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摘 要

左多巴(L-DOPA) 目前為醫學上最廣泛拿來作為治療帕金森氏症(Parkinson’s disease)的藥物，故希望能從微生物內尋

求tryosine hydroxylase 類似物para-hydroxybenzoate hydroxylase(HBHD)以期將L-tyrosine轉換成L-DOPA而達到治療帕金森氏

症。第一部份為野生型從Pseudomonas aeruginosa PAO1找出hbhd基因序列。將hbhd基因選殖入Escherichia coli 菌體內，可

表現HBHD的活性。第二部份為從野生型HBHD基因序列中做Y310F與Y371F定點突變，此Y310F為本實驗對照組，文獻中

指出Y371F可使 HBHD的活性降低，故此做Y371F為本實驗第二組對照，測得活性與野生型做為比較、探討hbhd基因序列

在微生物尋求tryosine hydroxylase 類似物para-hydroxybenzoate hydroxylase(HBHD)以期將L-tyrosine轉換成L-DOPA而達到治

療帕金森氏症。HBHD-mut的 open reading frame (ORF)全長為1185 bp，轉譯出HBHD蛋白質分子量45 KDa。將

P.aeruginosa PAO1之HBHD-mut (Y310F、Y371F) ORF選殖入pQE30，轉形至E.coli Nova Blue內，再用Ni-NTA管柱回收此

酵素。經過高效能液相層析法(High performance liquid chromatography)分析酵素活性後，以tyrosine為受質，分別依次加入

輔因子，100 mM pH 7.0磷酸緩衝液、10 mM Ascrobic acid、830 μM亞鐵硫酸緩衝液、750 mM 1.5 M 2-ME 6MPH4

與Catalase 在37℃下反應，測無活性。而tyrosine 371這個位置，有前人說過它是非常重要的胺基酸位置，它是對受

質tyrosine 親合性決定位，假如我們將tyrosine371這個位置改變成phenylalanine371，它就不再對受質tyrosine 有親和性，所

以無法將tyrosine 還原成L-DOPA ，所以測無活性。 現今醫學對於帕金森氏症 ( Parkinson’s disease ) 的治療使用化學合成

的 L-dopa 當做治療藥物，在經過一段時間的治療，會產生許多的副作用，而科學界對於帕金森氏症的研究著重於基因療 

法 ( Gene Therapy ) 和幹細胞的研究，希望能夠重建腦內 Aromatic amino acid decarboxylase ( AADC ) 酵素的量或是重建腦

內黑質區 ( substantia nigra ) 的細胞，但是都仍屬於動物實驗的階段，所以在此過渡期，天然合成的 L-dopa 變為一個可以替

代的方向。L-dopa 是由 phenylalanine 被 苯丙胺酸氫化? ( phenylalanine hydroxylase ) 轉換成 tyrosine，再被酪胺酸氫化? (

tyrosine hydroxylase ) 轉換成 L-dopa。本實驗針對來自人類tyrosine hydroxylase 作一系列的研究，研究它的最適反應條件以

及是否帶有 tyrosine hydroxylase 的活性，從 BC104967 homo sapiens tyrosine hydroxylase研究結果發現此蛋白質的 ORF (

original reading frame ) 全長 1494 bp，轉譯成蛋白質一共是由 498 個胺基酸所組成，蛋白質分子量大小約為 55 kDa，糖基

化後為 65 KDa，為一胞外酵素，最適反應 pH 為 7.0 ，最適反應溫度為 37℃。經過酵素動力學參數分析之後，其

Lineweaver-Burk plot 的計算結果，來自 HTH-SC 在pH 7.0 ，37 ℃下反應 20 分鐘，以 100 ℃ 水浴 30 分鐘停止反應的條件

下， Km 是 2200 μm ， Vmax 是 111.1 μm/min， Kcat 是 9.87×10-3 s-1， kcat/km 是 4.487×10-6 μM/s-1
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