雙核苦酸，並進一步的將電子從黃素腺嚕。令雙

核苦酸傳送至菸驗臨月安腺嚕。令雙核苦酸。由於電子從黃素腺嚕。令雙核苦

酸傳送至菸鹼臨胺腺嘿吟雙核苦酸持不會直接形成鍵結，所以可能是經
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由 K54 與 E192 形成之離子對，進行黃素腺嚕。令雙核苦酸和菸鹼驢胺腺

訂單。令雙核若酸之間電子的傳遞。

(七)已突變蛋白之研究:

目前使用定點突變方法之突變蛋白的研究包括日452Q 及 E457Q

(Kim, 1992) ，這兩個突變蛋白破壞了酵素的活性鹼基，使酵素比活性分

別降到正常見的 0.1 %和 6% 。此外，從 E3缺陷的病人基因中也確認了

兩個突變點，其中一個突變點為 P453 '造成 P453L 的改變(L缸， 1993) , 

突變後的酵索其黃素腺嗓吟雙核苦酸含量降低 70% ，而酵素比活性和正

常見比較則只剩下 0.05 % (未發表之資料)。因此推斷 P453 可能參與活

性鹼基之形成以及黃素腺嗓吟雙核苦酸和蛋白質問的結合。另一個突變

發生於 K37 位置，造成 K37巨的改變。突變後的蛋白質其雙體化

( dimerization)的性質並未改變，酵素仍然是以用質雙體的形式存在;但

其黃素腺憬。令雙核苦段含量和酵素比活性均降低 30 % ( Liu, 1993) 。因此

推;其.~ K3 7 可能參與黃素腺嚕。令雙核苦酸和蛋白質問的結合。

Kazuko( 1994 )等人認為委主就甘服還厚、時(glutathion reductase)的 K53

(相當於人類 E3 之 K54)位於黃素腺嗓吟雙核苦酸的f1avin N5 及 NADPH

的 pyridinium C4、的氫鍵距離之內，推測 K53 可能扮演電子傳遞的角色。

以定點突變法(SDM PCR)將 E. coli 的 K53 (相當於人類民的 K54)突變成

K53R' 發現 K53R 對酸鹼值非常敏感且由 CD spectrum 推測當 K53R

在相當於黃素腺標。令雙核苦酸的 2 倍當量濃度的二氫硫辛酸下，酵素幾

乎全部以 EH4 態形式存在。

(八)研究目的:

E3 在代謝過程中扮演很重要的角色，它參與了聽類、脂質、月安基峻

的代謝，是人體內一個很重要的酵素。由 NMR 的資料顯示在 E3 活性中

心的黃素腺嚕。令雙核苦酸與菸鹼臨股腺嚕。令雙核苦酸之間並無直接的鍵

結存在。故電子並不是直接由黃素腺嚕。令雙核苦酸傳遞給菸鹼瞌胺腺嗓

吟雙核苦駿;而是透過與黃素腺嚕。令雙核苦酸結合垣域相鄰的某些胺基
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酸當中間介質(intermediate)將電子自還厚、態黃素腺呻吟雙核苦賤(FADH)

傳遞至菸鹼臨股腺啥。令雙核苦酸，進而形成還潭、態菸盡全路月安腺口票口令雙核

苦酸(NADH) 。

本實驗的目的即是研究見的活性中心中，有那一些胺基酸參與了電

子傳遞的工作，以瞭解黃素腺嗓吟雙核苦酸與菸鹼瞌胺腺口票口令雙核苦自主

闊的電子傳遞路徑。為了瞭解哪些胺基酸參與電子傳遞，於是採用定點

突變法將黃素腺嗓吟雙核苦酸結合區城中與黃素腺口票口令雙核苦酸可以形

成氫鍵鍵結的胺基酸作定點突變;得到新的突變菌株(mutated c1one)後，

大量表達並純化蛋白質，再將蛋白質經由酵素動力學(enzyme kinetic study) 

及螢光反應分析(Flourescence analysis)觀察其酵素活性的變化，籍以推論

該定點丹安基酸是否參與電子的傳遞。

本實驗選擇將 Lys 54 (K54)進行定點突變，創造成 K54E 及 SK-KS 兩

種突變新菌株。選擇 K54 進行定點突變是因為 K54 位於黃素腺嗓吟雙核

苦自主結合區域的αII 螺旋上，與菸鹼酪月安腺憬。令雙核苦酸結合區域的

glutamic acid 192 ( E 192 )可形成離子對(式聾橋) ，因此 K54 參與黃素腺嚕

。令雙核哥哥史與菸鹼驅趕安腺口票口令雙核苦酸聞電子傳遞的可能性很高(參見

36 、 37 頁，附屬 10 、 11) 。
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貳、材料與方法

(一) 實驗材料:

1 . Taq DNA polymerase: 購自 Stratagene Biochemical Company 

2. Pfu DNApolymerase: 員講自 Stratagene Biochemical Company 

3. T4 DNA ligase: 購:自 NEB Bio.Lab. 

4. BamH 1 restriction endonuclease :購自 NEB Bio.Lab. 

5. Sal 1 restriction endonuclease: 購自 NEB Bio.Lab. 

6. Lysozyme: 購自 Sigma chemical company 

7. Bactotryptone :購自 DIFCO Laboratories (Detroit ' Michigan) 

8. Bacto-yeast extract:購自 DIFCO Laboratories (Detroit ' Michigan) 

9. Sodium choloride : 購自本和光製藥公司

10. IPTG: Jl毒自 Melford Laboratories 

11. 安比西林(ampicillin) :購自 Sigma chemical company 

12 .康徽素(kanamycin) :購自 Sigma chemical company 

13 .可r- t1生 (imidazole) :購自 Sigma chemical company 

14 . 洋菜膠粉(agarose) :購自 Sigma chemical company 

15. Ethidium broamide :購自 Sigma chemical company 

16. pQE-9 plasm泊， escherichia co /i strain :由 Dr. M.S. Patel 實驗室

提供 (Department of biochemistry, school of medicine and biomedical 

sciences, State University ofNew York, Buffalo) (Kim et al., 1992) 

17. Anti-mouse (His)6 monoclone antibody 及 goat anti-mouse 

IgG antibody :購自 Bio-rad Laboratories 

18. Acrylamide bis acrylamide :購自 Pharmacia Biotech company 

19. Ammonium persulfate :購自 Sigma chemical company 

20. His “ bind resin in Sepharose 6B: 購自 Pharmacia Biotech company 

(code NO.l 7-0575-01) 

21 .N-tetramethyl ethylenediamine (TEMED):購自 Sigma chemical 

company 

22. TriS: 員講自 Bio-rad Laboratories 
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23. Lipoic Acid :購自 Sigma chemical company 

24. Dihdrolipoamide: 購自 Sigma chemical company 

25 . 菸鹼碰見安腺口票。令雙核若酸(NAD) :購自 Sigma chemical company 

26 . 還房、態菸鹼臨丹安腺嘿吟雙核苦酸(NADH) ;購自 Sigma chemical 

company 

27. NaBH4 : 購自 Sigma chemical company 

28. PCR gel extraction kit :購自 Qiagen Biochemical company 

29. Plasmid Miniprep. Kit :購自 Qiagen Biochemical company 

30. Chelating Sepharose Fast Flow resin :購自 Pharmacia Biotech 

company code No. 17司0575個01
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(二)實驗方法:

本實驗採用定點突變法製造新突變萬株，其表達質體的構建、蛋白

質的表達與純化、酵素特性分析等之詳細步驟說明如下:

A. 表達質體之構建:

表達質體pQE9-E3 是由 Dr. Mulchand S. Patel (State University ofNew 

York at Buffalo)之實驗室所提供(參見 38 頁，的圈 12) 0 pQE9-E3: K54E 

及 pQE9-E3 : SK-KS 是由中山醫學院營養科學研究所劉德中博士的實驗室

所提供。其構建的方法如下:

(1)定點突變法聚合梅鍊鎖反應(SDM PCR): 

pQE9-E3: 1丈54E 及 pQE9-E3 : SK-KS 兩個突變蛋白表達質體製作方

法是先以 pQE9-已作為棋板(template) ，利用一段定點突變引子(site-

directed mutated primer; SK啊KS : GGT TGT ATT CCT AA G TCT GCT TTA 

TTG AAC; K54E : TGT ATT CCT TCT GAA GCT TTA TTG AAC )及 C

terminal primer ( LS primer : 3' CAC TTG GTC GAC TCA AAA GTT GAT 

TGA TTT GCC5'; 內含 SalI site) (Liu et al., 1995 )以 Taq DNA 聚合時進行

聚合時鍊鎖反應合成第一段含突變點的 DNA 片段。接著再用此含突變

點的 DNA 片手支和一個 N“terminal primer ( Ll primer : 5' GCG CGC GGA 

TCC GCA GAT CAG CCG AAT 3'; 內含 BamHI site)用聚合時鍊鎖反應的

方法將全段 cDNA 放大(參見 39 頁，附圈 13) 。

(2)聯系吉反應(Ligation) : 

聚合自每鍊鎖反應放大後的 DNA 片段以 BamHI 及 Sα江內切限制嗨

進行水解，形成黏狀端(stick end)之 DNA 片段做為插入子(insert) 。利用

T41igase 從 BαmHI site 及卻在 site 將插入子與載體(vector)進行聯結反應

接合成 pQE9 突變蛋白質的表達質體(參見 39 頁，的圈 13) 。

(3)轉形作用 (Transformation):

聯結反應成功後將已接合好的 DNA 送入 JMI09 competent cell 。將

JMI09 competent cell 倒進入含有安比西林的洋菜膠盤後放置於 37 0C保溫
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箱 (incubator)隔夜培養。

(4)4鼓篩選(Miniscreening) : 

將隔夜培養的洋菜膠盤中之莒落先以微篩選的方式挑出具有插入子

的菌落，純化其質體(plasmid DNA) ，經去氧核聽核酸序于'1 (DNA sequencing) 

分析後，挑出具正確突變點菌株質體進行第二次轉形反應，將質體送入

M15 PDM 1.1 competent cell (含安比西林及康徽素抗槃性基因) ，將 M15

cell 轉形進入含有安比西林及康徽素的洋菜膠盤後放置於 3rc保溫箱隔

夜垮養。

(5)去氧核聽核酸序列定序(DNA Sequencing): 

(a)1吏用 USB 出品的 Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit 進行定

序:

