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摘 要

抗骨質疏鬆磷酸化胜?(CPP)是從牛奶中的乳蛋白發現，乳蛋白裡面含有αs1-casein αs2-casein β-casein κ-casein，其中以

β-casein有其效果，在小腸內以蛋白?分解β-casein，切出有效的二十五個胺基酸胜?，但一部份乳蛋白會跟磷酸鈣鹽類結

合，因分子太大以及磷酸鈣沉澱，使小腸無法吸收乳蛋白跟磷酸鈣結合的大分子。在乳腺裡的酪蛋白激?1δ（Casein

kinase I: CKI）會將乳蛋白磷酸化，若食用進入小腸則由蛋白?將乳蛋白分解成磷酸化胜?，這時磷酸化的胜?會跟鈣離子結

合，才由小腸吸收。所以本實驗室使用酪蛋白激?把胜?磷酸化，可以幫助胜?與鈣離子結合，不容易沉澱更容易讓小腸吸收

。此酪蛋白磷胜?為R E L E E L N V P G E I V E S L S S S E E S I T R 序列其中四個serine胺基酸被磷酸化後，才能與鈣離

子（Ca2+）結合而成為可溶狀態以促進吸收。為了建立CPP胜?高產量及高濃度的量產方式，本實驗室利用人類酪胺酸?基

酵素( Human tyrosine tydroxylase : HTH ) 來做為攜帶酪蛋白磷胜?，且尋找在HTH中不影響其活性中心之五大區段將其更

換為酪蛋白磷胜?，並在胜?之N端、C端設計Phe以利於將來使用胃蛋白?切割，將酪蛋白磷胜?水解釋放出來。首先我們進

行胜?引子設計與構築，利用overlap-PCR的技術，將五個外圍區段一一地置換為酪蛋白磷胜?，並插入 pQE30載體中，再

利用Overlap-PCR的技術，將五個區段的酪蛋白磷胜?整合起來，並插入pQE30表現載體中形成完整五個區段CPP-HTH 後

，將其選殖入pYLSC1-5s的酵母菌表現載體中，之後將CPP-HTH轉殖插入酵母菌Y. lipolytica的5s-RNA的基因中稱為Y-CPP

，另一方面我們將CKI的基因選殖入胞內分泌pYLEX1的酵母菌表現載體中，並將表現CKI 基因轉殖入前面之Y-CPP酵母

菌中，稱為Y-CPP-CKI，再大量複製表現。完成CPP基因選殖得到含有目標基因之酵母菌選殖株 (Y-CPP)和(Y-CPP-CKI)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；之後將Y-CPP培養於誘導培養液中，將 Y-CPP 基因表現後得

到粗酵素，藉由酵素酪胺酸羥基?自身之活性，運用高效能液相層析儀(HPLC) 分析產物酵素最大分泌量，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-CPP 基因表現後得到粗酵素並使用玉米澱粉吸附回收CPP-HTH。隨後進行分

子量預測分析，理論在基因選殖階段是置換機能性胜?進入酵素中，CPP-HTH應該約54.6 kDa，而Y. lipolytica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，故將 CPP-HTH進行SDS-PAGE分析此片段之分子量，結果約64.6 kDa

，但如果把胞外表現CPP和胞內表現CKI整合再一起，CPP-HTH分子量會略高64.6 kDa，如果再加入CaCl2給於吸附，所

測定的分子量會再更高。
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