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摘 要

抗壓力及幫助睡眠機能性胜? Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-Gln-Leu-Leu-Arg ( YLGYLEQLLR；YLG )，是由牛乳中酪蛋白水解

而來的十胜?，經動物實驗及人體實驗證實具有降低壓力賀爾蒙的產生及幫助睡眠品質提高之作用 ( de Saint Hilaire et al.,

2009 ) 3。為了建立YLGYLEQLLR胜?高產量及高濃度的生產方式，本實驗使用人類酪胺酸羥基酵素 ( Home sapiens tyrosine

hydroxylase；HTH ) 來做為攜帶機能性胜?的蛋白 ( protein carrier )，且尋找不影響此酵素活性中心之五大區段將其更換為機

能性胜? ( Goodwill et al., 1998 ) 5。執行置換之前，須先設計未來如何被人體內的消化?進行切割釋出，由於抗壓力及幫助睡

眠胜? YLGYLEQLLR 之 C 端恰好為R，故只需在抗壓力及幫助睡眠胜? YLGYLEQLLR 之 N 端前面設計 Lys 或 Arg，以利

於將來使用 trypsin 切割 Lys 和 Arg 之 C 端，將抗壓力及幫助睡眠胜?釋出，確定其可行性後才進行抗壓力及幫助睡眠胜?之

引子設計與築。完成酵素外圍五大區段含有抗壓力及幫助睡眠胜?之置換後，將其選殖入 Yarrowia lipolytica ( Y. lipolytica ) 

酵母菌之胞外表現載體 pYLSC1 最後將其轉形至 Y. lipolytica 酵母菌染色體中進行生產，故我們使用 Y. lipolytica 酵母菌中

產量最高之密碼子進行設計的引子。本研究共設計了九次的基因重組含有九套抗壓力及幫助睡眠機能性胜?之蛋白質。首

先將攜帶機能性胜?蛋白 HTH 的第一區段、第二區段、第三四區段及第五區段，各置換入 2 ~ 3 套抗壓力及幫助睡眠機能

性胜? YLGYLEQLLR。完成單區段置換後，接著進行兩兩區段之連接；將置換好的第三四區段及第五區段之抗壓力及幫

助睡眠胜?做連接；再將已置換好的第二區段及第三四五區段之抗壓力及幫助睡眠胜?做連接；最後再將置換好第一區段與

第二、三、四、五區段之抗壓力及幫助睡眠胜?做完整的連接；完成後接著選殖進入 Y. lipolytica 酵母菌胞外分泌的表現載

體 pYLSC1；最後將已置換好第一二三四五區段之抗壓力及幫助睡眠胜?於 pYLSC1 內轉形插入至 Y. lipolytica 酵母菌染色

體，完成富含抗壓力及幫助睡眠機能性胜?之基因選殖。得到含有目標基因之酵母菌選殖株 ( Y-YLG-SC ) 並用分光光度計

測定其生長曲線，得到最適生長時間為 16 小時；將 Y-YLG-SC 基因表現後得到粗酵素 ( crude YLG-TyrOH )，藉由人類酪

胺酸羥基酵素自身之活性，運用高效能液相層析儀 ( HPLC ) 分析產物量反推酵素最大分泌量，測得誘導基因表現之酵素最

大分泌量的時間為 36 小時，將 Y-YLG-SC 基因表現後得到粗酵素並使用 100 mM CLARK & LUBS buffer pH 9.5 進行透析

，並使用 Ni-NTA column 純化表現產物，且獲得富含抗壓力及幫助睡眠胜?之純蛋白 ( YLG-TyrOH )。隨後進行分子量預

測分析可知 TyrOH 是為 54.6 kDa，而在基因選殖階段是置換機能性胜?進入酵素中，故 YLG-TyrOH 是約 54.6 kDa ，而

Y. lipolytica 酵母菌的轉譯後修飾導致目標蛋白醣基化會使其分子量增加約 10 kDa ( Madzak et al., 2004 ) 9，故將

YLG-TyrOH 進行 SDS-PAGE 分析分子量，結果約為 65 kDa。經由 SDS-PAGE 分析分子量後，由一公升酵母菌培養液測

得純化產物定量約為 1,025 μg，其單位活性 ( U ) 為 7.916×10-2 μmol / min，接著將單位活性 ( U ) 除以蛋白質濃度 ( mg /

ml ) 即可得其比活性 ( specific activity ) 為 3.861 U / mg。未來我們會回收 YLG - HTH 蛋白?，經由 trypsin 水解切割並釋出

抗壓力及幫助睡眠胜?，將其水解液利用 LC-MS-MS 分析，確認 YLG-HTH 的蛋白?水解液中含有 YLGYLEQLLR 抗壓力

及幫助睡眠胜?，而後將用 500 L 發酵槽生產抗壓力及幫助睡眠胜?，再將此抗壓力及幫助睡眠胜?進行動物試驗及人體試驗

，希望可以幫助人類減輕壓力並提昇睡眠之品質，而後也將積極通過政府標章認證之健康食品。

關鍵詞 : 抗壓力及幫助睡眠機能性胜?，人類酪胺酸?基酵素，Yarrowia lipolytica 酵母菌，比活性，protein carrier
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