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洋紫荊(Bauhinia purpurea)種子中 
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摘 要：利用硫酸銨分割，Sephadex G-50 凝膠過濾色層分析法，DE-52 cellulose 陰離子交換

樹脂及 trypsin-Sepharose 4B 親和性管柱，可以從洋紫荊(Bauhinia purpurea)種子中純化出一種

胰蛋白酶抑制劑（ Bauhinia purpurea trypsin inhibitor），簡稱 BPTI。洋紫荊屬於豆目

(Leguminosae)、蘇木科（Caesalpiniaceae），學名：Bauhinia purpurea Linn.，利用 SDS-PAGE
分析所純化之 BPTI，得知其分子量約 20 kDa，由單一條多胜鏈所組成，是屬於 Kunitz-type
蛋白酶抑制劑。進一步對此蛋白的性質研究，發現 BPTI 在 60℃ 30 分鐘仍保有大於 50%的

活性，但如果到 80 及 100℃，則活性僅殘留 27 及 17%左右。在廣泛的 pH 範圍及還原劑 DTT
處理，BPTI 其抑制胰蛋白酶的活性仍然非常穩定，故 BPTI 結構的穩定與雙硫鍵的存在沒有

明顯的相關性。 
 
關鍵詞：洋紫荊、胰蛋白酶抑制劑、Kunitz-type 蛋白酶抑制劑 
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Abstract: A trypsin inhibitor (BPTI) was purified from seeds of Bauhinia purpurea by 70-90% 
ammonium sulfate precipitation, Sephadex G-50 column, DE-52 ion-exchange column and 
trypsin-Sepharose 4B affinity chromatography. A molecular weight of 20 kDa and single 
polypeptide chain was estimated by SDS-PAGE. The BPTI was found to be a thermostable Kunitz- 
type TI that inhibits trypsin at molar ratio 1:1. The stability of BPTI was studied by exposing it to 
altered conditions of temperature, and measuring the residual inhibitor activity. The inhibitory 
activity retained at least 50 % activity after being heated to 60 ℃ for 30 min, but there were 73 and 
83% losses of activity at 80 and 100 ℃, respectively. The inhibitory activity was stable over a wide 
pH range and in the presence of DTT. The stability of BPTI is apparently not related to the 
presence of disulfide bridge. 
 
Keywords: Kunitz- type trypsin inhibitor, Bauhinia purpurea, BPTI 
 

壹、前    言 
 

蛋白酶抑制劑在許多生物中可被發現，尤其是在植物中，蛋白酶抑制劑廣泛分佈在不同

的家族，而在儲存器官中如種子和塊莖含量則特別豐富（約佔總蛋白的1-10%）1,2。這些蛋

白酶抑制劑可以分類為絲胺酸、半胱胺酸、天冬胺酸、金屬蛋白酶抑制劑3。其中，絲胺酸蛋

白酶抑制劑的研究最多，並已經可以從各種豆科種子分離出來4。豆科植物種子內含有各種蛋

白酶抑制劑，可分類為：Kunitz-type，Bowman-Birk-type，馬鈴薯I (potato I)，馬鈴薯二(potato 
II)，aquash，cereal superfamily，thaumatin-like，Ragi A 1等型抑制劑1。植物絲胺酸蛋白酶抑

制劑中最常見的兩種型是Kunitz-type和Bowman-Birk-type。這兩種型的差別在於他們的分子

量、半胱胺酸含量以及反應位置 (reactive sites) 的數目。Kunitz-type蛋白酶抑制劑的分子量

約在20 kDa，半胱胺酸含量較少，並且只有一個反應位置；而Bowman-Birk-type蛋白酶抑制

劑分子量約在8~10 kDa，有較高的半胱胺酸含量並有兩個反應位置3。 
植物的蛋白酶抑制劑特別令人感有趣的是他們是植物天然防禦系統的一部分，使植物進

化成能對抗昆蟲捕食 5。絲胺酸蛋白酶抑制劑可以有效的對抗鱗翅目類 (Lepidoptera) 的昆蟲
6-10，而半胱胺酸蛋白酶抑制劑是有效的打擊一些鞘翅目 (Coleoptera) 的昆蟲 11,12。這些蛋白

