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摘 要

人類葡萄糖六磷酸?( human glucose-6-phosphatase；G6Pase ) 為一位於內質膜上之蛋白質，可以將葡萄糖六磷酸 ( G6P ) 催化

生成葡萄糖。人體包含三個構造相似的G6Pase 分別為: G6PC1 ( glucose-6-phosphatase catalytic subunit 1 )、G6PC2 (

glucose-6-phosphatase catalytic subunit 2 ) 及G6PC3 ( glucose-6-phosphatase catalytic subunit 3 )，這三個酵素在人體的不同組織

中表現，酵素若產生缺失所引起的症狀也不同。本篇所研究之G6PC2主要於胰島β細胞表現，cDNA片段大小為1,068 bp將

其與pQE30表現載體連接，並轉型至大腸桿菌E. coli Nova blue中誘導表現含有G6PC2之蛋白質。其分子量為45 kDa，因

為pQE30表現載體上含有6個histidine ( His-tag )，可用含Ni-NTA的管柱將其純化下來，再利用glucose

dehydrogenase-coupling method 分析酵素活性。依此方法分析野生型的G6PC2酵素，發現在pH值8.0硼酸緩衝液( 100 mM )

以及37 ℃下，與5 mM G6P催化反應30分鐘，具有最適的催化效果；在此條件下再加入各種金屬離子一起參與反應，發現

此酵素並不受金屬離子影響其反應活性。我們也將G6PC2 的胺基酸序列作隨機突變，共116隻突變菌株，同樣以glucose

dehydrogenase-coupling method 初步分析其酵素活性，從中我們篩選得到一隻高活性及三隻低活性的單點突變菌株，其胺

基酸突變分別為H78P、Y42H、Y124H及E99K。接著，純化這四株G6PC2 突變菌株之酵素，測其活性及計算酵素動力學

並與野生型作比較。比較結果得知，Km部分：Y42H、Y124H突變株分別高出2.62倍及1.09 倍，E99K及 H78P 突變株則分

別下降了 0.61倍及0.65倍；kcat部分：Y42H及H78P突變株高出4.29倍及2.63倍，Y124H及E99K等突變株則分別下降了0.6

倍及 0.56倍。最後以E. coli alkaline phosphatase ( 與G6PC2有50% 相似度 )的蛋白構型作為模型，標定上這些突變點，說明

改變活性的可能原因。H78P 位於活性中心桶狀底部，proline有較大的轉折，也許連帶撐大了桶狀開口，使受質更容易結

合到酵素；Y42H 突變後的胺基酸帶正電性提高，擾亂了活性中心D51及S102對受質的吸引力，使受質更靠近能水解磷酸

根的R166，提高了酵素活性；E99K與 Y124H 這二個突變所造成的影響相似，可能都是因為帶正電性增加，當受質經過這

二個突變位點時，磷酸根容易被吸引住，而導致被R166水解的機率降低。
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