比方法是取模板 DNA7μi 及引子 iμ1 (25 p mo l) , reaction 緩衝溶液

2 川，總共的 μ1 。在 100"C 下變性五分鐘，迅速插至冰上。接著加入 i μ1 0 .1 

M dithiothreitol (DTT) , 2μ1 diluted labeling mix ' 1μ1 e5S] dATP 和 2μi

diluted sequenase 聚合嗨，混合後於室溫下反應 5 分鐘。分別各取 3.5μi

之前述反應混合物加至 3TC預熱，裝有 2.5μ1 termination mixture (G 、 A 、

T 、 C) 的四個 eppendorf 小離心管中，混合後在 37 uC 反應五分鐘，接

著於各管中加入 4 川的 stop solution (含 95% formamide ' 20 mM EDTA ' 

。 .05 % bromophenol blue ' 0.05 % Xylene Cyanol FF) 。接著樣品在 75
0

C 下

處理 3 分鐘後，取 3μ1 loading 在已預熱 15 分鐘的 6 % acrylamide 

sequencing gel '以功率的 W(約的。'C)進行電泳分析。電泳完後，將 gel

浸在 fix solution (5 %甲醇， 5% 乙酸)中，靜置 10 分鐘後，以 3Iv位在濾

紙沾起 gel '在 gel 上再鋪上一層保鮮膜，以 gel dryer 在 80
0

C 下抽乾 1

小哼，再以 X 光片作自動放射顯影。

(b)使用 ABI PRlSM 377 Automated Fluorescent DNA Sequencor 進行定

序:

比方法是用 Perkin Elmer 公司的 ABI PRISM TM cycle sequencing kit 

進行，主要是利用 ddNTP 上帶有四種不同顏色的螢光染劑以
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deoxynucleotide termination 的方式及 PCR 的方法在 DNA 棋板上 extention

後，加入 1月 Ox 體積的 3 MNaOAc 及 2.5x 體積的 98 % alcohol '冰上冷

卻 10 分，離心倒掉上清液，加 loading dye 後經 6 % polyacrylamide 

sequencing gel 分析，以 sequencer detector 上的雷射光束來偵測螢光顏

色的訊號，黑色代表烏糞口票。令(guanine) ，綠色代表腺嗓口令(adenosine) ，紅

色代表胸腺。密切定(thymidine) ，藍色代表胞。密受(cytidine) 。

(6)大量表達及蛋白質純化(Overexpression and Protein Purification): 

自隔夜生長的洋菜膠盤中挑選單一菌落(single colone)培養，進行蛋白

質大量表達及純化。

B. 純化 E3 及其突變蛋白:

(1)原王里:

利用 pQE9 表達系統將欲表現之基因嶽入 pQE9 載體中，再送入五

coli M15 宿主細胞中表達。在 pQE9 表達系統中之 E. coli 宿主細胞含有

攜帶 lac 1 gene 之 plasmid pDM 1.1 (具有康徽索抗藥性)會產生 lac 抑制茵

子(repressor)與 T5 促進因子(promoter)結合，以抑制 pQE9 質麓的表達。

為使 pQE9 表達質體正常表達，可加入 IPTG 與 lac 抑制自子結合，使抑

制因子離開促進因子後 'RNA 聚合鳴得以順利結合至11 T5 促進因子上，

表現基因得以進行轉錄作用 (transcription)合成 mRNA; 再經 mRNA 轉譯

作用 (translation)合成蛋白質。此外，由於在 pQE 載體之N端接有六個

組丹安酸(histidine) ，所以表達的蛋白質可以與 Ni-lMAC 樹脂(Pharmacia

Biotech) 結合，再利用與組胺酸構造相似之咪吐(imidazole)梯度與蛋白競

爭樹脂上的結合部位，將蛋白質溶析和lution) 出來。

(2)方法:

將表達質體 pQE9-E3 ' pQE9“ E3 K54巨， pQE9-E3 SK-KS 送入含有

pDMl.l質體的 E. coli M15 菌株中表達。

首先將含有表達質體的菌株培養在含有安比西林(200μg/ ml)及康徽素

(25μg / ml)的 2 mlLB 培養液中( lOg 細菌蛋白躁， 5g 酵母抽取物， lOg 鹽)
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在 37
0

C 下隔夜生長。第二天重新將菌液接種(inoculated)至11 含有安比西林

(200μg Iml)及康徽素(25μg 1 ml)的 200ml LB 培養液中約三至四小時後，

到達 OD600= 0.7 日寄再加入 IPTG(200μg 1 ml)誘發蛋白質合成，在 300C 下

繼續隔夜生長(約 18 小時)。第三天時將菌液在轉速 6000 g 下離心 20 分

鐘後，去除上清液;收集沉澱的細胞(cell pellete) ，將沉澱的細胞懸浮在

PPE 緩衝溶液中 (50 mM Potassium Phosphate, pH 8 ; 0.25 mM EDTA, pH 8) 

最終體積 5 ml 0 I這後加入溶解梅(1 mg 11 ml)在冰筒中冰浴 30 分鐘，以超

音波震盪器將細胞破碎後離心兩次(12000 g , 10 minutes) ，收取上清液。

將上清液通入之前須先平衡鎳離子管柱(Pharmacia Biotech) ，該管柱平衡

的方法是先加入約 l.ml 之 Ni-lMAC 樹脂(Pharmacia Biotech) ，以五倍管

柱體積之蒸餾水清洗管柱(約 25 ml)' 再加入2 ml 0.25 mM的硫竣鎳(NiS04)

後依序以五倍管柱體積之蒸餾水、五倍體積之 PPE 緩街溶液清洗管柱。

完成平衡步驛後則可將經離心所得的上清液通入管柱，將上清液完全通

過管柱後，再以 25 ml 之 PPE 緩街溶液清洗管柱。標的蛋白質會吸附在

樹脂上，最後以味哇(5，悶， 20個 100 mM 1 2 ml ~，容於 PPE 緩街溶液)將吸

的在管柱上的蛋白溶析出。收集純化出來的蛋白進行透析(樣品在 PPE 緩

衝溶液中透析，一天中置換緩衝溶液三次)。透析後t!p進行蛋白質濃度測

定(protein concentration anaylsis) 、 FAD 含量測定(FAD content analysis) 、

酵素比活性測定(specific activity assay) 、螢光分析(fluorescence analysis) 

及酵素活性測定(kinetic study)等實驗。

C.蛋白質濃度測定:

將純化出來的蛋白質用 Bradford 方法測定其蛋白質濃度，該方法使

用 1μg 1 1 ).1 1 的 BSA(bovine serum albumin)作為定量的標準濃度，設定四

組標準濃度(standard concentration)BSA 其體積分別為 0μi 、 5μi 、 10 ).1 1 、

15μl 後，再以 PPE 緩街溶液將體積稀釋至 800μ1 '各樣品分別再加入 200

川的 Bradford 緩街溶液，使最終體積為 1000 ).1 1 後，反應在室溫下進行

5 分鐘後童入透光石英比色管中，在波長 595 nm 下掃瞄偵測吸光值(Hitach

U-3000) ，建立標準 BSA 濃度曲線。測試樣品之濃度經標準濃度曲線內
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差後即可得之。(詳細步驟請參闊的錄)。

D.FAD 含量測定:

將純化的 E3 蛋白質以 448 nm 的波長測定其光密度(optical density 

OD)進行 FAD 的定量。各取己純化的 E3 蛋白質 50 陀、 100 閱、 250 時

加熱煮沸 5 分鐘以便將蛋白質變性，將加熱後的蛋白質離心後收取上清

液，終體積為 1 ml '放入透光石英比色管中，在波長 220nm 至 500nm

下掃瞄(Hitach U-3000)後還定 OD448 作為定量 FAD 之含量測定。以民的

FAD 含量當作百分之百，再以相同步驟測定突變種蛋白質之 FAD 含量

後，再與野生種見的 FAD 令量作比較，即可得到突變種蛋白質 FAD 的

相對含量之百分比。

E.酵素活性測定:

酵素動力學分析是利用酵素反應之起始速率(initial velosity)計算後得

之。先準備不同濃度的 NAD+及 DI丑A各七種，其濃度分別為 0.1 mM; 0.15 

mM ; 0.2 mM ; 0.3 mM ; 1.0 mM ; 3.0 mM ; 6.0 mM。將已純化之蛋白質以

DHLA 及 NAD+當受質進行酵素活性測定。首先固定-NAD+的濃度，改

變 DI丑A 的濃度做反應，可得一組含七個反應點的數據;如此以七種NAD+

濃度重復上述步路即可得七組數據。再以起始速度的倒數 lN 為縱軸作

圈。以1I[DHLA]為橫輯，可得一組平行線(44 頁，閻 16A) ，表示此酵素

是屬於共兵機制(ping pong mechanism) ;此時則可利用公式

1八r =1IA(KoHLA / Vl) +lN(1 +KNAolB) ，求出其斜率為 KOHLA / V1 求取平

行線縱走輯的截距(&p 11 V)後，再以 11 [NAD+] 為橫軸，聞 16A 之截距

為縱軸作圈，可得一條直線，其縱軸截豆豆為1I Vmax' 斜率為 KNAO/Vmax;

利用公式 11 Vmax = (KNAO / V1)X 1 / B 刊/V1 可求出 KNAO 。

F.螢光分析:

當蛋白質以波長 296 nm 之光波照射時，會激發(exite)其分子內部的

色胺酸(tryptophan) ，當色月安酸由激發態、(exitation state)回復到基態(grand
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state)時會發射出波長約 300 nm 之放射光(emission light) ，此放射光可進

一步激發 NADH' 當 NADH 被激發後由激發態回復至11基態時，會使其在

波長 450nm 至 460nm 之間放出放射光;此外色胺酸發射出之放射光亦

可激發 FAD ，使 FAD 在 480nm 至 550 nm 之間產生放射光。由此，當

野生種 E3 以波長 296nm 的光激發後可在波長 480nm 至 550nm 之間觀

察到 FAD 放射光之曲線波峰;在加入受質(DHL 或 NADH)後，若 FAD

被遺厚、成 FADH' 則可以由 FAD 放射光曲線波峰的下降程度來推測反應

的進行程度;若反應進一步進行， FADH 將電子遞給 NAD+ ，使 NAD+還

潭、成 NADH ，貝1J 應可在 460nm 處觀察到 NADH 之放射光曲線波峰。依

上述潭、王里，取一定量(100μg) 已純化之蛋質以 DHL 、 NAD 、馬O2 、 NaBH4
等物質分成下列幾組實驗進行分析。 (1) DHL 單受質處理 (2) NAD+及

