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摘 要

芳香族左旋胺基酸去羧化?( aromatic L-amino acid decarboxylase; AADC )可以將左多巴( L-DOPA )催化並且轉化形成多巴胺 (

dopamine )，在臨床上，治療帕金森氏症 ( Parkinson’s disease; PD ) 都是使用化學合成的L-DOPA和dopamine，但是往往會

有一些副作用。所以天然的來源變成更有意義且有必要性去尋找的目標。在我們的研究中，我們是以黃桿菌 (

Xanthobacter autotrophicus Py2 ) 染色體中複製出片段大小為1,425 bp的AADC基因，並與pQE30表現載體連接，緊接著轉型

到大腸桿菌E. coli Nova blue中能誘導表現含有AADC的蛋白質。其分子量為51 kDa，因為pQE30表現載體上含有6

個Histidine ( His-taq )，所以能夠輕易的被純化下來，再利用TNB ( 2,4,6-trinitrobenzene 1-sulfonic acid ) 試劑的方法來分析其

酵素活性。首先我們將含有AADC的酵素和2.5 mM L-DOPA的緩衝溶液一起在42 ℃下15 分鐘反應，再將TNB加入反應15

分鐘，再加入Toluene震盪及離心小試管，分離出上層的TNP-dopamine以及下層TNP-DOPA，利用分光光度計儀可以檢測

出TNP-dopamine的濃度。遵循著這些方法，我們將40隻已選殖的隨機突變菌株進行分析，其中較低活性的三隻拿去做定

序並比對，發現都有Q219H這位置的定點突變，在第一次篩選中，我們沒有找到高活性的突變株，所以我們改變培養液為

小牛腦心臟萃取物( BHI )，因為BHI比較營養，所以用它來篩選高活性的AADC，在第二次我們篩選出40隻已轉殖的隨機

突變菌株，我們找到L400R和L325Q兩隻活性較低的突變菌株，另外也找到R406H為較高活性，值得一提的，我們發

現L400R有生長遲緩的現象。利用TNB試劑與dopamine進行衍生化反應，具有很高的斜率值達0.999，製作出一個AADC酵

素的活性判斷的標準曲線；另外利用BSA與Bio-Rad assay指示劑反應，製作出一個蛋白質定量用的標準曲線；野生型

的AADC酵素在pH值8.0硼酸緩衝液( 65 mM )以及42 ℃下，與2.5 mM L-DOPA催化反應15 分鐘，具有最適的反應，比活性

分析結果為Km = 209.64 ( μM )、Vmax = 37.17 ( μM / min )、Kcat = 3.8 × 10-3和Kcat / Km = 1.8 × 10-5，一定量

的Q219H和L325Q AADC突變菌株與野生型AADC相較之下，Kcat / Km活性降低2.4倍( Q219H )以及18倍( L325Q )，我們

也同時加入AADC的輔因子維生素B6衍生物( Pyridoxal- 5`-phosphate；PLP)，此PLP可以活化AADC酵素使受質結合更緊密

，甚至可以比原本純化野生種的AADC酵素增加近兩倍，另外R406H有較低Km值，這些活性高或低的數據結果充分指出

化學性質與殘基的外型在催化上基質親和力是具有很大意義的，我們已經知道豬的AADC活性中心( Active site )位置

是H192Q、T246A以及K303A，所以我們以豬的AADC活性位置當參考值，意外發現有相同的胺基酸，分別地由我們序列

中找到H180、T238以及K295，我們嘗試利用定點突變T238A，並分析活性，但我們發現黃桿菌AADC突變株T238A沒有

被觀察到任何活性存在，除此之外，我們嘗試再一次回收L400R的蛋白質，且LB培養基使用超過一倍量，我們回收

到L400R的蛋白質，而且依然沒有檢測到任何活性存在，我們觀察到豬腎臟AADC活性中心與黃桿菌相似，依據豬腎

臟AADC活性中心模型結構，我們找到L400R相對應位置在桶狀活性位置的底部，非常接近T238和K295活性中心，在這研

究上，我們找到L400R和T238A是黃桿菌AADC的重要活性中心，其它AADC突變點，Q219H、L325Q 和R406H在桶狀活

性位置開口的外緣，改變原本胺基酸，會影響受質結合能力，因此改變AADC的活性。
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