質利用阻斷幼蟲腸道的消化系統蛋白酶，進而限制了胺基酸由蛋白質食物釋放出來。因此，

幼蟲會明顯的有遲緩發展現象，最終死亡。 
蛋白酶在癌細胞產生的發展上，除了與細胞侵襲及轉移有關外 13，蛋白酶還可使細胞失

去接觸性生長抑制 (contact inhibition) 的性質 14,15，而使癌細胞毫無限制的生長，甚至發生重

疊 (pile up) 現象，並且由於蛋白酶在細胞表面作用，使得細胞膜的性質也發生變化，不但形

狀異常，細胞膜上接受器的移動能力會增加，使得親醣蛋白質對其之凝集活性增加，而這些

性質在給予蛋白酶抑制劑後均會改善，故如何利用蛋白酶抑制劑來抑制腫瘤細胞的生長，乃

為一項極具研究意義的工作 16-18。 
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洋紫荊(Bauhinia purpurea)，屬於豆目(Leguminosae)、蘇木科（Caesalpiniaceae），學名：

Bauhinia purpurea Linn.，形態特徵：落葉喬木。單葉互生，由頂端深裂成心形，7－12 公分

長，約等寬，全緣；總狀花序頂生或腋生；於晚秋或早冬開花；花萼管狀，單側開裂成佛燄

苞狀；花瓣 5 片，粉紅色；有藥雄蕊 3－4 枚；莢果扁平，約 20－30 公分長。本研究是利用

洋紫荊種子中，萃取胰蛋白酶抑制劑（Bauhinia purpurea trypsin inhibitor，BPTI），並做了

一般性質之探討。 
 

貳、研究方法 
 

一、材料 
洋 紫 荊 (Bauhinia purpurea) 種 子 收 集 於 新 竹 元 培 科 技 大 學 ， 牛 胰 蛋 白酶 、

N-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide (BAPNA)、 Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) 分子量標記、丙烯醯胺(acrylamide)、雙丙烯醯酰胺(bis-acrylamide)
及其他電泳試劑皆購買於 SIGMA (St. Louis, MO)。層析法材料由 Pharmacia(Uppsala, Sweden)
提供。其他化學藥品及試劑皆使用分析級。 
 
二、BPTI 的分離和純化 

稱取種子 100 克，洗淨並除去雜質，浸泡於 1 公升 0.01N，pH 8.0 的磷酸鹽緩衝液中，4 
℃下靜置過夜。隔天於 4 ℃的冷房下，進行下列步驟：用均質機打成漿狀，靜置 2-3 小時，

以萃取 BPTI。用 Beckman J2-21 M/E 冷凍離心機，在 4 ℃ 1,000 rpm (JA-14 rotor)離心 20 分

鐘，紗布過濾上清液，上清液慢慢加入固體硫酸銨至 70%濃度，待沈澱生成穩定之後，以 10,000 
rpm 離心 20 分鐘，取上清液，再加入硫酸銨至 90%濃度，10,000 rpm 離心 20 分鐘，將沈澱

物用少許蒸餾水溶解後，移置透析袋，於 4 ℃下，對 0.1N 醋酸 3 公升透析，每隔 12 小時更

換透析液，共更換 4 次透析液。透析後以 12,000 rpm 離心 15 分鐘除去不溶之雜質，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-50 (2.7 X 100 公分)，以磷酸鹽

緩衝液沖洗，測其波長為 280nm 的吸收可得二個吸收峰，經活性分析得知第二個吸收峰具有

活性。將具有活性部分收集並通入預先以 0.01M Tris-HCl pH 8.0 緩衝液平衡過的 DE-52 
cellulose 管柱(4.5 X 10 公分)，以含 0 到 0.2M 氯化鈉之 Tris-HCl buffer 梯度沖洗，可得一個

蛋白吸收峰並具有活性，將有活性部分收集，對蒸餾水透析，每隔 12 小時更換透析液，共更

換 4 次透析液。調整蛋白液的 pH 至 8 左右，12,000 rpm 離心 15 分鐘，將上清液通過先以

0.01M，pH 8.0 磷酸鹽緩衝液平衡過的 trypsin-Sepharose-4B affinity column (2.2X 10 公分)，
以含 0.1M 氯化鈉的 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 0.01N HCl 溶液沖洗，可得一個蛋白吸收峰，此即所欲純化的 BPTI，其純度可由