DHL 雙受質處理 (3) NaBH4 處理 (4) H202 處理等四組實驗。在添加反應

受質後將樣品裝入透光的石英比色管中置入 Hitach F- 4500 螢光分析儀

中，以 296nm 之波長光激發，在波長 300nm 至 570nm 之間觀察酵素放

射光螢光光譜的變化;此時 FAD 在 480 nm 至 550 nm 之間會有一放射光

波峰產生，而 NADH 在 450 nm 至 460nm 之間會有一放射光波峰產生。

當加入 DHL 8寺， FAD 還J!i、成 FADH' 此時 FAD 在 480nm 至 550nm 之

間放射光波峰會下降。當 FADH 將電子傳遞給NAD 產生了 NADH 峙，

此時在約 460nm 處會有一 NADH 的放射光波峰產生;籍由觀察 FAD 放

射光波峰的下降及 NADH 放射光波峰的產生，可以推測出電子在 FADH

及 NAD+之闊的傳遞情形。

將酵素依不同實驗組別加入所需的試劑，反應後再在不同的時間點

觀察其螢光曲線的變化，據以推論電子傳遞的情形及可能的傳遞路徑。(詳

細步驟請參閱附錄)。
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參、實驗結果:

(一)表達質體之建構:

將定點突變所合成之 pQE9-E3:K54E 及 pQE9個E3 :SK長SDNA 片段與

pQE9冉冉載體以 T41igase 進行聯結反應(ligation) ，將聯結成功的 DNA 送

入 JMI09 competent cell '經微篩選、微製備以抽取質體 DNA 後定序(DNA

sequencing) 。表達質體經核酸定序確認除了定點突變之突變點(K54E;

SK-KS)外無其它額外之突變( data not show)後，進行以下之蛋白質之表

達。(詳細部驟請參閱附錄)

(二)蛋白質之表達及純化:

將定序完成的質體 DNA 送入 M15 PDMl.l competent cell 內以 IPTG

誘發(induced)蛋白質之大量表達。破碎細胞、離心後，將收集到的蛋白

質上清液通過鎳離子管柱後，以味口生(5 ， 10 ， 20-100mM; 各 2 ml)依序溶

析(elution) ，收集 30mM 到 70 mM之味口生的溶析液。將收集來的樣品透

析 24 /J、時;然後再將樣品通過 Mono-Q 管柱。

由 Mono-Q 之光譜圓形(unpublished data)及 FPLC 之光譜圓形可得知

蛋白質的純度與章。由 FPLC 之結果只有單一吸光波峰得知此蛋白質是

一高純度的蛋白質。

(三)FPLC 分子篩選:

將上述純化的蛋白質通入 Superdex- HR200 管柱以觀測其分子量。

動相為 50 mM NaP04 (PH=8) 、 200 mMNaCl '在 UV 280nm 下偵測蛋白

質出現的時間 (retention time) 0 結果顯示在流速 0.5 ml / min 之下， E3 吸

光波峰約在 25 分鐘時出現，在此時間點的相對分子量為 100 kDa (參見的

頁，附圈 14 ) ;而已單體的分子最為 50 kDa 在約 27.5 分鐘處出現，由

此可知純化出來的蛋白質為雙體形態(參見 41 頁，俏麗的“A) 。以相同

方法處理 SK由KS 及 K54E' 結果發現在與野生種巳相同的時間點(約 25

分錯處) ，可觀察到吸光波峰(參見 41 頁，的圈 15-B 、的也C) 0 FPLC 分

析顯示 SK-KS 及 K54E 等兩種突變蛋白不會改變丸之雙體化本質，酵
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素仍然以同質雙體的形式存在。

(四)FAD 含量分析:

SK-KS 及 K54E 的 FAD 含量分別為院的 82% 及 90% 。而比活性

(specific activity)則分別為院的 46%及1.7 % (參見的頁，附表 2) 。茵此

得知比活性(specific activity)下降的主要因素並非來自 FAD 含量的下降。

(五) Kinetic Analysis: 

雙受質酵素其動力學表現有兩種不用種式，一為其兵機制，可以

V=Vmax [A] [B] / (KmB[A]+KmA[B]+ [A] [B])方程式計算出。另一種為

序列機制(order sequential mechanism) ，計算方程式為: V=Vmax[A] [B] / 

(Kia KmB +KmB[A]+KmA[B]+ [A][B]) 。

酵素動力學是用起始速度動力學的資料以起始速度的倒數 1N 為縱

軸，以1/[DHAL]為橫軸，作園時得一組平行線(見 44 頁，國 16-A) ，表

示野生種已是屬於兵再機制，此時則可利用公式

1八r =lIA(KoHLAN1) +lN(1 +KNAolB) ，求出其斜率為 KOHLA / V1 求取平

行線縱走軸的截距(即1/ V)後，再以lI[NAD+] 為橫軸，以圈 16A 之縱

軸截距(1N)為縱軸作圈，可得一條直線，其縱軸截距為1/Vmax '斜率

為 KNAO/Vmax; 利用公式 11 Vmax = (KNAO / Vj)X 1 / B +11 V1 可求出 K

NAD 
O 

SK-KS 突變蛋白質之酵素動力學分析結果亦得到一組相互平行的

直線，故反應機制不變，仍然是兵再機制，但其 Vmax 下降。(參見 44

頁;附屬阿拉)。至於 K54E 突變蛋白質賞問:舌性太低，無法測出其酵素

動力學的性質。

酵素動力學分析的結果如下:

Reaction type: F orward 

Varying substrates: DI-江A NAD+ 

Parameter 

Wild-type 

Km 

0.9377 

Km 

0.2183 

19 

Vmax 

0.4021 

Kcat 

459 S-I 



SK-KS 

K54E 

0.6796 

ND 

0.1637 0.0103 

ND ND 

21l S.l 

1.45 S仆

從上述數據中得知 K54 在酵素活化中心的催化反應扮演重要角色，

當 K54 發生突變時，明顯的降低酵素的周轉率(turτlOver rate ; Vmax 、 Kcat

下降) ，但酵素對受質的親和力不但不受影響反而上升(Km下降) ，因而

使 SK-KS 突變蛋白質的活性明顯的比已低， K54E 突變蛋白質甚至測不

到酵素活性。

(六) Fluorescence Study: 

(a) 二氫硫辛酸(DHL)單受質處理之螢光分析:

酵素在加入 DHL 後，若酵素的 FAD 可以被還原成 FADH' 貝11 原先

在 530nm 處的 FAD 放射光波峰將會依 FADH 的生成而下降。

且在 530nm 處有 FAD 的放射光波峰產生，在加入 DHL 後 FAD 的

放射光波峰迅速降至最低點;在 15 分鐘之後 'FAD 的放射光波峰回復

豆原來 80%的高度(見 46 頁，附窗口-A) ;在 NAD 不存在的情況下，電

子是由 DHL 傳至 Fi心，然後由 FADH 傳至可能存在的中間介質，故在

高濃度的 DI-立(酵素濃度的 50 倍)正向驅力下 'FADH 仍可氧化成 FAD 。

而 SK-KS 突變蛋白質之放射光波峰與民有相類似的園形，但下降後回

役的速度明顯比 E3 慢(約 30 分鐘時回副至原先的 80% ;見 46 頁，的圓

17-C) ;顯示電子自 DI-王L flJ FAD 闊的傳遞尚能進行，但在 FADH 下傳至

中間介質的路徑可能受到損傷，所以 FADH 重新氧化成 FAD 的反應進行

的較具慢。 K54E 突變蛋白質之 530nm 放射光波峰在加入 DHL 時只有

些微下降後幾乎停滯不動(見 46 頁， F付國 17品) ，推測其可能原茵有二;

一為 K54E 突變蛋白質的突變使自 FADH 下傳到 NAD+ 悶的中間介質受

到破壞，使得電子傳遞近乎停頓 'FADH 堆積進而使得 FAD 無法被逮f章，

所以 FAD 之 530 nm 放射光之波峰下降不多。另一可能原因為 K54E 突

變蛋白質處於 EH4 態，為不活性態，故無法將 FAD 選擇、成 FADH 0 

(b) 二氫石灰辛酸(DHL)和菸鹼臨胺腺嘿吟雙核苦酸(NAD+)雙受質之螢光分

析:
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在 NAD+存在的情況下， DHL 將 FAD 還厚、成 FADH' 而 FADH 可進

一步將其電子往前傳給 NAD+產生 NADH ，在圓形上可以觀察到 FAD 之

530 nm 放射光波峰下降及 NAD+之 460nm 放射光波峰的上升(參見 48

頁， Ni 圈 18-A) 。實驗結果發現 SK-KS 突變蛋白質具有與 E3 相似的圖

形，但其 FAD 放射光波峰下降後回復的速度及 NAD+放射光波峰的上升

後回復的速度均較具慢(參見 48 頁，的圈內司B) 。顯示 SK-KS 突變蛋白

質的電子傳遞是可進行的，但較 E3 慢。 K54E 突變蛋白質在單受質(DHL)

實驗時，其電子的正向傳遞不能進行(參見 46 頁，附國 17- B) ;但在雙

受質實驗時卻有與 SK-KS 突變蛋白質相似的園形，顯示 K54E 突變蛋白

質的電子傳遞在 NAD+存在的情形下亦能傳遞(參見 48 頁，附國 18-B 以

及討論的部分)。

(c)還潭、齊11 NaBH4 之螢光分析:

電子由 DHL 經活性雙硫基傳至 FAD' 使 FAD 還厚、成 FADH; 再由

FADH 經中間介質傳至 NAD+' 使得 NAD+還原成 NADH 。在單受質 DHL

實驗時，電子可能是由 FADH 傳至酵素的某部分(可能是 FADH 與 NAD

間的中間介質) 0 K54E 突變蛋白質之 FAD 無法順利還原成 FADH' 電子

無法順利由 DHL 傳至 FAD 進而將 FAD 還原，可能是活性雙硫基與 FAD

問被阻斷或 FADH 與 NAD+間的中間介質受到破壞所造成。為釐清此問

題，於是以還原劑 NaBH4 將 FAD 直接還原，嘗試由中央推動反應，避

問:舌性雙硫基，探究 FADH 與 NAD+闊的中間介質是否受到破壞。

結果發現 SK-KS 突變蛋白質之 FAD 放射光波峰下降後約 60 分鐘時

可回復一半的高度(參見到頁，的圈 19-C) ，而已貝IJ 只需 5 分鐘即可回

復至一半的高度(參見到頁，的圓 19伺A) ，顯示 SK-KS 突變蛋白質之 FAD

能自由的還厚、與氧化，但速度較野生種巨3 慢。至於 K54E 突變蛋白質的

放射光波峰則沒變化(參見到頁，附囡 19-B) ，顯示 FAD 無法被還原，

自 FADH 至 NAD 這一方向的反應無法進行。

(d) K54E 以 0.02 % H20 過夜處理:

在 DHL 單受質實驗中推測酵素可能是處於 EH4 態，為證實此可能

性，乃將酵素以 0.02 % H202 過夜處理，嘗試將其由 EH4 態氧化成 EH2
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態或 E 態。再經過以 0.02 %呵。2 過夜處理後，其 FAD 之 530 nm 放射

