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摘  要：自由基常會引起老化作用、心血管疾病、癌症、阿茲海莫症等退化性疾病。大豆

(soybean, Glycine max)，是世界普遍食用的一種食物，特別是在亞洲國家。最近研究發現，多

食用大豆食品，可降低罹患骨質疏鬆(osteoporosis)、一些慢性疾病、心血管疾病及癌症。本

實驗由大豆種子中分離出Kunitz-type胰蛋白酶抑制劑(Kunitz-type soybean trypsin inhibitor；
SBTI)，發現其具有抗氧化能力，在試管(in vitro)試驗中，探討其對活性氧(reactive oxygen 
species, O2

-•, •OH及H2O2)及DPPH自由基的清除能力，結果清除O2
-•自由基的IC50

 
為27.49 ± 

2.75μg/ml，清除.OH自由基的IC50
 
為1.48 ± 0.15mg/ml清除，H2O2的IC50

 
為2.47 ± 0.25mg/ml，

但對DPPH自由基的清除能力較弱。由結果得知，大豆Kunitz-type SBTI對活性氧具有清除的

能力，特別對於清除O2
-•自由基的能力最強。 
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關鍵詞：自由基、Kunitz-type 胰蛋白酶抑制劑、抗氧化能力、活性氧 
 
Abstract: Reactive oxygen species and free-radical-mediated reactions have been reported in 
degenerative or pathological processes such as aging, cancer, coronary heart disease, and 
Alzheimer’s disease. Meanwhile, there are many epidemiological data revealing an association 
between people who have a diet rich in soybean foods and a decrease in the risk of cardiovascular 
diseases and certain forms of cancer. In the present study, a Kunitz-type soybean trypsin inhibitor 
(SBTI) was isolated from soybean seed was evaluated for its in vitro scavenging effects on reactive 
oxygen species (O2

-•,˙OH,and H2O2) and DPPH radical. In scavenging assays the Kunitz-type SBTI 
showed to be effective against all the assayed reactive oxygen species, specially for O2

-• (IC50 = 
27.49 ± 2.75μg/ml), ˙OH (IC50 = 1.48 ± 0.15 mg/ml), H2O2 (IC50 = 2.47 ± 0.25 mg/ml), but 
displayed weak activity in the DPPH assay. These results provide scientific support for the 
empirical use Kunitz-type SBTI, one of the soybean seed storage proteins, may play a role as an 
antioxidant and may be beneficial to health when it is consumed. 
 
Key words: Free radical, Kunitz-type SBTI, Antioxidative activity, Reactive oxygen species 
 

壹、前    言 
 

大豆(soybean)，屬於豆目(Liguminales)，是世界普遍食用的一種食物，特別是在亞洲國

家。最近研究發現，多食用大豆食品，可降低罹患骨質疏鬆(osteoporosis)、一些慢性疾病、

心血管疾病及癌症 1。流行病學及動物實驗得知，多食用大豆食品可降低罹患前列腺癌 2,3、

乳癌 4,5、及子宮頸癌 6。大豆所含成份中，具有抗癌活性的除了大豆胰蛋白酶抑制劑之外，

尚有大豆皂素(saponins)、大豆固醇(soy β-sitosterol)、大豆異黃酮(soy isoflavones)7 等。  
由大豆種子所分離的胰蛋白酶抑制劑(soybean trypsin inhibitor)，簡稱 SBTI。胰蛋白酶抑

制劑在大豆中的各部位均有分佈，但主要存在於大豆的種子中。大豆種子中胰蛋白酶抑制劑

的含量可達總蛋白的 6%～8%。胰蛋白酶抑制劑是分子量較小的、具有生理活性的功能性蛋

白質，其生理功能除了作為種子貯藏蛋白，調節內源蛋白酶的活性以外，更重要的是具有保

護種子不受昆蟲和病原菌等的侵害 8,9。大豆中胰蛋白酶抑制劑可分為兩類：第一類，

Kunitz-type 胰蛋白酶抑制劑。分子量為 21 kD，含有二對雙硫鍵，主要對胰蛋白酶直接、專

一地作用，這類抑制劑與胰蛋白酶的結合是定量地進行的，即 1 分子的抑制劑可以結合 1 分

子的胰蛋白酶；第二類為 Bowman Birk-type 胰蛋白酶抑制劑，分子量約為 8 kD，含較多雙

硫鍵，可分別與胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶結合，由於抑制劑分子內有兩個活化位置 (active 
sites)，故被稱為雙頭抑制 10。Bowman Birk-type 胰蛋白酶抑制劑比 Kunitz-type 胰蛋白酶抑制

