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[57]申請專利範圍
1.　一種利用生物轉換製備 6-羥基芹菜素之方法，其包含下列步驟：步驟一：利用聚合酶鏈
鎖反應由米麴菌(Aspergillus oryzae )之 cDNA擴增 CYP57B3基因，並由釀酒酵母
(Saccharomyces cerevisiae )之 gDNA擴增一細胞色素還原酶基因，其中該細胞色素還原
酶基因係 sCPR(cytochrome P450 reductase)基因；步驟二：將該 CYP57B3基因及該細胞
色素還原酶基因分別以第一、二組限制酶切割，再接合以形成一融合基因；步驟三：將

一 pGAPZA載體以第三組限制酶切割後，並將該融合基因接合至該 pGAPZA載體之相
對應限制酶切位上以形成一環狀重組質體；以及步驟四：將該環狀重組質體置於一適合

的微生物表達系統中，並利用含有芹菜素之培養基培養該微生物表達系統一作用時間，

以產生 6-羥基芹菜素(6-Hydroxyapigenin)。
2.　如申請專利範圍第 1項所述之利用生物轉換製備 6-羥基芹菜素之方法，其中該第一組限
制酶係 EcoR I/Bgl Ⅱ，該第二組限制酶係 Bgl Ⅱ/XhoI，而該第三組限制酶係 EcoR I/
XhoI。

3.　如申請專利範圍第 1項所述之利用生物轉換製備 6-羥基芹菜素之方法，其中該微生物表
達系統係畢赤酵母(Pichia pastoris )。

4.　如申請專利範圍第 1項所述之利用生物轉換製備 6-羥基芹菜素之方法，其中該培養基係
YPD(yeast extract peptone dextrose)培養基。
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5.　如申請專利範圍第 1項所述之利用生物轉換製備 6-羥基芹菜素之方法，其中該作用時間
超過 72小時後，該 6-羥基芹菜素之產量達 0.22mg/L。

圖式簡單說明

第一圖：本發明較佳實施例之製備方法步驟流程圖

第二圖：(A)本發明具體實施例之流程示意圖(B)本發明具體實施例之環狀重組質體示意圖
第三圖：(A)標準品芹菜素、6-羥基芹菜素、3-羥基芹菜素之 HPLC分析圖譜(B)發酵液培

養 72小時測得產物之 HPLC分析圖譜
第四圖：本發明芹菜素生物轉換之示意圖

第五圖：本發明較佳實施例之 6-羥基芹菜素產量分析圖
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