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摘 要

人類第一型肝醣儲積症 ( GSD-1a ) 俗稱von Gierke diease，是一種染色體上葡萄糖-6-磷酸? ( G6PC ) 基因突變的隱性疾病

。G6PC是維持體內葡萄糖濃度恆定的最主要酵素，是在葡萄糖生成和肝醣代謝途徑的最後一個步驟將葡萄糖-6-磷酸分解

成葡萄糖和磷酸根。突變在染色體17q21 上G6PC 基因，由於G6PC1 病人主要臨床症狀是血糖低下、高血脂、酸血症狀、

肝腫大、腎腫大、生長遲緩，由於目前沒有藥物可以治療 GSD-1a 疾病，僅能靠著營養供給來改善減輕症狀。若能深入探

討 G6PC1究其活性位置，篩選具高活性的G6PC1酵素，大量表現及純化，可生產高活性酵素，作為治療第一型肝醣儲積

症的蛋白性藥物的開發。G6PC1的蛋白質。其分子量為45 kDa，因為PQE30表現載體上含有6個Histidine ( His-tag )，所以

能夠輕易的被純化下來，再利用glucose dehydrogenase-coupling reaction的方法來分析其酵素活性。野生型的 G6PC1 酵素在

pH值6.5 phosphate buffer ( 100 mM )以及37 ℃下，與 5 mM G6P 催化反應30分鐘，具有最適的反應，L21 ( V318A ) 突變菌

株與野生型G6PC1相較之下， kcat / Km 活性降低8.2倍而 L31( I198F ) 則是降低10.3倍，另外發現 H19 ( S196G ) 及H2 (

N203S ) 與野生型G6PC1相較之下，kcat / Km 效率高出1.2倍以及4倍，而 H4( S196N , L305P )突變株，kcat / Km 效率由其

高出野生型 G6PC1 有8倍之多。我們觀察到 G1P 的活性中心與 G6PC1 相似，依據 G1P 的活性中心模型結構，我們找到

L305P 相對應位置在桶狀活性位置非常接近 L374 磷酸水解位點，在這研究上，我們找到L305P是G6PC1重要活性位點，其

它G6PC1突變點 I198F、V318A、N203S、S196G、N196N 在桶狀活性位置開口的外緣，改變原來的胺基酸會影響受質結

合能力，因此改變G6PC1活性。在未來我們將轉殖入酵母菌經過發酵槽量產酵素開發優酪乳製成做出作為治療第一型肝醣

儲積症的健康食品。
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