劑對熱、酸、鹼的穩定性強，當在乾燥狀態、105 ℃加熱或用其 0.02%水溶性在 100℃加熱

10min，仍可保持它們的活性。 
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大豆中的胰蛋白酶抑制劑屬於絲胺酸蛋白酶抑制劑(serine protease inhibitors)，它可以和

胰腺分泌的絲胺酸蛋白酶發生反應，胰蛋白酶抑制劑與靶酶相互作用，通常如酶與受質之間

的相互作用一樣，屬於互補型作用機制。兩者反應時，抑制劑暴露在外的活化位置與靶酶的

活化位置透過氫鍵相連接，形成穩定的複合物，從而導致酶活化位置的閉鎖，使靶酶的活性

喪失，與通常的酶催化反應相比，胰蛋白酶與抑制劑之間反應的米氏常數很低，故胰蛋白酶

與抑制劑的親和力大，二者可以迅速結合形成複合物。Bowman Birk-type 胰蛋白酶抑制劑，

已發現它能抑制結腸、肺、胰臟、口腔、食道、皮膚和膀胱的腫瘤形成 11-14，但它的生化及

分子作用機轉需進一步的探討。Kunitz-type 胰蛋白酶抑制劑這類的研究資料相對較少。 
自由基為人體新陳代謝過程產生的副產物，為帶有不成對電子的分子、原子或離子。因

具有不成對電子的特性，以致於具有高度反應性。自由基可分為活性氧(reactive oxygen species)
及活性氮(reactive nitrogen species)，其中多數以活性氧為主，包括超氧自由基(O2

-•)、氫氧自

由基(•OH)等。O2
-•亦為活性氧之基礎反應產物。活性氧極易與細胞內的脂質、蛋白質、DNA

及RNA等生物分子發生作用，並破壞這些分子的結構與正常的生化功能，其中對DNA的破壞

最易造成基因的突變而導致如癌症之類的疾病發生。除此之外，活性氧並可破壞胞膜系統的

磷脂質，造成通透性的改變或有害物質的堆積；也可使蛋白質變性，失去應有的生 理功能15。 
自由基會引起老化作用 16 及退化性慢性疾病：如關節炎、糖尿病、關節變硬、循環系統

疾病、肝硬化、心臟病、動脈硬化、攝護腺病、癌症、巴金森氏病、老年癡呆症、皮膚起皺

紋等老化現像等 17-20。細胞膜主要由脂肪及蛋白所組成，容易受到自由基侵襲，若沒有適度

的保護，則細胞膜易破損，接著自由基攻擊細胞侵入了細胞核，若攻擊細胞核的基因，則造

成基因突變(mutation)生成癌症。 
此研究主要探討由大豆中所分離出的Kunitz-type SBTI是否具有清除自由基作用的能

力，進而達到預防動脈硬化及癌症等疾病的生成。首先，我們先從大豆種子中純化Kunitz-type 
SBTI，探討其對活性氧(O2

-•、˙OH與H2O2)及DPPH自由基清除能力，將可提昇大豆的價值與

應用。 
 

貳、研究方法 
 

一、Kunitz-type SBTI 的分離和純化 
稱取大豆種子 100 克，洗淨並除去雜質，浸泡於 1 升 0.01M，pH 8.0 的磷酸鹽緩衝液中，

40C 下靜置過夜。隔天於 40C 的冷房下，進行下列步驟：用果汁機(waring blender)打成漿狀，

靜置 2-3 小時，以萃取 SBTI。用 Beckman J2-21 M/E 冷凍離心機，在 40C 以 10,000 rpm (JA-14 
rotor)離心 15 分鐘，紗布過濾取上清液，慢慢加入固體硫酸銨至 70％飽和濃度，待沈澱生成

達穩定之後，在以 10,000 rpm 離心 20 分鐘，所得沈澱，用少許蒸餾水溶後，移置透析袋，

於 40C 下，對 0.1N 醋酸透析 48 小時，並換 4 次透析液。以 18,000 rpm 離心 15 分鐘除去不

溶之雜質，上清液通過預先以 0.01M Tris-HCl buffer 平衡過的 DE-52 cellulose 管柱(4.5 X 16
公分)，分別以含 0.1M、0.2M 氯化鈉之 Tris-HCl buffer 為沖洗液，以 Pharmacia fraction collector
每 10 分鐘收一管每管 6 毫升，其流速為每小時 36 毫升。測其波長為 280nm 紫外光的吸收，
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可得三個蛋白的吸收峰，經活性測定後，知第三個蛋白峰具有胰蛋白酶抑制劑的活性。收集