光波峰較正常高度高(參見 46 頁窗口-B 及 52 頁圈 20) ，顯示同O2 過夜

處理後，部分 FADH 氧化成 FAD 0 在加入受質 DHL 後觀察到 FAD 之放

射光波峰在 5 分鐘時下降至一半的高度，證明酵素原是處於不具活性的

EH4 態，經 H202 過夜處理後氧化成具有活性的 E 態或 EH2 態後， FAD 

至 FADH 方向又恢復了部分活性。但 460nm 處並未產生 NAD+的放射光

波峰，顯然 FADH 至 NAD 方向仍沒活性;此一結呆與 DHL 與 NAD+雙

受質實驗結果不符，可能是由同O2 過夜處理後酵素的部分細微構造有

所改變所造成。(參見 52 頁，附圈 20 ) 
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肆、討論

在 Eukarya 、 Eubacteria 及 Archea 等菌，其酵索一級結構的 FAD 結

合區域附近有高度的相似性(William， 1992; Pate! , 1996; Patel , 1989; 

Deconarain, 1990) 。酵素的就胺駿殘基(cystine residu呵，相當於人類委主耽

甘獄還原晦的 cystine-47)推測為負責酵素的電子轉移，即成胺梭于究基附

近是酵素的活性中心(Deonarain， 1990) 。而酵素的 C-端股股貝11 可能與酵索

維持具有活性的問質雙體的穩定性有關(Benen， 1992) 。

在以定點突變聚合嗨鍊鎖反應(SDM -PCR)合成突變片段以作為插入

子的過程中，發現以 Taq DNA 聚合晦合成的插入子突變片段在 DNA 定

序時，每個菌落( colone)幾乎都有一個至數個額外的突變，而使得整個實

驗效率不甚理想。探究其可能的原因為:

一 : Taq DNA 聚合嗨並無校正(proof reading)功能，故造成額外突變的可

能性是一直存在的，額外突變的發生只是機率問題 o

二: Taq DNA 聚合晦的錯誤率約為 111000 (廠商提供之數據) ，而本實驗

所合成帶有突變點的定點突變片段約 1500 bps '故在全長中多了一個

額外的突變是可想見立合理的。

三:為改造上述缺點，改用 PfuDNA 聚合嗨， Jl:!::.酵素具有校正( proof 

reading)的功能，能改善 TaqDNA 聚合自每的錯誤。但使用 PfuDNA 聚

合嗨在 second PCR 放大持其產率較低，降低了聯結反應、轉形反應

及選殖時的成功率。

四:解決 PfuDNA 聚合嗨在 second PCR 放大時產率較低所造成增加後續

實驗難度的問題，可以將 second PCR 放大的產物純化後作為模板，

再加 L1 ~I 子及 LS 引子進行 third PCR 放大來有效解決。

在蛋白質純化的過程中，利用咪哇(imidazol)與組股酸(histidine)的構

造相似，競爭取代蛋白質在樹脂的位置，進而將蛋白質純化出來。但部

份亦隨蛋白質溶折扣lute) 出來;而咪吱會干擾蛋白質螢光反應分析的結

果，所以必須將其去除。先前採用 24 小時透析法(dialysis)發現無法完全

去除味哇，於是在 24 小時透析後再將樣品通過 Mono-Q 管柱(Pharmacia)
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將殘留的味口堂去除 O 在通過 Mono-Q 管柱時必需將樣品作 2 至 3 倍的稀

釋，才能有效的去除味哇。 Mono咀Q 管柱具有濃縮樣品的效果，但是在

以 SDS-PAGE 檢驗中發現在洗出液(flow through) 中有標的蛋白質。換言

之，在以 PPE 緩衝溶液沖洗特 l!p:有部分標的蛋白質被洗出，進而減少蠶

類梯度(salt gradient)時蛋白質的量，影響酵素的比活性(specific activity) 。

改以 D巳52 管柱取代 Mono-Q 管柱;溶析緩街溶液則以 d征匙。取代 PPE

緩街溶液，明顯的提高酵素的比活性。此外，因使用 Mono咽 Q 管柱純化

樣品時需將樣品做 2-3 倍稀釋，對咪哇才會有較佳的去除效果;如此使

樣品體積增大，需較長的注入時間，加上平衡 Mono- Q 管柱亦需較長的

時悶，故建議改用 DE-52 管柱取代 Mono- Q 管柱，可以有效的提升工作

效率，縮短純化樣品所需的時間。

K54E 在 DHL 單受質螢光分析時，在 530nm 處所形成的 FAD 放射

光波峰幾乎不變，即 FAD 轉變成 FADH 的反應不能進行。其可能原因

有二，一為 K54E 的突變使自 FADH 下傳至lJ NAD+闊的中間介質受到破

壞，使得電子傳遞近乎停頓，進而使得 FAD 無法被還原(因產物 FADH

堆積) ，所以 FAD 之 530nm 放射光曲線之波峰下降不多。另一可能原因

為 K54E 處於 EH4 態，為不活性狀態，故無法將 FAD 還原成 FAD旺。

在 NaBH4 實驗中觀察到，跳過 DHL 與 FAD 中間的電子傳遞步騁，直接

對 FAD 進行反應，但是不能將 FAD 進一步的還原。K54E 之 NAD+及 DHL

雙受質反應中，卻可使 FAD 順利形成 FADH' 立在進一步將電子傳給 NAD+

形成 NADH 。

由實驗結果顯示 K54E 在 DHL 單受質反應及 NaBH4 強還劑處理峙的

電子傳遞遇到了瓶頸，其可能的原因是酵素形成了 EH4 態(Williams，

1995 ;參見 53 頁，的圈 21 )。酵素在 E 態及 EH2 態問可自由的轉換，

為可逆反應;但酵素一但進入 E4 態貝IJ 成為不可逆反應。為驗話此推論，

故將 K54E 進行 H202 過夜處理之實驗，企盟將 FAD 的氧化程度提升，

印證實酵素是處於 EH4 態。

將 K54E 以 H202 處理一夜後，再進行 DHL 螢光反應分析，結果發現

電子自 FAD 至 FADH 闊的流動較先前的 DI-丑單受質反應及 NaBH4 強還
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原齊'1處理峙的電子傳遞明顯增加(固 21 ， 53 頁)。此乃因 EH4 態酵素被 H202
給氧化成 E 態或 EH2 態，電子又可自由傳遞了。

歸納實驗結果， K54E 活性的喪失主因可能是因為突變使得活性雙硫

基與 FAD 無法順利形成 thiolate-FAD 的中間體;次因 FADH 與 NAD 之

闊的中間體受到部分破壞。此乃因 DI-孔將電子對傳給 FAD 之前， FAD 

需先與活性雙石炭基反應形成 thi0 late-F AD 的中間反應;而 Lys-54 具有穩

定 thiolate-FAD 的作用，所以當 lys-54 發生突變後 thiolate-FAD 的交互作

用無法形成，以致於電子無法由 DHL 傳至 FAD 形成 FADH 。在此情況

下，酵素桂易形成 EH4 態(Kazuko， 1994) ，所以即使跳過 thiolate-FAD ' 

以 NaBH4 自中間推動反應 'FAD 仍無法還原成 FADH 。當 NAD 加入後，

NAD 具有穩定凡的 semlqumnone 的作用，使原先無法形成 thiolate- FAD 

的情況，獲得改善;至於 NAD 能誘發 K54E 之活性(NAD induced activity) , 

可能是透過改變 K54 之 FAD semiquiunone 的穩定性，進而調節酵素的活

性。但在呵。2過夜處理的實驗中 'FAD 可以再度被還原成 FADH' 但 FADH

卻無法使 NAD 還原成 NADH; 可能是因為突變菌種之結構原本即較不

穩定，原本突變處之結構在經過同O2過夜處理後，可能產生了更大的破

壞，而使酵素在 FADH 下傳至 NAD 之路徑完全阻斷 'NAD 無法被還厚、

成 NAD日，因而觀察到與第二組雙受質實驗(FAD 與 NAD 處理)不一樣

的結果(無 NADH 之形成) ，詳細的機制尚待進一步的探討。

由上述種種證據，推測在 FAD 和 NAD+之間，可能存在著一個能接

受子與傳遞電子的中間體，而 K54 正是比中間體的一部分。(參見 54 頁，

俏麗 22 ) 
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囡 1 :的酸去氫嗨複令體催化反應的總反應式

26 



人y VLips 

\NNAD+ ~NAD+ 
(7日;17(1;1

V二
n
h
u
u

一巴叩
h
H

」

/ 

SH S 一、
BH T I ) ---,.... 

S>---- S..--.-/ :hp 
國 2: 二氫硫辛酸去氫梅催化反應的反應機制，途中 B 代表活

性鹼基， S-S 代表活性雙硫基 'F 代表 FAD 0 

27 



Enzyme 
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MR 

表 1 :口票口令核苦氧化還原、西每家族酵素的受質與產物

Substrates 

Cf仁 O
./、..:' 11 

\.H2 ýH2(CH2)4CNH2 
\/ 

HS SH 

Dihydrolipoamide 

G~y G!y 
-YG lu-Cys-S-s-Cÿs-Gluy 

Oxidized Glutathione 

Oxidized Thioredoxin 

日創立)

Products 

dft4侃L:間A
\:../ ~、“再

Lipoamide 

Gfy 
-yGlu. Cys-SH 

Reduced Glutathione 

Reduced Thioredoxin 

HgO 

(伊2)3NH(?2)4(?H2)3NH(4Ebk

TTR NEE N H NEE NEE 

G ?IY Giy Giyly 
)G妞-Cys-S-S-Cys-Gluy -yG lu-Cys-SH HS-Cys-Gluy 

Oxidized Trypanothione Reduced Trypanothione 

COOH COOH 

AD é\GC司L、
E/E'、 H2 ~\石CL句、E/L 日2 

HS SH S-S 

Dihydroasparagusic acid Asparagusic acid 

GSR )Gh卜Cys-S-S心戶-Gluy -yG lu-Cys-SH 
bis-y-glutamylcystine )ιglutamylcysteine 

(參見 :L心， 1994 ) 
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扇上的酸去氫鵲複合體所參與的能量代謝路路徑圈。
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fllO-blnding domoin 

NAO-binding dom t'l in 

圈 4:人類二氧石灰辛敢去氫梅與委主統甘月太遠原、時(GR， 60) 的錄摺

(chain fold) 比較圈。以金框區分成四個區域( domain) ，由 N 端
至 C 端依序為 FAD 結合區域、 NAD 結合區域、中心區域及接

觸區域。箭頭符號代表今平板，帶有羅馬數字的長方形框代表伽

螺旋。空，心長方框是 E3 與 GRDNA 序列相同的部分。阿拉伯

數字是人類已的胺基酸殘基 ;S心是酵素的活性雙硫基 ;N 與

C 分別代表酵素的 NH2 端與 COOH 端。(參見 Mattevi Andrea et 

al. 1992) 
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竄去只戶uorescens 菌的硫辛酸去氫自每月質雙體帶狀圖 (Kraulis，