SDS-PAGE 決定。 
 
三、親合性色層分析管柱(affinity chromatography column)之製備 19 

將 Sepharose 4B 凝膠 100 毫升致於磁漏斗上，以蒸餾水洗去酒精及殺菌劑。加入 200 毫
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升的蒸餾水(約 2 倍體積)，以 5N 的氫氧化鈉調至 pH11，隨後加入 10 克的溴化氰，在 pH stat
上以 5N 氫氧化鈉滴定，使溶液維持在 pH 11，並保持 5 到 10℃間。反應 20 分鐘後(pH 值趨

於穩定)，分別以 4℃的蒸餾水及 0.1M 碳酸氫鈉 pH 9.0 沖洗，最後保存於此緩衝溶液中。將

上述活化的 Sepharose-4B 凝膠溶於適量的連接緩衝液(coupling buffer：0.1M 碳酸氫鈉 pH 
9.0)，並加入 400 毫克的胰蛋白酶(約 5-10 毫克蛋白/毫升凝膠)，充入氮氣，密封，置於 4℃
溫和攪拌兩小時即可完成。作用後的凝膠，倒入管柱中，並用連接緩衝液沖洗，最後依序以

含 0.5M 氯化鈉 0.1M pH 9.0 碳酸氫鈉緩衝液，含 0.5M 氯化鈉 0.1M pH 4.0 醋酸鈉緩衝液，

含 0.1M 乙醇胺 0.1M pH 9.0 碳酸氫鈉緩衝液，含 0.5M 氯化鈉 0.1M pH 4.0 醋酸鈉緩衝液及

0.1M pH 8.0 碳酸氫鈉緩衝液沖洗，完畢後，置於 4℃中備用。 
 
四、BPTI 活性測定 20 

實驗組是將 0.5 毫升溶於 0.01M Tris-HCl，pH 8.0 緩衝溶液中的定量 BCTI 與 0.5 毫升

trypsin 溶液 (10mg/ml) 混合均勻，置於 37℃ 5 分鐘後，再加入 4 微升 BAPNA 
(N-benzoyl-DL-arginyl-p-nitroanilide)溶液(50mg/ml)，37 ℃ 反應 20 分鐘後，加入 0.5 毫升 10%
醋酸溶液終止反應，測定 410 nm 吸收。對照組則以 0.5 毫升磷酸鹽緩衝液代替 BCTI 溶液，

其餘步驟與實驗組相同。空白組是以 0.5 毫升 BCTI 溶液(實驗空白組)或 0.5 毫升磷酸鹽緩衝

液 (對照組空白組)依序加入 0.5 毫升 trypsin 溶液，1 毫升 10％醋酸，再加入 4 微升 BAPNA
溶液，測定 410 nm 的吸光。所有的實驗都重複做三次。 
 
五、蛋白質定量 

蛋白質定含量是根據Bradford的方法21，利用Coomassie Blue染色來決定，在595 nm吸收

波長下測定。牛血清白蛋白（1毫克/毫升）作為蛋白質標準物。 
 
六、SDS聚丙烯醯胺凝膠電泳法(SDS polyacrylamide gel electrophoresis) 

利用15% 的SDS-PAGE來分析蛋白質。而蛋白質則用0.1% Coomassie Brilliant Blue R-250
染色來偵測。 
 
七、溫度及 pH 的穩定性 22 

BPTI (1 mg/ml 在 0.01M Tris-HCl pH 8.0 緩衝溶液中)在水浴中以不同的溫度(37-100℃)
處理 30 分鐘，殘留抑制活性測試之前樣品先冷卻到 0℃。測量 BPTI 對不同 pH 值的穩定性，

BPTI (1 mg/ml)用不同緩衝液(100 mM)以相同容量稀釋之，緩衝液種類如下：檸檬酸鈉

（pH2-4），醋酸鈉（pH5），磷酸鈉（pH6-7），Tris-HCl（pH8）和碳酸氫鈉（pH9-10）。在

37 ℃水浴中與緩衝液反應一小時，pH 值調整到 8.0，再測量其殘留抑制胰蛋白酶的活性。所

有的實驗都重複做三次。 
 
八、DTT的影響22 

BPTI(1 mg/ml) 與最終濃度為1, 10, 和100 mM還原劑DTT(dithiothreitol)反應，在37 ℃反
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應15－120分鐘。接著加入DTT濃度兩倍量的碘醋酸（iodoacetic acid）終止反應，再測量其殘

