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摘要：植物蛋白酶抑制劑是一種天然的抗蟲防禦性蛋白，藉由抑制昆蟲消化道絲胺酸蛋白酶

的活性，抑制幼蟲的生長和發育。在腫瘤抑制，抗寄生蟲和抗生素方面，植物蛋白酶抑制劑

具有潛在的應用價值。本研究是從豆科植物洋紫荊(Bauhinia purpurea)種子中，利用硫酸銨分

割 (70-90%) 、 Sephadex G-50 膠體分離管柱、 DEAE cellulose 陰離子交換樹酯及

Trypsin-Sepharose 親和性色層分析法，可純化出洋紫荊胰蛋白酶抑制劑(Bauhinia purpurea 

trypsin inhibitor, BPTI)，以 12% SDS-PAGE 分析，由單一條多肽鏈組成，分子量約 20 kDa，

屬於 Kunitz-type 胰蛋白酶抑制劑；對胰蛋白酶活性的抑制作用莫耳數比為 1:1。利用

Lineweaver-burk double reciprocal plot 及 Dixon plots 研究其動力學特性，結果顯示 BPTI 對胰

蛋白酶活性的抑制是屬於競爭性抑制作用，抑制常數(inhibition constant，Ki)為 3.82 × 10
-8 

M。 
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Abstract: Plant protease inhibitors have been studied to determine their mechanism of action 

against serine proteinases. Such inhibitors also participate in diverse biological activities, including 

plant storage, cancer protection, parasite inhibition, and bacterial inhibition. Moreover, they form a 

critical group of defense proteins in plants because of their ability to inhibit serine proteinase 

digestive enzymes from insects, thereby suppressing larval growth and development. This study 

presents a Kunitz-type trypsin inhibitor purified from Bauhinia purpurea seeds. The purification 

procedure involved by 70%– 90% ammonium sulfate precipitation, Sephadex G-50 column, DEAE 

ion-exchange column chromatography,and trypsin-Sepharose 4B affinity chromatography. A 

molecular weight of 20 kDa and a single polypeptide chain were estimated by 12 % sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. Kinetic studies demonstrated that the inhibitory 

effect of BPTI on trypsin can be categorized as competitive inhibition, with the inhibition constant 

Ki being 3.82 ×10
-8

 M. 

 