的91) 。以顏色深淺來區分雙體構造的兩個單鐘，深灰色部分為

一單體，其餘為另一單嫂。黑色顆粒為 FAD 分子。每一單體區

分成 FAD 結合區域(按基酸成基 1 至 150)' NAD 結合區域(月安

基酸殘基 151 至 280) ，中心區域(胺基酸殘基 281 至 350) ，接

觸區域(胺基酸殘基 351 至 472) 。酵素的活性中心是由單體的

FAD 結合區域、 NAD 結合皂域與另一單殼的接觸區域所組成。
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l:.~ COOH 

圈 6:NAD 結合部位的一般構造園(摘自 Bourguignon， J., 1992) 。

NAD 結合部位是由六股平行的 β-sheets (βA， ßB , ßC, ßD , 

βE， ß F) 及四個 α-helices (αB ， αC， αE， αF) 所組成，其

中 ß-DABC 之結構又稱為羅斯設曲摺(Rossmann fold) 。

32 



H H H 0 
11 

H.C -C-C 甸回C-CH.-O-P但OH-it1 , al 
OHOHOH OH 

C ‘ .N_ .N ‘ 

"、c 一C7 、C; 、C<" 、C=。

H.C-C;:--. ~C、 .-<-C、 ~N-H
d 、c' ‘N' 、C'

11 
o 

(rib<:>fl:avin mononuckotkk) F MN 

l'yTol'hosphste 

r一--^--一、
O 。村

( rH叭抖~注一一→o一?
IH 句q 一O 刊 OH OH 一一-一C 呵“ 

O-R泉Ribitol切叫I~ H-Ç-吋OH 惘
、 g

I H-Ç-OH 'í HO-C -H 

lH毛 -H L一二
i A 

~_C、.1'1、 ~N、
H，C可C"" 、C~ 、('7 、'C "'û 

11 f 
H3C -C、c.....C、~rC\γN咐O 

f1nm 

Fùvin ad開ine d1nadeotide (F AO). 

口(〈;yoNH 〈x:1)“ i
::;二口 :1;;;1 

DRlMMJ:1工J:1立J (O-Rib05C 

i?-?H i O 

*一分下的改〈仆， - OJ{ ) J[X. 

Pyrophúspru. lc 。fl
代“!!" QIJ f\f NAOI汁

留 7: FAD 與 NAD+ 之平面構造閻

勻，、
jj 

L一一可{一--.J，

Adaùne 



f121C=Û....…耳、再α也....H
N 

AH…....0=CK232 
R280\N.......C\N 

I121NHUHNrb吧~C作品... u-. 
H G187H O 

q lO N N :H NEIE208 

\OJFLA 耳 HV188一
月九八'‘ L … …) … 

C-C 仙… \/6.ON24 豆、 /OH 。=
;當 Sm oNlO叫:19，/PCJ3fF

: 9一仁
HO Qφ37η3 尺:ρ 血O倒8 …尸f
?C25于

、 3 4 。

NAD domain 

由08 H ç--t' 
\3αN I 
p-qtα 

也80C=û.......H '0 3α0 

αV (187-210) G187: main chain, amide NI玉， H-bond to ON2 
V188: main chain, amide NH, H-bond to ON2 

ßN4 (203-208) E208: main chain, amide NH, H-bond to 03' via HOH 
side chain, H-bond to 02'A and 03'A 

αVI (219-233) K232: main chain, carbonyl 0 , H-bond to 0 A2 and OA1 via HOH 

ßMN1 (240-249) V243 main chain, amide NH, H-bond to adenine N1A 
main chain, carbonyl 0 , H-bond to adenine N6αA 

ßN2 (272耐277) 的80: side chain, H-bond to 03' via HOH 
main chain, carbonyl 0 , H-bond to Nicotiamide 3αN 

αVII (327-343) M327: main chain, Carbonyl 0 , H-bond to 02' 

Interface domain 
αVIII (370-377) Q373: main chain, carbonyl 0 , H-bond to 02'A via HOH 

扇 8:位於二氫硫辛酸去氫梅的 NAD 結合部位附近的胺基酸示

意圖(參見了， C. Liu , 1994) 0 
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圈 9:位於二氫石灰辛酸去氫晦的 FAD 結合部位附近的胺基酸示意

圖(參見T. C. Liu, 1994) 。
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留 10:位於 FAD 附近且與 FAD 能形成氫鍵的胺基酸示意圖。
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囝 11 :依據人類袋就甘版還房、嗨三度空間分子模式推測之人類

二氫硫辛酸去氫晦的活性中心示意圈。該圖包括 Lipoic acid 與

NAD' 活性雙Z炭基是由 Cys曲的與 Cys由50 所構成;活性盡全基

His-452 (H452)與 Glu-457 (E衍7)是來自另一單體。 FAD 及可能

與受質起作用的胺基酸殘基則如國所示。 (modified f全om Jentoft et 

al.) 
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圈 12: pQE-9 表達系統之說明圓(摘錄自 Qiagen biochemical 

company 產品說明書)。
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* 

囡曰 :pQE吋9-E3 突變表達載體之構建圈。模板是 pQE-9毛3 ; ~ I 
子的 DNA 序列分別為: Ll: 5'-GCG CGC GGA TCC GCA GAT 

CAG CCG ATT-3'; LS: 5'-GCG CGC GTC GAC TCA AAA GTT 

GAT TGA TTT GCC-3' 0 (參見 Liu，了.C. ， 1994)
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圈 15: FPLC 分子篩選(molecular sieving) 色層分析圈。本實驗使

用之管柱為 Superdex- HR200 '流動相(moving phase)為 50mM

NaP04 (PH=8) 、 200 mMNaCl '流速為 0.5 ml/ min 0 該筒中 X

軸代表滯留時問(retention time) , Y 軸代表蛋白質在 UV280 nm 

監測下的吸光佐(以 mV 代表)。國 A 為 E3 '聞 B 為 SK-KS 突

變蛋白質，圈 C 為 K54E 突變蛋白質。滯留日等問內差至廚 14 之

估算曲線後得知三者的分子量皆約為 100 kDa (參見圖 14 計算

曲線) ，因為巳的單體分子量約為 50Kda; 所以本實驗證實此三

種蛋白質皆為同質雙體的形式。
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表示個別蛋白質之酵素比活性與 FAD 之含量比較

.. - jSpecific a仰ity FAD content Kcat 

wild四type E3 100% (540U/mg) 100% 459 S仆

SK-KS 46% (248U/mg) 82% 211 S珊 1

K54E 1.7%(9. 18U/mg) 90% 1.45 S-I 

43 



A B 

nu nv nu 

30 

5 1sk多f 是三 500 
F吋

反~Slope=2.32 
Slopc=65.97 

。 oO 2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12 

l/[DHL] l/[DHL] 

nu l 
300 

這 ~ 
逅的

F叫 F叫

Y=2 .4 8G7+0.S428X Y=97.0349+ 15.9521 X 

O O 。2 4 6 8 10 12 O 2 4 6 8 10 12 

l/[NAD+] l/[NAD可

44 



囝而是酵素動力學之分析圈。圍而且A 是旦的酵素動力學分

析圈。已表現出雙受質的手兵機制 (ping-pong mechanism) ;正

反應結果 Vmax = 0.4021 , K[NAD] = 0.2183 , K[DHL]=0.9377, 

Kcat=459S-1 0 囡呵呵B 是五3:SK目KS 突變蛋白質的酵素動力學分

析圈。民:SK-KS 突變蛋白質亦為雙受質的兵馬機制;正反應結

果 Vmax = 0.0103 , K[NAD]= 0.1637, K[DHL] = 0.6796, Kcat = 

211 S-I 。

酵素動力學分析是利用酵素之起始速率計算後得之。先準

備不同濃度的 NAD 及 DHLA 各七種，其濃度分別為 0.1 mM; 

0.15 mM; 0.2 mM; 0.3 mM; 1.0 mM; 3.0 mM; 6.0 mM 0 將純化

出之蛋白質以 DHLA 及 NAD 當受質進行酵素活性測定。首先

固定一種 NAD 的濃度，改變 DHL 的濃度進行反應，可得一組

合七個反應點的數據;如此以七種 NAD 濃度重復上述步，聽即可

得七組數據。再以起始速度的倒數 1/V 為縱軸作圈。以l/[DHLA]

為橫輯，可得一是且平行線(圖 16A-1) ， 平行線之結果表示此酵素

是屬於手共機制;此時則可利用公式l/V = 11 A(KoHLA / V 1 ) 

十1N(l+ KNAO / B) ，求出其斜率為 KOHLA / V1 求取平行線縱走

軸的距(即 1/ V)後，再以 11 [NAD+] 為橫軸，圓的A-l 之截距

為縱軸作圈，可得一條直線，其縱軸截距為 11 Vmax '斜率為

KNAO / Vmax 可作出圓的A-2 ; 利用公式 1/ Vmax = (KNAO / V 1) 

X1/B+lI V 1 即可求出 KNAO 0 
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國 17 : DHL 單受質螢光反應分析竄。每一反應使用酵素 100 微

克(μg) , DHL 最終濃度為 50μM' 反應最終體積為 1 ml 0 反應

在不同的時間點觀察酵素的螢光變化。

國 A 為丸之螢光反應曲線圖;曲線 1 為酵素 100μg 的螢

光表現罰;曲線 2 為潭、曲線 1 的酵素加入 50μMDHL 後的螢光

表現聞;曲線 3 為曲線 2 經 5 分鐘後的螢光表現圈;曲線 4 為

曲線 2 經 10 分鐘後的螢光表現國;曲線 5 為曲線 2 經 15 分鐘

後的螢光表現園。

圓 B 為 K54E 突變蛋白質之螢光反應曲線圈;曲線 i 為酵

素 100μg 的螢光表現圓;曲線 2 為厚、曲線 l 的韓素加入到 μM

DHL 後的螢光表現窗;反應至此停滯不動。

圈 C 為 SK-KS 突變蛋白質之螢光反應曲線圈;曲線 l 為酵

素 100μg 的螢光表現閻;曲線 2 為潭、曲線 1 的酵素加入 20μM

DHL 後的螢光表現圖;曲線 3 為曲線 2 經 10 分鐘後的螢光表

現圓;曲線 4 為曲線 2 經 15 分鐘後的螢光表現圈;曲線 5 為曲

線 2 經 20 分鐘後的螢光表現圓;曲線 6 為曲線 2 經 30 分鐘後

的螢光表現圈。
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圈 18: 酵素以 DHL 與 NAD+ 進行雙受質處理後之螢光反應題。