留抑制胰蛋白酶的活性。 
 

參、實驗結果 
 

一、BPTI的純化 
本研究主要利用trypsin-Sepharose 4B親和性管柱來純化BPTI，由100克種子純化出8.0毫

克的BPTI，產率為26%。取100克的洋紫荊種子經由硫酸銨分割後，活性介於70-90%。再利

用凝膠過濾法 Sephadex G–50 ，離子交換層析 DE-52 cellulose 管柱，親 和性層析

trypsin-Sepharose管柱可分離出均質化的BPTI。在Sephadex G–50凝膠過濾管柱可得到二個吸

收峰[圖1(A)]，第二個吸收峰具有胰蛋白酶抑制劑活性。將具有活性部分的蛋白質通入DE-52 
cellulose管柱[圖1(B)]，不鍵結於管柱上可得到一蛋白吸收峰，以含0到0.2M氯化鈉離子梯度

沖提時可得到一個蛋白吸收峰，經活性測定後，得知以0到0.2M氯化鈉離子梯度沖提時所得

到的蛋白峰具有胰蛋白酶抑制劑的活性。將有活性部分通過trypsin-Sepharose 4B 親合性管柱

[圖1(C)]，即可將BPTI純化，親和性層析管柱提供一個很方便的步驟，可以用來分離出這個

抑制劑。其純度及分子量可由SDS-PAGE分析[圖1(D)]。經SDS-PAGE分析得知其已均質化

(homogenous)，分子量約20 kDa，是屬於Kunitz-type蛋白酶抑制劑。BPTI被純化倍數為22倍，

產率為26.7%（表1）。 
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(C) (D) 

 
 

圖1 (A)粗萃取液通過凝膠過濾法(Sephadex G-50, 2.7 X 100公分)，收集具有抑制胰蛋白酶活性

的第二個吸收峰，接著利用DE-52 cellulose離子交換管柱色層分析法(B)，先以0.01M，pH 
8.0的磷酸鹽緩衝液平衡DE-52 cellulose管柱(4.5 X 10公分)，以含0到0.2 M氯化鈉離子梯度

之0.01M，pH 8.0的磷酸鹽緩衝液為沖洗液，可得二個蛋白的吸收峰，經活性測定後，知

與樹脂鍵結的蛋白峰具有胰蛋白酶抑制劑的活性。(C)將有活性部分通過trypsin-Sepharose 
4B affinity column (2.2 X 10公分)，先以含0.1N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BPTI可被0.01N鹽酸溶液沖出。(D)純化過程各階段利

用15% SDS-PAGE電泳分析。Lane 1: Sephadex G-50；Lane 2: DE-52 cellulose;；Lane 3: 
trypsin-Sepharose 4B affinity column; Lane 4: BPTI以5% 2-mercaptoethanol還原處理; Lane 
M: 標準蛋白質分子量。 

 
表1 由洋紫荊種子純化BPTI的產量及活性 

Steps Total Protein 
(mg) 

Total activity  
(U) 

Specific activity 
(U/mg) 

Purification 
(fold) 

Yield 
(%) 

Crude extract 660.5 1050 1.59 1 100 

Fraction 70-90% 112.2 830 7.3 4.59 79 

Sephadex G-50 36.6 460 12.7 7.99 43.8 

DE-52 cellulose  16 320 20 12.58 30.5 

Trypsin-Sepharose-4B 8 280 35 22.01 26.7 

 
二、BPTI抑制胰蛋白酶的濃度效應 

圖2顯示不同量BPTI對定量胰蛋白酶的抑制情形。可知胰蛋白酶與BPTI作用的莫耳數比

為1: 1。 
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圖2 BPTI對胰蛋白酶抑制作用的活性分析。不同濃度的BPTI與固定濃度的trypsin，在37℃反

應5分鐘，再加入4微升BAPNA溶液(50mg/ml)，37℃ 反應20分鐘後，加入0.5 毫升10％
醋酸溶液終止反應，抑制程度由測定410 nm吸收值而定。 

 