此吸收峰的蛋白質溶液，對蒸餾水透析 36 小時，並換三次透析液，調 pH 至 8 左右，離心，

取上清液通入以 0.01M，pH 8.0 的磷酸鹽緩衝液平衡過的 Sephadex G-75 (2.7 X 100 公分)，
以磷酸鹽緩衝液沖洗，可得二個吸收峰，經活性分析之第二個吸收峰具有活性。將有活性部

分通過 trypsin-Sepharose-4B affinity column(2.2X 20 公分)，先以含 0.2N 氯化鈉，0.01M，pH 
8.0 磷酸鹽緩衝液沖洗，將非特異性結合的蛋白質除去，最後用含有 0.2N 氯化鈉，0.01N 鹽

酸溶液沖洗，可得一個蛋白吸收峰，此即所欲純化的 Kunitz-type SBTI，其純度可由 SDS-PAGE
決定。 
 
二、活性氧清除能力分析 

使用體外抗氧化活性(in vitro antioxidative activity; AOA)實驗方法，分析 Kunitz-type SBTI
的抗氧化能力，來計算出相對的抗氧化效價。本實驗主要以 Kunitz-type SBTI 對 superoxide 
anion (O2

-•)、hydroxyl radical(.OH) 及 hydrogen peroxide (H2O2) 三種自由基抗氧化能力的表

現。 
(a)測定抗 Superoxide 自由基氧化之方法

21,22 
將四種試劑 2.0 mM lucigenin (1.0ml)、phosphate-buffered soline, pH 7.4 (1.0ml)、1.0 M 

arginine (0.05ml)和 1.4 μM methylglyoxal (0.05ml)混合均勻後(共 2.1 ml)加入化學冷光分析儀

(BJL uwCL analyzer)之圓底石英比色測定管中(該超微弱化學冷光分析儀的敏感度高達 3.3 × 
10-15 W/cm2。每日的敏感度校正是利用 14C 為光源，在 860 ~ 867 伏特電壓下每秒產生 10,000
光子量，且其再現性的誤差小於 1.0%)。將 lucigenin、methylglyoxal 與 arginine 加入化學冷

光分析儀之圓底石英比色測定管後 12 分鐘(720 秒)，分別加入 10 µl 0.5 mg/ml 的 Kunitz-type 
SBTI 後，可觀察到突然間不同程度冷光量的減弱，這個現象就是 Kunitz-type SBTI 具有不同

程度的抗氧化表現。IC50，係指 Kunitz-type SBTI 抗氧化物能抑制 50% superoxide 的濃度，

其操作方式是先求得不同濃度的 Kunitz-type SBTI 抗氧化物其抑制冷光的量，再換算出

Kunitz-type SBTI 其 IC50 的濃度。 
(b)測定 Hydroxyl radical (⋅OH)之方法

23,24 
利用 Fenton reaction 原理(Fe2+ + H2O2 )，將四種試劑：3 μM IBG (先溶於 pH 7.4 的

phosphate-buffered saline，1.0 ml )、1.0 mM FeSO4 (0.1 ml)、3% H2O2 (1.6ml)及 10 mM EDTA 
(0.05ml)，混合均勻後(共 2.75 ml)加入化學冷光分析儀之圓底石英比色測定管中。上述四種試

劑的添加順序為 EDTA、IBG、H2O2 最後為 FeSO4。將 IBG 與 Fenton reagent (H2O2 + Fe2+)加
入化學冷光分析儀之圓底石英比色測定管後，18 分鐘(1,080 秒)，分別加入 10 µl 0.5 mg/ml
的 Kunitz-type SBTI 後，可觀察到突然間不同程度冷光量的減弱，利用上述方法，亦可求出

Kunitz-type SBTI 其 IC50 的濃度。 
(c)測定 Hydrogen peroxide (H2O2)之方法

25,26 
將三種試劑 2 mM luminol (無須冷凍，保存於 4℃，內含 sodium borate，pH 7.3，1.0 ml )、

PBS，pH 7.4 (1.0 ml)、及 1.2% H2O2 (每日新鮮配製，1.0 ml)，混合均勻後(共 3.00 ml)加入化

學冷光分析儀之圓底石英比色測定管中。利用 BJL 化學冷光分析儀測量其冷光量。將 Luminol
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與 H2O2 加入化學冷光分析儀之圓底石英比色測定管後 10 分鐘(600 秒)，分別加入 10 µl 0.5 
mg/ml 的 Kunitz-type SBTI 後，可觀察到突然間不同程度冷光量的減弱，利用上述方法，亦