每一反應使用酵素 100 微克(μg) , DHL 及 NAD+的最終濃度為

50μM' 反應最終體積為 1ml o 反應在不同的時間點，點觀察酵

素的螢光曲線變化。

囡 A 為 E3 之螢光反應曲線圖;曲線 l 為韓素 100 Jlg 的螢光

表現圈;曲線 2 為厚、曲線 1 的酵素力。入到 μMNAD+il測得的

螢光表現圈;曲線 3 為曲線 2 再加入 50μMDHL 後測得的螢

光表現，囡;曲線 4 為曲線 3 經 5 分鐘後測得的螢光表現圈;曲

線 5 為曲線 3 經 7.5 分鐘後測得的螢光表現圓;曲線 6 為曲線 3

經 10 分鐘後測得的後的螢光表現聞;曲線 7 為曲線 3 經 12.5

分鐘後測得的後的螢光表現圈;曲線 8 為曲線 3 經 20 分鐘後測

得的後的螢光表現扇。

圓 B 為 K54E 突變蛋白質之螢光反應曲線圈;曲線 l 為酵

素 100μg 的螢光表現圓;曲線 2 為房、曲線 l 的酵素加入到 μM

NAD 後測得的螢光表現圈;曲線 3 為曲線 2 再加入到 μMDHL

後測得的螢光表現園;曲線 4 為曲線 3 經 2 分鐘後測得的螢光

表現圈;曲線 5 為曲線 3 經 5 分鐘後測得的螢光表現菌;曲線

6 為曲線 3 經 10 分鐘後測得的後的螢光表現圈。

圓 C 為 SK-KS 突變蛋白質之螢光反應曲線圈;曲線 i 為酵

素 100 闊的螢光表現圈;曲線 2 為原、曲線 1 的酵素加入 50μM

NAD 後測得的螢光表現圓;曲線 3 為曲線 2 再加入到 μMDHL

後測得的螢光表現自;曲線尋為曲線 3 經1.5 分鐘後測得的螢

光表現園;曲線 5 為曲線 3 經 8 分鐘後測得的螢光表現園;曲

線 6 為曲線 3 經 10 分鐘後測得的後的螢光表現圈;曲線?為曲

線 3 經 15 分鐘後測得的後的螢光表現圈;曲線 8 為曲線 3 經 25

分鐘後測得的後的螢光表現圈。
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園 19 : NaBH4 處理後之螢光反應圈。每一反應使用酵素 100 微

克(μg) , DHL 最終濃度為 50μM' 反應最終體積為 1 ml 0 反應

在不同的時間點觀察螢光變化。問 A 為丸之螢光反應曲線圈;

曲線 l 為酵素 100μg 的螢光表現國;曲線 2 為原曲線 i 的酵素

加入 NaBH4 (1 0 mg/ml, 10μ1)後的螢光表現園;曲線 3 為曲線 2

經 2.5 分鐘後的螢光表現圈;曲線 4 為曲線 2 經 5 分鐘後的螢

光表現閻;曲線 5 為曲線 2 經 7.5 分鐘後的螢光表現圈;曲線 6

為曲線 2 經 10 分鐘後的螢光表現圈。聞 B 為 K54E 突變蛋白質

之螢光反應曲線圈;曲線 1 為酵素 100μg 的螢光表現園;曲線

2 為原曲線 1 的酵素加入 NaB凡 (10 mg/ml, 10 抖。後的螢光表現
國;反應至此停滯不動。圖 C 為 SK-KS 突變蛋白質之螢光反應

曲線國;曲線 1 為酵素 100μg 的螢光表現圈;曲線 2 為原曲線

1 的酵素加入 NaBH4 (1 0 mg/ml, 10μ1)後的螢光表現囡;曲線 3

為曲線 2 經 20 分錯後的螢光表現圓;曲線 4 為曲線 2 經 30 分

鐘後的螢光表瑰麗;曲線 5 為曲線 2 經 60 分鐘後的螢光表現圈。
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囝 20 : K54E 突變蛋白質經註202 過夜處理後的螢光反應。上聞

為 K54E 突變蛋白質經 0.02 % H202 過夜處理後的螢光反應，反
應使用酵素 35 微克， DHL 及 NAD 最終濃度為 50μM' 反應

最終體積為 1 ml 0 反應在不同的時間點觀察螢光變化。曲線 l

為韓素的螢光表現曲線;曲線 2 為將曲線 1 酵素再加入 NAD

後的螢光表現曲線;曲線 3 為將曲線 2 酵素再加入 DHL 後的螢

光表現曲線;曲線 4 為曲線 3 經 5 分鐘後的螢光表現曲線。
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圈 21 :酵素 EH2 態與 EH4 態悶的氧化還潭、機制假說屬

( William, C. H. , 1995) 
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第六章的錄

Protocol of 1st PCR amplified 
(一 )Prepare dNTP (2.5mM) Mixture 

10μ1 dGTP( 100mM) 

10 μ1 dATP( 100mM) 

10 μ1 dTTP( 100mM) 

10μ1 dCTP( 1 OOmM) 

(二 )Prepare Reaction Mixture: 

100μi 

(1) 1 0 X reaction buffer 10 μi 

(2)dNTP 8μi 

(3 )template(E3 11100 dilute ) 2μi 

(4 )LS( or L 1) primer 2μi 

(5)H20 75.5μi 

(6)Enzyme(Taq Polymerase ) 0.5μi 

(7)SDM primer( 5' or 3') 2μi 

+ 360μ1 H 20 

= 400μi 

Xn 

n X 10μ! 

nX8μ! 

nX2μi 

nX2μi 

n X 75.5μi 

n X 0.5μi 

*** 
Reaction Mixture (n X 8)/n=98( for each ) 

(三 )Thermal Cycle 35 cycles ---......, 

94 0C ( 7mins) 一莎 94OC'( lmin)~20C (1 min4 72
0
C (2mins) 

一抄 72
0

C (7 m i n s) ~ 4 oc (∞) 

(四 )Check 1 st PCR products 

5μ1 Sample + 2μ1 Loading Buffer by 

2% agarose gel electrophoresis . 
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Protocol of purification 1st PCR amplified products 

1.加入 4 倍體積之 N-butanol( 約 400μ1) ， Mix 

2. Centrifuge at 12 ,000 rpm for 1 minute. 

3. Discard the supernatant (N-butano1) 

4. Add 50 μ1 N-butanol , Mix (optimal to condense sample 

volume to 20-25μl).Centrifuge at 12 ,000 rpm for 1 minute. 

5. Discard the supernatant (N-butanol) 

6. Add 50μ1 chloroform , Mix 

7. Centrifuge at 12 ,000 rpm for 1 minute 

8. Add 5μ1 Loading dye to the supernatant ,mix well 

and loading to big comb agarose gel 

9. E1ectrophoresis 30 minutes 

10. Cut down significant band on ge1 (contain DNA) , 

under UV light 365nm , transfer the gel slice to a new 

1.5 ml eppendor f. 

11. QIAEX II Agarose Gel Extraction Protocol 

12. check purify products(3μ1) + 2μ1 Loading dye 

13. Electrophoresis 30 minutes to check recovery rate. 

14. Put DNA into -20
o
C freezer conserve. 

5 X TBE for 1 % agarose gel (20 ml) 

(1) Took 0.2 gm agarose powder dissolving in 16ml H20. 

(2) Putted into microwave stove for heating 90 seconds. 

(3) Added 5 X TBE 4ml 

(4) Wai ted the temperature decreasing to optimal ,then 

added 20μ1 ( 1000 X ) EtBr (Ethidium Bramide 

0.5 mg/m 1) for fl uorescence dye. 

(5)Pouring the dissolving agarose gel into pattern box 

and stand in room temperature for 1 hou r. 

.. Big ge1 = 40 ml Smal1 gel = 20 ml 
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Protocol of 2nd PCR amplification. 

1st PCR purified products(3')-+Ll primer(5') 

1 st PCR puri fied products( 5') -+ LS primer(3') 

(一 )Prepare ReactÎon Mixture: 

(1) 10 X reaction buffer 

(2)dNTP 

(3 )template(五3/Sal 1 11100 dilute) 

(4)Ll( or LS) primer 

(5)HzO 

(6)Enzyme(Taq Polymerase ) 

( 7) 1 s t P C R P u r i fi e d p r 0 d u c t 

Reaction Mixture 

100μi Xn 
一

10 μi n X 10 μ! 

8μ! nX8μi 

2μi nX2μi 

2μi nX2μi 

27.5μ! n X 27.5μi 

0.5μl nX 0.5μi 

50 μi *** 
(n X 50)/5=50( for each) 

(二 )Thermal Cycles: 

94
0

C 7 mins 

94
0

C 1 min 

52
0C 1 min 

72
0C 2mins 

72
0

C 7mins 

4
0

C co 

vd p、
J

可
l
L
l
j
J

(三 )Check 2nd PCR products 

5μ1 Sample + 2μ1 Loading Buffer by 

2% agarose gel electrophoresis . 
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Protocol of purification 2nd amplified PCR products 

加入 4 倍體積之 N-butanol( 約 400μ1) ， Mix 

1. Centrifuge at 12 ,000 rpm for 1 minute. 

2. Discard the supernatant (N-butanol) 

3. Add 50 μ1 N-butanol , Mix (optimal to condense sample 

volume to 20-25μ1) 

4. Centrifuge at 12 ,000 rpm for 1 minute. 

5. Discard the supernatant (N -butanol) 

6. Add 50 μ1 chloroform , Mix 

7. Centrifuge at 12 ,000 rpm for 1 minute 

8. Add 5μ1 Loading 吐ye to the supernatant,mix well 

and loading to big comb agarose gel 

9. Electrophoresis 30 minutes 

10. Cut down significant band on gel (contain DNA) , 

under UV light 365nm , transfer the gel slice to a new 

1.5 ml eppendor f. 