三、抑制劑活性的穩定性 

這項研究顯示出溫度對抑制劑的影響，可以看到溫度達60℃反應30分鐘後，抑制劑可以

保留大於50%的活性；但到達80及100℃時，活性分別損失了73及83%[圖3(A)]，可知BPTI對
熱具有非常高的穩定性。抑制劑在pH值3.0-10.0範圍內反應60分鐘，結果顯示BPTI抑制胰蛋

白酶的活性在廣泛的的pH值環境下，仍保持其結構的穩定性，活性不受pH值的影響[圖3(B)]。
圖4顯示，當抑制劑暴露在不同濃度的DTT下，不論反應時間長短（15～120分鐘），其抑制活

性皆不受影響，可知雙硫鍵對其構形的穩定並非重要的因素之一。 
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圖3 BPTI對溫度與pH的穩定度測定。(A) BPTI用不同pH緩衝液(100 mM)以相同容量稀釋之，

在37℃水浴中與緩衝液反應一小時，pH值調整到8.0，再測量其殘留抑制胰蛋白酶的活

性。(B) BPTI先以不同溫度下處理30分鐘，冷卻樣品後，再測量其殘留抑制胰蛋白酶活性

的百分比。每個實驗皆重複三次，取平均值± SE。 
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圖4 還原劑DTT對BPTI 胰蛋白酶抑制作用的活性分析。BPTI與最後濃度為1, 10, 100mM還原

劑DTT反應，37℃反應10-120分鐘後，藉由加入兩倍DTT濃度的碘醋酸（iodoacetic acid）
終止反應，再測量其殘留抑制胰蛋白酶的活性。每次重複三次，取平均值± SE。 

 
肆、討    論 

 
絲胺酸蛋白酶抑制劑，特別是從多種植物所分離的Kunitz-type抑制劑，已被證明他們對

於害蟲的成長及發育會造成明顯的影響23。本研究從洋紫荊種子純化出一種新的胰蛋白酶抑

制 (BPTI)。以SDS-PAGE分析，BPTI一種分子量約20 kDa的蛋白質，在還原劑  (5% 
2-mercaptoethanol) 存在下只有觀察到一條多肽鏈，結構類似分子量約18-24 kDa，由一條或

兩條多肽鏈所組成的Kunitz-type胰蛋白酶抑制劑24-26。 
蛋白酶抑制劑的活性功能與它們的構形有絕對的關係，故會影響其構形穩定的物理、化

學變性劑如溫度、pH、清潔劑和還原劑，都會影響其活性。BPTI 在不同溫度下反應 30 分鐘，

結果在 60 ℃胰蛋白酶抑制活性僅喪失 40%，加熱至 80 和 100℃時，活性才大幅度的下降，

此與 ECTI、ILTI 及 DMTI-IIu 有相似的結果 22,24,27，但與從 Putranjiva roxburghii、Carica papaya
及 Pyralidae dubium 所分離的蛋白酶抑制劑不同，他們在 80℃反應 30 分鐘，仍具有約 80%
的殘留活性 28-30。觀察不同 pH 值對 BPTI 抑制活性的影響，BPTI 不論在高酸性(pH3)或高鹼

性(pH10)的環境下其抑制活性並不受太大的影響，與 ECTI 及 DMTI-II 有相似的結果 22,27。一
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般胰蛋白酶抑制劑其分子內雙硫鍵是負責穩定構形的功能，如從雙花扁豆(Dolichos biflorus)
及油菜(Brassica campestris)種子中所分離的 Bowman-Birk-type 蛋白酶抑制劑 31,32 與從相思樹

(Acacia confusa)、Erythrina caffra、Peltophorum dubium、Plathymenia foliolosa 種子中所純化

出的 Kunitz-type 抑制劑 33-36，這些抑制劑經還原劑 DTT 處理，其殘留抑制胰蛋白酶的活性

皆明顯的下降，但 BPTI 暴露在不同濃度的 DTT 下，不論反應時間長短（15～120 分鐘），其

抑制活性及穩定性皆不受影響，顯示 BPTI 的雙硫鍵對其構形的穩定並非重要，此與 DMTI-II22

及分離自 Bauhinia sp.種子的抑制劑結果相似，且已知分離自 Bauhinia sp.種子的抑制劑發現

其不具有雙硫鍵及半胱胺酸殘基也不影響其抑制胰蛋白酶的活性 37。 
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