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[57]申請專利範圍
1.　一種漆氧化酶之製造方法，至少包含：利用一固態培養基或一液態培養液，於一誘導環
境下培養一褐腐型真菌之一菌絲體，其中該褐腐型真菌為牛樟芝(Antrodia cinnamomea
T.T.Chang & W.N.Chou；寄存編號 BCRC 35398)，該誘導環境為一含有金屬離子環境或
一葡萄糖缺乏環境，且該含有金屬離子環境為於該固態培養基或該液態培養液中添加

250μM之鈷離子；分離並純化該菌絲體之總 RNA，並由該總 RNA反轉錄出一互補 DNA
(cDNA)；利用一引子對該 cDNA進行一聚合酶鏈反應(polymerase chain reaction；PCR)，
以由該 cDNA擴增出一核酸片段，其中該引子對包括一第一引子對或一第二引子對，該
第一引子對包括如序列辨識編號 3所示序列之一第一上游引子與如序列辨識編號 4所示
序列之一第一下游引子，該第二引子對包括如序列辨識編號 5所示序列之一第二上游引
子與如序列辨識編號 6所示序列之一第二下游引子，且該核酸片段包括如序列辨識編號
2所示之核苷酸序列；構築一重組表現載體，其中該重組表現質體包含該核酸片段；以
及將該重組表現載體轉型至一異源生物表現系統內而形成一轉型株，以藉由該轉型株大

量表現該漆氧化酶，其中該漆氧化酶為一可溶性蛋白且包括如序列辨識編號 1所示之胺
基酸序列。
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2.　根據申請專利範圍第 1項所述之漆氧化酶之製造方法，其中該葡萄糖缺乏環境為該固態
培養基或該液態培養液之葡萄糖濃度為 0%(w/v)至 1.5%(w/v)。

3.　根據申請專利範圍第 1項所述之漆氧化酶之製造方法，其中該異源生物表現系統為大腸
桿菌(E.coli )表現系統 BL-21(DE3)。

圖式簡單說明

為讓本發明之上述和其他目的、特徵、優點與實施例能更明顯易懂，所附圖式之詳細說

明如下：第 1圖係繪示根據本發明一實施例之褐腐型真菌經誘導產生之漆氧化酶的親緣分析
樹狀圖。

第 2A圖以及第 2B圖係顯示根據本發明一實施例之牛 樟芝菌絲體之胞外漆氧化酶活性的
呈色照片。

第 3A圖至第 3C圖係繪示根據本發明另一實施例之牛樟芝菌絲體之胞外漆氧化酶活性曲
線圖。

第 4A圖以及第 4B圖係顯示根據本發明又一實施例之牛樟芝菌絲體之胞外漆氧化酶活性
的呈色照片。

第 5A圖至第 5B圖係顯示根據本發明又一實施例之牛樟芝菌絲體之胞外漆氧化酶之原態
SDS-PAGE圖。
第 6A圖係繪示根據本發明又另一實施例之牛樟芝菌絲體之胞外漆氧化酶活性曲線圖。
第 6B圖係繪示根據本發明再另一實施例之牛樟芝菌絲體之液態培養液的碳源濃度曲線

圖。

第 7圖係顯示根據本發明一實施例之含有漆氧化酶的全長基因片段的瓊膠電泳分析圖。
第 8圖係根據本發明一實施例之轉型株所含之重組表現質體經限制酶截切的瓊膠電泳分

析圖。

第 9A圖至第 9C圖係繪示根據本發明一實施例之轉型株之胞外漆氧化酶活性曲線圖。
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