11. QIAEX II Agarose Gel Extraction Protocol 

12.check purify products(3μ1) + 2μ1 Loading dye 

13. Electrophoresis 30 minutes to check recovery rate. 

14. Put DNA into -20
o
C freezer conserve. 
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10% 12.5% 

resolving gel Stacking gel Resolving gel Stacking gel 

4ml) (2ml) (4ml) (2ml) 

acrylamid令bisacrylamide 1.33 ml 0.25 ml 1.66 ml 0.25ml 

(30:0.8) 

3M Tris-HCl (pH 8.8) 0.25 ml _.柵欄 1.5M Tris: 1 ml ---

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 也-- 0.5 ml 0.5 ml 

10 % SDS 0.04ml 0.02 ml 0.04 ml 0.02 ml 

1.5 % AP 0.5 ml 0.1 ml 0.5 ml 0.1 ml 

dH)O 1.63 ml 1.03 ml 0.79 ml 1.03 ml 

TEMED 2μ! 2μl 2μi 2μi 

2. Electro buffer: Tris 

glycine 

SDS 

3g 

14.4 g 

1 g 

add dH20 to 1000 ml 

3. Sample buffer: Tris-HCl (pH 6.8) 

2% SDS 

1.25 MDTT 

10 % glycerol 

1 ml 

2 ml 

0.5 ml (lI20) 

1 ml 

Bromophenol blue 0.5 ml (0.002 %) 

add H)O to final volume = 10 ml 

(Tris打Cl PH 6.8 周配 stacking gel 的 Tr泊， 10% SDS dilute 成 2%)
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4. Coomassie blue staining soIution: (total volume 500 ml ) 

coomassie blue R250 (0.1 %) in water 208 mI 

methanol 208 ml 

glacial acetic acid 

均以濾紙過濾

84 ml 

5. Destain solution: Acetic acid 

methanol 

ddH步。

50 ml 

150 ml 

300 ml 

6. TBS buffer: 0.5M Tris-HCl (PH 7.4) 

(or Tris-HCl 

NaCI 

20 ml 

1.33 g) 

9g 

add dH20 to 1000 ml 

••• 

EA 

T
i山

o

ken Hna 
-
-
叫
出

-UVde mu-um 
ri 

自
U
V

FIL E-u '
。σ

b
 

n 位o g--A B 
吋
/ 9.1 g 

43.2 g 

600 ml 

add dH,O to 3000 ml 

8. Substrate solution: 4-chloro- 卜napthol (0.06% g/ml) 30mg 

力加入 10ml nethanol 使溶解

力加入 TBS buffer to 50 ml 

(~加入 20~d H202 使 NC paper 呈色)

9. 5x TBE buffer : Tris 54 g 

Boric acid 27.5 g 

EDTA (0.5M , PH 8.0) 20 ml 

add dH,O to 1000 ml 
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ProtocoI of BamH 1 restriction endonudease digestion 

BamH 1 Recognition Site: 

5'....G GATCC ....3' 

3'....CCTAGG....5' 

20μi Xn 

(l )10X BamH 1 buffer 2μi nX2μi 

(2)10XBSA 2μi nX2μi 

(3 )H20 10 μi n X 10 μi 

(4 )Enzyme( BamH 1 ) lμi n X 1μi 

(5)DNA 5μi *** 
Reaction Mixture (nX 15)/n=15( for each) 

(6)3 7 0C water bath 4 hours'"'-' over night 

(7) 60 0C heating 5 minutes to inactivate enzyme . 

(8) Check products by agarose gel electrophoresis 

products( 1μ1) + 2μ1 Loading dye 

(9) Use Gel Extraction Protocol to purify BamH 1 

digestion products . 

ProtocoI of Sα1 1 restriction endonudease digestion 

SalI Recognition Site: 

(l )lOXSaII buffer 

(2)10XBSA 

(3 )H20 

(4 )Enzyme(Sal 1 ) 

(5)DNA 

5'.... GTCGA C....3' 

3' . . . . C AGCTG . . . . 5' 

20μi Xn 

2μi nX2μi 

2μi nx2μi 

10μ! n X 10μi 

1μi nXl μi 

5μi *** 
Reaction Mixture (n X 15)/n=15( for each) 
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(6)3 rC Water Bath 4hrs'" over night 

(7)check products( 1μ1)十2μ1 Loading dye 

(8)60
0

C 5 mins Enzyme inactive 

(9) Purify Sal 1 Digestion Products Protocol 

Protocol of Sα1 1 /BamH 1 restriction endonucl~ase digestion 

20μXn 

(1 )lOXSaII 

(2)10XBSA 

(3 )H20 

buffer 2μ1 n X 2μi 

(4 )Enzyme(Sal 1 ) 

(5)Enzyme(BamH 1 ) 

(6)DNA 

2μi 

9μi 

1μi 

iμi 

5μi 

nx2μi 

nx9μi 

nXlμi 

n X 1μ! 

*** 
Reaction Mixture (n X 15 )/n= 15 ( for each) 

(7)37
0

C Water Bath 4hrs'" over night 

(8)check products( 1μ1)+2μ1 Loading dye 

(9)60
0

C 5 mins enzyme inactive 

(1 O)Purify Sal 1 IBamH 1 digestion products Protocol 

Protocol of purification of Sal 1 / BamH 1 digestion products 

(1)加入 5μ1 Loading dye 

(2) Loading to big comb agarose gel 

(3) Electrophoresis 30 minutes 

(4) Cut down significant band on gel (contain DNA) , 

under UV light 365nm , transfer the gel slice to a 

new 1.5 ml eppendorf 

(5)QIAEX II Agarose Gel Extraction Protocol 

(6)check purify products(3μ1) + 2μ1 Loading dye 

(7)Electrophoresis 30 mins 

68 



(8)放入 -20
0

C 冷凍權保存

DNA ligation 

(l) 1 0 X T4 DNA buffer(含 ATP)

(2)Enzyme(T4 DNA Ligase) 

(3 )Vector(pQE9/ Sal 1 / BamH 1 ) 

(3 )Insert(2 nd or yd PCR/S/B ) 

10 μi 

i μi 

lμi 

6μi 

2μ! 

Xn 

nXlμi 

nX1μi 

nX6μi 

*** 
Reaction Mixture (n X 8)/n=8μ1 ( for each) 

(6) Incubated under 16
0

C for 4 hours or over nigh t. 

(7) 60 0C heated 5 minutes to inactive enzyme. 

(8) Samples are preserved at -20
o
C freeze r. 

Preparation of competent cell 
(l) Added 2 ml fresh broth medium (LB , 2YT, TB) 

into had been autoclaved clean tube. 

(2) Inoculated 200μ1 stocked bacteria sample into the tube 

contained 2ml fresh LB broth. (the stock sample is Bacterial 

solution : 60% Glycerol = 1: 1 by volume , mixed and stored 

under -70
0

C) 

(3) Optionally added optimal antibiotic (JM 1 09 do not need to 

added Kanamycin; M 15 added 50μ1 Kanamycin( 111 000 

dilution). 

(4) Putted it into 3 rc rotating incubator for 3 hours or over 

night growth. 

(5) Replaced the sample into 200 m 1 flask which contained 

50 ml fresh LB broth medium. 

(6) Optionally added optimal anti biotic (J恥1109 ce l1 s do not 

need to added Kanamycin; M 15 cells needed to add 50 μi 

Kamycin (111000 dilution)) 
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(7) 37 Oc incu bated in rotating incu bator 2.5'""-' 3 hours 

( for OD=0.6) 

(8) 4
0

C , centrifuged under 2 ,500 rpm , 8 minutes. 

(9) Discarded the supernatant, collected the pellet . 

(10) Added cold CaC1 2 25 ml (100 mM) , resuspened gently 

(1 1) Putted it in ice bath for 30 minutes 

(1 2) 4
0

C centrifuged under 2500 rpm for 8 minutes. 

(13) Discarded the supernatant , collected the pe lIet . 

(14) Added cold CaCl 2 1 or2 ml( 1 00 mM) , resuspened gently 

(1 5) Putted it in ice bath for 30 minutes. . 

(1 6) Added target DNA 1 or 2μ1 into the prepared cells , 

then ice bath 30 minutes. 

(17) 40
0

C heat sock 5 minutes and then put into ice bottle 

quickly for ice bath 30 minutes. 

(18) Take 60μ1 bacteria broth poured to plate smoothly. 

(19) Put the plate into 37
0

C incubator overnight growth. 

Protocol of plasmid DNA transformation 
(1)取 10μ1 Ligated DNA(Vector-Insert) 

(2)加入 50μ1 fresh prepared competent ce l1(JM 凹的

(3) Ice Bath 30 minutes 

(4 )42 Oc heat shock 3 minutes 

(5)Ice Bath 5 minutes 

(6)取 60μ! 懿液塗於 LB plate(含 Ampicillin)

(7)37
0

C incubate over night growth. 
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Protocol of plasmid DNA mini-screening 

(1) Subcloned clone from transformation plate 

(2) Selecting every clone to a grid new plate 

(contain Ampicillin) , 37
0

C incubated for over 

night growth. 

(3) Inoculated single clone to new LB broth (2 ml , 

contain Ampicillin) 

(4) Put broth at 37
0

C rotator over night growth. 

(5) Took the over night growth bacteria broth 50μ1 + 

50μ1 P/C ( Phenol : Chloroform = 1: 1) 

(6) Vibrating by vortex to mix for 30 seconds , paused 

30 seconds , mixing 30 seconds (repeat 2 times). 

(7) Centrifuges at 12 ,000 rpm for 5 minutes. 

(8) Took the supernatant 15μ1 + 2μ1 Loading dye 

for agarose gel electrophoresis. 

(9) Check electrophoresis result under UV light. 

(10) Selected the correct clone which had correct insert 

and took the rest over night growth broth for 

Minipreps to extracted plasmid DNA. 

(11)Check Plasmid DNA(4μ1)+2μ1 Loading dye 

(12)Took 4μ1 for Sal 1 I BamH 1 digestion treatment to 

check Plasmid DNA even had had correct insert 

DNA fragment (Optional) 
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Wizard plus Minipreps DNA purification systelTI 

(1) Preparing 65 0C TE buffer(Tris-EDTA). 

(2) Took some new Eppendorfs (1.5 ml) 

(3) Separating over night growth broth into Eppendorf 

(4) Centrifuging at 12 ,000 rpm for 10 minutes , then 

discarded the supernatan t. 

(5) Added 100μ1 Resuspend Solution in each Eppendorf. 

(6) Added Cell Lysis Solution 100μ1 in each tube , then 

repeatly invert tube gently. (呈黏液狀)

(7)Added 100μ1 Neutralization Solution to each tube , then 

repeatly invert tube gently.( 豆豆花狀)

(8) Centrifuging at 12 ,000 for 10 minutes , then transfer the 

supernantant to a new Eppendorf (volume 約 300μ1)

(9)Added Resin 300μ1 to each tube (Gel Bit Solution--

vi bration before use) 

(10) Optimal invert the tube some times. 

(1 1) Poured sample into the Syringe Barrel which contaÎne吐

mini-column , then pushing the solution to flow through 

the mini-column 

(12) Added 2 ml Column Wash Solution (alcohol added) and 

discarded the flow through. 

(1月 Spin down 1 minute to discard all alcoho l. 

