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	• 中文摘要
	銅鋅超氧化物歧化脢Cu,Zn-SOD 蛋白質結合銅鋅兩金屬，結合能力受到環境毒物 影響，降低Cu,Zn-SOD 蛋白質之活性，可能是百分之八十五到九十肌肉萎縮性側索硬 化症(Amylotrophic Lateral Sclerosis, ALS)偶發性(Sporadic, SALS)的致病原因。 本實驗室過去的研究發現重金屬鎘在SOD 蛋白組合時，干擾同族及性質相近過渡 元素的銅鋅，造成活性下降，用於解釋環境因素產生的SALS。從人類肝臟組織cDNA 中，利用RT-PCR 之技術，選殖出人類的SOD1 基因。以大腸桿菌在0.5 mM 的銅及鋅 濃度下過量表現最高酵素活性的Cu,Zn-SOD，測定大腸桿菌對鎘之最大耐受度為500 nM。於SDS-PAGE 與西方墨點法分析可見23 kDa 之Cu,Zn-SOD 之過量表現。鎘濃度 的提高，酵素活性隨之下降。利用石墨爐式原子吸收光譜儀，分析純化之Cu,Zn-SOD 所含銅和鋅的變化，顯示隨著鎘濃度提高，每毫克之Cu,Zn-SOD 之鎘的含量亦隨之增 高；相反的，鋅含量卻因鎘誘導金屬硫蛋白大量的表現，造成流失，但銅則無變化。因 此鎘金屬影響Cu,Zn-SOD 蛋白質之活性降低，是經由影響鋅在Cu,Zn-SOD 的結合力。 利用圓振二向色性分析(CD)二級結構變化，發現鎘會造成α-helix 和β-sheet 結構的減 少。 除了同族的元素外，汞或砷等會影響細胞的抗氧化狀態，亦改變Cu,Zn-SOD 的活 性，也影響酵素結合銅鋅兩金屬能力。汞或砷濃度的提高，酵素活性隨之下降。利用感 應耦合電漿原子發散光譜儀(ICP)，分析純化之Cu,Zn-SOD 所含金屬的變化，顯示隨著 汞或砷濃度提高，每毫克之Cu,Zn-SOD 之汞或砷的含量亦隨之增高；相反的，銅含量 隨之減少，但鋅則無變化。因此汞或砷金屬影響Cu,Zn-SOD 蛋白質之活性降低，是經 由影響銅在Cu,Zn-SOD 的催化能力。利用CD 分析二級結構變化，發現汞或砷亦會造成 α-helix 和β-sheet 結構的減少。 我們假設多重金屬元素的污染會影響蛋白對銅鋅的結合，進而影響Cu,Zn-SOD 的 活性，初步結果顯示低濃度的鎘、汞及砷均會結合SOD 分子，降低SOD 的活性。蛋白 分子合成後的摺疊是一個熱力學上的步驟，當細胞面臨一個多重污染的環境下，分子可 能取捨金屬是一個重要的課題。姑論金屬污染也許是取代、競爭或隨機的結合，然而明 顯地，分子的二級結構α-helix 和β-sheet 的減少，造成活性的下降。研究金屬介入分子 二級結構的改變，是瞭解SALS 很重要的基礎研究。 本研究的目的主要:利用大腸菌的Cu,Zn-SOD 蛋白表現系統，觀察在汞、砷、銅、 鋅與鎘等多種金屬環境下，(1)以ICP 檢測SOD 分子內的金屬含量，及計算金屬的結合 強度及結合優先度，以金屬含量變化，推論金屬間是否競爭﹔(2)比較各SOD 活性，推 測金屬介入分子的毒性﹔(3)以結構圓振二向色性分析儀及顯微鏡紅外線光譜儀分析不 同M,M-SOD 的二級結構﹔(4)改變溫度及酸鹼值等因子，以顯微鏡紅外線光譜儀分析不 同M,M-SOD 的結構變化，推測金屬介入分子內之可能機制。 關鍵詞: 萎縮性側索硬化症、銅鋅超氧化物歧化脢、重金屬、感應耦合電漿原子發 散光譜儀、圓振二向色性分析、微紅外線光譜儀
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