可求出 Kunitz-type SBTI 其 IC50 的濃度。 
三、抗氧化能力分析 

以 DPPH [1, 1- diphenyl-2- prycrylhydrazyl radial; 2, 2-diphenyl-1 (2, 4, 6- trinitro- phenyl) 
hydrazyl] method 檢測 Kunitz-type SBT 提供氫原子的能力

27
。將 10 mM DPPH Stock Solution

以甲醇稀釋成 0.2 mM DPPH solution。取 20 μl 連續序列稀釋之樣品，分別加入 200 μl 0.2 mM 
DPPH solution，於室溫下反應 5 分鐘後，以 540  nm 檢測吸光值。吸光值愈低表示清除能力

愈強。以下列公式計算自由基清除功效： 
Scavenging effect % (capacity to scavenging the DPPH radical)  
= [1-(A sample -A s0) / (A control –A c0)] × 100% 

A sample: 樣品加入 DPPH 之吸光值；A s0: 樣品不含 DPPH 之吸光值；A control: 稀釋液加入 DPPH
之吸光值；A c0: 稀釋液不含 DPPH 之吸光值。 
 
四、統計分析 

本實驗結果所有數據均採用平均值±標準誤差(mean standard error)表示，每次比較的差異

性，依實驗性質採用 pair-test 或 ANOVA，比較結果時當 P< 0.05 方具有統計意義。 
 

參、實驗結果 
 

一、Kunitz-type SBTI 純化： 
本研究主要利用 trypsin-Sepharose 4B 親和性管柱來純化 Kunitz-type SBTI，由 100 克種

子純化出約 15.0 毫克的 Kunitz-type SBTI。取 100 克的大豆種子洗淨並除去雜質，經由硫酸

銨分割後，活性介於 70-95﹪。沉澱物經透析、離心，將上清液通過 DE-52 cellulose 管柱(4.5 
X 10 公分)，Sephadex G-75 (2.7 X 100 公分) 及 Trypsin-Sepharose 4B 親合性管柱 (2.2 X 5
公分)，即可將 Kunitz-type SBTI 純化，其純度及分子量可由 SDS-PAGE 分析(圖 1)。 
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kDa 
93 
53 
36 
29 
21 

 

圖1 15% SDS-PAGE電泳分析。Lane 1: 粗萃取液；Lane 2: 通入DEAE管柱，具有活性部分；

Lane 3: 通過trypsin-Sepharose 4B 親合性管柱；Lane 4:以5% 2-mercaptoethanol處理

Kunitz-type SBTI；Lane M: 標準蛋白質分子量。 
 

二、Kunitz-type SBTI 清除自由基能力分析 
清除自由基能力分析是利用純化學反應製造出各種高自由基濃度的環境，藉由加入受測

物評估其清除自由基的能力，在實驗中我們測試 Kunitz-type SBTI 對於環境中常見 O2
-•、˙OH

二種自由基與 H2O2 的清除能力。圖二發現 Kunitz-type SBTI 清除 O2
-•之 IC50 為：27.49 ± 2.75 

μg/ml。由圖三，發現 Kunitz-type SBTI 清除˙OH 之 IC50 為：1.48 ± 0.15 mg/ml。由圖四發現

桑 SBTI 清除 H2O2 之 IC50 為：2.47 ± 0.25 mg/ml。每個實驗樣品濃度，重複三次。 
 

(a) 

 

Second 
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(b) 

 

圖 2 Kunitz-type SBTI 清除 O2
-•自由基活性分析：(a)箭頭所指示加入 10 µl 0.5 mg/ml 

Kunitz-type SBTI 之處，可觀察到冷光會突然減弱。(b)Kunitz-type SBTI 的濃度為 X 軸，

冷光抑制百分比為 Y 軸，可做成一抑制曲線，Kunitz-type SBTI 濃度與抑制冷光之相關

性為 R2=0.9934，且計算出 Kunitz-type SBTI 清除 O2
-•自由基之 IC50 為：27.49 ± 2.75 

μg/ml。 
 

(a) 

 

 
 
 

Second 
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(b) 

 