(14) Transferred to a new Eppendorf, air dried for 30 minutes 

(l月 Added 30μ1 ， 65
0

C TE ' spin down 1 min L- Pooling 

(16) Added 30μ1 ， 65
U

C TE ' spin down 1 min - together 

(17)Check the DNA with 1 % agarose gel (5μ1 sample 十

2μ1 Loading dye) 

(18) Agarose Gel Electrophoresis 30 mÎnutes to check. 
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(19) Preserved in 明 20
0

C freezer . 

protocol E3 protein purification: 

(一 )Choused one colony ofPQE9 E3 from Kana/Amp added Plate, 

then inoculated into 2 ml LB broth, 3 rc incubated overnight. 

(二)Transfer overnight growth sample to 200ml LB broth into 1 L flask , 

37
0

C incubated 4~5 hours until OD = 0.7 

(三}Added IPTG 50 mg and then transfer to 30
0

C incubator overnight 

growth to induce protein synthesis. 

(四)Harvest: 

(1) Centrifuge under 5000 RPI\任， #7 roter, 4
0

C , 10 minutes. 

(2) Discarded the supernatant, Resuspended the pellet with 

PE buffer (note: no NaCI ) 

(3) Centrifuge under 5000 RPM , 4
0

C , 10 minutes two times. 

( 4) Discarded the supernatant, Resuspended the pellet with PE 

buffer (note: 50 mM KH2P04. PH8; 0.25 mM EDTA ; no 

NaCl )to final volume 5 ml. Added lysozyme 50 mg/5ml 

sample , reaction 1 hour in ice bath. 

(5) Sonication 20 min (beat 10 sec / pause 5 sec) in ice bath. 

(6) Liquid Nitrogen frizzed 2 times 

(7)Centrifuge under 16000 RPM for 10 minutes 2 times, 

collect the supernatant and transfer to new tube. 

)Prepare Nickle Column: 

(l) Setup the column station 

(2) added 1 ml Sepharose resin to column 

(3) use water equilibrium (1 0~20 ml) 

(4) added NiSO刊0.25 M) 2 ml 

(5) d2H20 wash (10~20 ml) 

(6) PEN buffer wash (50 mM KH2P04, PH=8; 0.25 mM EDTA 

; 100 mM NaCI ) 
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(7) Retained the supernatant 20 ul for SOS PAGE ‘ the rest apply 

to Ni-column 

(8) Collection the f10w through 

(9) PEN 2ml wash 

(1 0) 5mM Imidazole 2 ml (stock in PEN 5ml), collect the f10w 

through in 2 eppendorf 1 ml fo1' each other. 

(1 1) 10mM Imidazole(repeat this step to 100 mM Imidazole) 

(each tube retained 5ul for SOS page) 

@測 00280 吸光 @測 00450 吸光

(六) Dialysis: 
(1) Collection the 30 mM-60mM fraction to dialysis in PEN buffer 

(each 4 hours changes the buffer、 changes buffer 2 times) 

(2) Centrifuge under 16000RPM for 20 minutes. Retained the 

supernatant 

(3) CD Fluorescence assay (Exi: 296nm, Emi:300-570) 

@ 00 Scannihg (230-600nm) 

@ Protein Conc. 

Specific Activity:(sk-ks=14%) 

(4) take 0.25mg/mI protein heating 5 min, centrifuge 5 min in 

eppendort~ collected the supematant to check FAO contain 

change or not after boiling 仕eatment( 370 nm Exc泣， 400-570

nm Emmision) 

(七)Specific activity assay. 
(A): prepared enzyme= 1 OOug/ml ( according to protein Conc.) 

eg: SK-KS Conc.=0.305mg/ml => En + assay buffer 

= 100 ug En/ml ; 66ul + 134叫= 200 ul 

(B):Assay Buffer: per 20ml 

0.1 M KP04 PH=8 10ml 

O.lM EDTA PH=8 O.3 ml 
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d2日20 9.7ml 

(C): NAD: 10mg/ml (dissolved in PE buffer) 

(D): Assay Mixture: 

assay buffer: 895 ul ~ 845 ul 

NAD (1 0mg/m1) 100 ul ~ 100 u1 

Enzyme (100 ug/m1) 5 u1 ~ 50 u1 

Df江 (25 ug/m1 ) 5 ul ~ 5 u1 

tota1 vo1ume = 1000 u1 ~ 1000 ul 

Specific Activity = Ll OD x 1000 x 1000 --;- 6.22 --;- V x Y 

V = Enzyme vo1ume used in assay 

Y = Enzyme diluted times 

Ll OD 以 0.02 ~ 0.08 之間為佳，若測得的Ll OD 大於 0.08 則

須將 enzyme 稀釋

(E): Specific Activity assayed by Hitachi U-3000 

mode: time scan 

Wavelength: 340 nm 

Scan time: 90 Sec 

Light sourse: D2 1amp 

Output interva1: 10 Sec. 

(九):Protein Concentration Assay. 

(A): Scaned by Hitachi U-3000; 595 nm 

(B): Set standard: 

BSA (1 ug/l ul): o u1 5 ul 10 ul 

Assav Buffer : 800 ul 795 u1 790 u1 

Bio dye : 200 ul 200 ul 200 ul 

total volume = 1000 ul 

(C): Sample: 5 ul 10 u1 

Assay Buffer: 795 ul 790 ul 

15 ul 

785 ul 

200 ul 

15 u1 

785 u1 

Bio dye : 200 ul 200 ul 200 ul 
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total 之二 1000 ul 

(十)FAD conccentration assay : 
( A) : Scan at Hitachi U-3000; WL= 450 nm 

( B) : Sample : 50 ug 100 ug 250 ug 

Assay Bufer: 

total volume = 1000 ul 

PS: According to protein Conc. to take sample volume . 

Physical-chemistry characteristics 
1:FAD+H2 明學 FADH?

The FAD has an emission fluorescence photometrγ 

pattern at 480 nm ~550 nm after E3 was excited by 296 nm 

2:NAD + H?個學 NADH++H+
The NADH+ has an emission fluorescence photometry 

pattern at 460 nm after E3 was excited by 296 即孔

Fluorescence analysis 

F-4500 Scan Parameters: 

Scan Mode: Emission 

Data Mode: Fluorescence 

Scan Speed: 240 (nm/min) 

Exiting Wavelength: 296 nm 

Emission Start WL: 300 nm 

Emission End WL: 570 nm 

Exiting Sli t: 2.5 mm 

Emission Slit: 5.0 mm 
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Enzyme Kinetic Study 

(一) Reagent 

DHL(Dìhydrolìpoamìde) IDissolved in 95%Alcohol 

41.15 mg/ml = 200mM (stock) 

LA(Lipoìc Acì吐) IDissolved in 95%Alcohol 

20.6 mg Iml = 100 mM(stock) 

NAD I Dissolved in assay buffer 

66.34 mg/ml = 100mM (stock) 

NADH I Dissolved in assay buffer 

71 mg Iml = 100mM (stock) 

(二) Assay Buffer 

O.lM KH1P04 PH=8 10 ml 

O.lM EDTA PH=7 0.3ml 

d}H}O 9.7ml 

的tal = 20 ml 

(三)Assay Mixture: Enzyme ‘ DHL, NAD/ml 

(a) Protein Concentration fixe吐 (exp: lO~lg per assay) 

DHL: 0.1 ; 0.15; 0.2; 0.3; 1.0; 3.0; 6.0 mM 

NAD: 0.1 ; 0.15: 0.2; 0.3; 1.0; 3.0: 6.0 mM 

total = 49 reactions 

(b) Protein Concentration fixed (exp: 1 0μg per assay) 

LA :0.1;0.15:0 .2 ;0.3;1 β; 3.0; 6.0 mM 

NADH: 0.1 ; 0.15 ; 0.2 ; 0.3 ; 1.0; 3.0; 6.0 mM 

total = 49 reactions for example: 

DHL: 0.1 ; 0.15 ; 0.2; 0.3; 1 β; 3.0; 6.0 mM 

O.lmM 

r手~M~
NAD: 0.1 ; 0.15: 0.2; 0.3; 1.0; 3.0; 6.0 mM 

assay buffer Enzyme NAD(l OmM) DHL 

970μi 10~d 10名II

965μi lOfll 10μi 的μ1 I lOmM 

960μi 1 O~tl 1 O~tl 20fll 

950~tl 1 O~tl 10~d 30pl 

970μi 10~d 10μ! 

960μ! 10~d 10~d 20~d ~ 100mM 

77 



950μ10μ1 O~tl 30μi 

Protocol ofHPLC pr‘ ocedllre for Mono目Q COlllmn 

l 丹等 pump power on 

2. manual set: 按 enter 選擇須要修改之選項 (B% 、 C% 、

f10w rate 、 max pressure: 千克 column 而定)

3. degas: 將最下方之轉鈕左轉兩函半=> purge on => pump on 

依序將 A 、 B 、 C 三種 buffer 去氣泡。

4.pump off 、 purge off苟且等最下方之轉鈕右轉兩圈半關緊之

5. 按 set program: 設定 time => B %=> C % => f10w rate (mllmin) 

設完 program =>按 escape

6. 平衡 column: 按 Manual set: 選擇 d2H20 (通常為 C buffer) 、

f10w rate: O.5mllmin' 裝上 column 均以 d2H20 平衡 2 x V of column 

7 . detector on => PC on => key in “DM" or “HM" 

8 . select method 刀刃 (acquire data) => loading sample 

9. start run 

將 HPLC (#10) 之 raw data 轉換成 ASCII 檔

click main menu 

3 日 (re-proc. data) =>日 (convert data) 

二今選擇要轉換的檔案(反白)後， click F 4 (select file) 

=> F3 (select one) => Esc 

二今 F7 (creat raw data)此時螢幕出現 xxxx.RWl has been created. 

二今 Esc => Esc (main menu) 勻的 (main utility) 

二今 F3 (ASCII utility) => F2 (convert raw data) 

二今 Fl (raw data files):可見已被 created 的檔案反白.

勾引(load file) =>位 (select all): 記住被轉成的目le

name 

3 日 (convert choms) => Esc => Esc => Esc 

=> F6 (ASCII raw data) 
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二今選擇所要的 file 後再 click F5 (copy to 泣。py)

F 4500-fluorescence scan file 

converted to ASC rr file 

(一) Coverted >:<. fsd file to >:<. dx on F4500 server. 

(二) Import ASC II file to Origin program. 

Start Origin program • File • New 

• Worksheet → File → Impo抗

• file type >:<. dat change to >:<. dx, select A 

or B f10ppy driver • select file want to import 

• delete raw 1 ~raw6 → File → Save as >:<. org 

(三) Append >:<. org files to a total worksheet 

File • Open • select one >:<.org file • Column 

• add new column (add optimal columns) • File 

• Append • select one file want to be appended 

• mark column want to Append • Edit • Copy 

•c1 0se file • mark column want to paste • Edit 

• Paste 

(四) Plot a figure 

Plot • Scatter • select X Column and Y Column 

間學 OK 
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