Keywords: Kunitz-type trypsin inhibitor, Bauhinia purpurea, inhibition constant 

壹、 前言 

在農業上，蟲害威脅是破壞農作物生產力的主要因素之一，儘管廣泛使用化學殺蟲劑但

他們仍然嚴重減少農作物產量 1。許多植物藉由製造防禦性化合物對抗害蟲 2，大部分保護性

物質是蛋白質，其中一種植物防禦機制是製造消化酵素抑制劑干擾害蟲的消化系統 3，這種

機制是累積一種或幾種防禦蛋白質如蛋白酶抑制劑，α澱粉酶抑制劑，凝集素和 arcelins
4。

蛋白酶抑制劑是最廣泛研究的天然抗蟲害防禦機制，具有抑制害蟲蛋白酶活性及改善食品的

營養價質 5。這些蛋白酶抑制劑會使得害蟲的腸道內的消化蛋白酶失去活性，卻很少抑制內

源性(endogenous)蛋白酶，因此證明了他們可參與保護植物防止害蟲 6,7。蛋白酶抑制劑通常

存在於植物的貯藏器官如種子，累積的量可達儲存組織總可溶性蛋白約 1〜10％。在豆科植

物，蛋白酶抑制劑在種子成熟期間大量累積，無論是在貯藏蛋白的累積和在植物防禦作用

上，都扮演著重要角色 8。 

各種消化蛋白酶，包括絲胺酸(serine)，半胱胺酸(cysteine)，天門冬胺酸(aspartic acid)和

金屬蛋白酶的抑制劑，已在植物中被確認 9。從豆科植物種子分離絲胺酸蛋白酶抑制劑通常

含有兩種主要類型，Bowman-Birk-type (分子量約 8~16 kDa)，具有七對雙硫鍵及對胰蛋白酶

和胰凝乳蛋白酶的兩個反應位置(reactive sites)，和 Kunitz-type（分子量約 20~25 kDa），具有

一對或兩對雙硫鍵和對胰蛋白酶作用的單一個反應位置 10,11。 

研究植物界的蛋白酶抑制劑，主要以豆科(Leguminosae)，茄科(Solanaceae)及禾本科

(Gramineae)為主要的題材。它們透過抑制昆蟲消化道的蛋白酶活性，減少其消化能力，因此

阻止其生長發育 12。蛋白酶抑制劑隨著食物進入昆蟲消化道和阻止蛋白質的消化，因此，昆

蟲無法獲得胺基酸和能量，導致生長發育遲緩 13。這些蛋白酶抑制劑單一的防禦基因已經從

一種植物轉殖到另一個植物，並可因受傷誘導它們表現或因組成型啟動子 (constitutive 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3 

 

promoter)而恆定表現，對害蟲傷害具有明顯的效果。轉移不同來源的蛋白酶抑制劑的基因至

具有經濟利益的植物，結果轉殖基因植物對害蟲捕食更具耐受性 14。首先由 Hilder 等人證實，

透過轉殖豇豆(Vigna unguiculata)胰蛋白酶抑制劑基因到煙草中，使得菸草具有抵抗多種害

蟲，包括鱗翅目 (Lepidopterans) ，如棉鈴蟲 (Heliothis) 和夜蛾科 (Spodoptera); 鞘翅目

(Coleopterans),如葉甲(Diabrotica)，Anthonomnous 和直翅目(Orthoptera)如蝗蟲(Locusts)
15。為

了進一步拓展植物防禦基因的病蟲害防治應用，新的和具有潛力的昆蟲特異性抑制蛋白和基

因，需要從不同的植物來源分離。 

洋紫荊屬於豆目(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。我們實驗室已從洋紫荊種子純化出一種 Kunitz 

type 胰蛋白酶抑制劑(BPTI)，由單一條多肽鏈組成，分子量約 20 kDa 的蛋白質，屬於

Kunitz-type 胰蛋白酶抑制劑 16，本研究是進一步探討洋紫荊胰蛋白酶抑制劑對胰蛋白酶抑制

作用的動力學之研究。 

貳、 研究方法 

一、BPTI 的分離和純化 16
 

洋紫荊(Bauhinia purpurea)種子收集於新竹元培醫事科技大學校園中，稱取種子 100 克，

洗淨並除去雜質，浸泡於 1 公升 0.01 M，pH 8.0 的磷酸鹽緩衝液中，4 ℃下靜置過夜。隔天

於 4 ℃的冰箱內，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 ℃ 10,000 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 0.1M 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 0.01 M，

pH 8.0 的磷酸鹽緩衝液平衡過的 Sephadex G-50 (2.7 × 100 公分)，以磷酸鹽緩衝液沖洗，以

分液收集器每 3 毫升收集一管，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DEAE cellulose管柱(4.5 × 10公分)，以含 0到 0.3 M氯化鈉之 0.01M Tris-HCl pH 8.0

緩衝液梯度沖洗，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 0.01 M，pH 8.0 磷酸鹽緩衝液平衡過的 Trypsin-Sepharose-4B 

affinity column (2.2× 10 公分)，以含 0.1M 氯化鈉的 0.01 M，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 0.01 N 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 12% SDS-PAGE 決定。 
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二、BPTI 抑制胰蛋白酶活性測定 17
 

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 BPTI 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 BPTI 溶液，

其餘步驟與實驗組相同。空白組是以 0.5 毫升 BPTI 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，0.5 毫升 10％醋酸溶液，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。BPTI 抑制能力的計算方法

可以用殘餘酶活性(residual trypsin activity，簡稱 R.T.A.)或以抑制百分比(percent inhibitor，簡

寫為%I)來表示。抑制單位的定義：抑制 1 毫克胰蛋白酶所需的抑制劑量，謂之 1 抑制單位

(inhibition unit)，計算公式如下： 

 

 

 

A1=實驗組之 A410 nm 

A2=對照組之 A410 nm 

A3=實驗空白組 A410 nm 

A4=對照空白組 A410 nm 

I(%)=1- R.T.A.(%) 

 

三、蛋白質濃度的定量 

蛋白質定含量是根據 Bradford 的方法 18，利用 Coomassie Blue G250 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。 

 

四、 SDS-聚丙烯醯胺凝膠電泳法(SDS-PAGE) 

利用 12 % 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。 

 