圖 3 Kunitz-type SBTI 清除˙OH 自由基活性分析：(a)箭頭所指示是加入 10 µl 0.5 mg/ml 
Kunitz-type SBTI 之處，可觀察到冷光會突然減弱。(b). Kunitz-type SBTI 濃度為 X 軸，

冷光抑制百分比為 Y 軸，可做成一抑制曲線，Kunitz-type SBTI 濃度與抑制冷光之相關

性為 R2=0.998 且計算出 Kunitz-type SBTI 清除˙OH 自由基之 IC50 為：1.48 ± 0.15 mg/ml。 

 

(a) 

 

 
 

Second 
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(b) 

 

圖 4 Kunitz-type SBTI 清除 H2O2 活性分析：(a).箭頭所指示是加入 10 µl 0.5 mg/ml Kunitz-type 
SBTI 之處，發現冷光會突然減弱。(b)Kunitz-type SBTI 濃度為 X 軸，冷光抑制百分比為

Y 軸，可做成一抑制曲線，Kunitz-type SBTI 與抑制冷光之相關性為 R2=0.997，且計算出

Kunitz-type SBTI 清除 H2O2 之 IC50 為：2.47 ± 0.25 mg/ml。  
 
三、抗氧化能力分析 

Kunitz-type SBTI 對 DPPH 清除能力，在濃度 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 2.5 mg/ml 時，分別為 3.5% 
± 0.25%, 8.5% ± 0.65%, 12.5% ± 1.25%, 16.7% ± 1.35%, 22% ± 3.05%，顯示 Kunitz-type SBTI
對清除 DPPH 的能力很弱。 
 

肆、討    論 
 

本研究主要利用經由硫酸銨分割， DE-52 cellulose 管柱， Sephadex G-75 及

Trypsin-Sepharose 4B 親和性管柱來純化 Kunitz-type SBTI，由 100 克種子純化出約 15.0 毫克

的 Kunitz-type SBTI，由酵素活性分析，產率約為 14 %，其純度及分子量可由 SDS-PAGE 分

析。 
在甘薯塊根中，已分離出一種分子量為 33 kDa, 具有胰蛋白酶抑制劑活性的貯藏性蛋白

質 28，並具有抗氧化的能力。而我們發現 Kunitz-type SBTI 對於 O2
-•、˙OH 二種自由基和 H2O2

都有具有清除的能力，尤其對清除 O2
-•自由基的能力最佳(其 IC50 為 27.49 ± 2.75μg/ml，而˙OH 

IC50 為 1.48 ± 0.15 mg/ml 及 H2O2 IC50 為 2.47 ± 0.25 mg/ml)。 
人類是必須在有氧環境下才能生存，但是體內在執行氧化代謝時，常會產生自由基；自

由基種類繁多，其中活性氧 ROS (reactive oxygen species) 佔人體自由基比例高。許多現代的

「致命疾病」如心臟血管疾病、癌症、過敏症、糖尿病及關節炎等慢性病，都可能起因於體
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內過量的自由基和它們所造成的連鎖反應。人體常見能清除自由基的包括超氧化歧化酶  
(superoxide dismutase, SOD)、麩胱甘肽過氧化酶(Glutathione Peroxidase, GPx)、過氧化氫酶 
(catalase)，將自由基先代謝成毒性較低的 H2O2，再代謝成無毒的 H2O。內生性抗氧化作用遍

佈細胞內及胞外，全面保護人體免受自由基的破壞。除了這些酵素外，我們還可以由飲食中

攝取如維他命 A、C、E、β-胡蘿蔔素及硒等天然的抗氧化物質，以協助體內清除自由基。蔬

菜水果中也含有許多其它的抗氧化物質，這些物質被稱為自然的植物營養素或植物化學成份

(phytochemicals)，例如黃酮類(flavonoids)、吲哚類(indoles)、大豆中的金雀異黃素(genistein)、
番茄紅素(lycopene)、多酚類及甘薯根(sweet potato root)29, 山藥塊莖(yam tuber)30, 山藥(yam 
mucilages)31 及馬鈴薯塊莖(potato tuber)中的儲藏性蛋白。 

大豆所含成份中，大豆皂素(saponins)、大豆固醇(soy β-sitosterol)、大豆異黃酮(soy 
isoflavones)8 都具有抗氧化、抗發炎和抗凝血能力，在這裡我們也證實 Kunitz-type SBTI 也具

有清除自由基的能力，因此多食用大豆食品能做為國人預防心血管相關疾病及抗癌之健康保

健食品。 
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