五、動力學分析 

不同濃度的 BPTI (0.8 x 10
-8和 1.6 x 10

-8
 M)，在 0.01M pH 8.0 Tris-HCl 的緩衝液下，先與

trypsin (0.3 mg/ml) 37℃反應 10 分鐘後，分別再加入 0.3125, 0.625, 1.25 及 2.5mM 的受質

BAPNA，反應 10 分鐘，之後使用 Lineweaver-burk double reciprocal plot，並以反應速率的倒

數 1/V (OD410/h/ml)
-1對受質濃度的倒數 1/S 作圖，畫出雙倒數圖來決定其抑制胰蛋白酶的作

用方式。接著，再以 Dixon polt 作圖 19，在不同濃度下的 BAPNA (0.5 mM 和 1 mM)，以反應

速率的倒數 1/V (OD410/h/ml)
-1對不同濃度的 BPTI 作圖，所畫出的兩條直線交叉點的值，即

為 BPTI 對胰蛋白酶的抑制常數(Ki)。 

R.T.A.(%)=  -----------  ×100% 
A2-A4 

 

A1-A3 
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參、 實驗結果 

一、洋紫荊胰蛋白酶抑制劑(BPTI)之純化 

BPTI 的純化方法是藉由硫酸銨鹽分割、Sephadex G-50 管柱、DEAE-cellulose 陰離子交

換樹脂管柱及 Trypsin-Separose 4B 親和性管柱，可得到一個具有抑制胰蛋白酶活性的吸收

峰。接著利用 12% SDS-PAGE 分析，可得知 BPTI 分子量約為 20 kDa 屬於 Kunitz-type 胰蛋

白酶抑制劑（圖 1）。 

 

圖 1 利用 12% SDS-PAGE 電泳分析。Lane M: 標準蛋白質分子量，Lane 1：注入 15 毫克純化

的 BPTI，分子量約 20 kDa。 

 

二、BPTI 抑制胰蛋白酶的濃度效應 

由圖 2 顯示不同量 BPTI 對定量胰蛋白酶的活性抑制情形。當 BPTI 與胰蛋白酶莫耳數的

比值為 1 時，胰蛋白酶的殘留酵素活性為零，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 4μl BAPNA 溶液(50mg/ml)，37℃反應 20 分鐘後，加入 0.5 ml 10％醋

酸溶液終止反應，抑制程度由測定 410 nm 吸收值而定。 

 

三、動力學分析 

在 0.01M Tris-HCl，pH8.0 緩衝溶液下，以不同濃度之 BPTI 處理一定量的胰蛋白酶，37

℃反應 10 分鐘後，再分別加入不同濃度的受質 BAPNA，反應 10 分鐘，使用 Lineweaver-burk 

double reciprocal plot 作圖，以反應速率的倒數 1/V (OD410/h/ml)
-1對受質濃度的倒數 1/S 作圖

(圖 3)，這些直線方程式相交於 y 座標，可知 BPTI 對 Trypsin 的抑制作用是影響其 Michaelis

常數(Km)，隨著 BPTI 的濃度增加，trypsin 對受質的 Km 值變大，但對其最大反應速率不影

響，因此顯示 BPTI 對 Trypsin 的抑制作用是屬於競爭性的抑制作用(competitive inhibition)。 

 

圖 3 酵素動力學的分析(Lineweaver-burk double reciprocal plot)。 

不同濃度的BPTI (0.8 × 10
-8和1.6 × 10

-8
 M)，在0.01M pH 8.0 Tris-HCl的緩衝液下，先與 trypsin 

(0.3 mg/ml) 37℃反應 10 分鐘後，分別再加入 0.3125, 0.625, 1.25 及 2.5 mM 的受質 BAPNA，

反應 10 分鐘，之後使用 Lineweaver-burk double reciprocal plot，並以反應速率的倒數 1/V 

(OD410/h/ml)
-1對受質濃度的倒數 1/S 作圖 

 

接著，利用 Dixon plot 在兩種不同 BAPNA 濃度下，決定 BPTI 與 trypsin 的抑制常數(Ki)，

以反應速度的倒數(OD410/h/ml)
-1 對不同的 BPTI 濃度作圖。兩條直線方程式相交點數值即為

BPTI 與胰蛋白酶之抑制常數(Ki)，其值為 3.82 × 10
-8 

M (圖 4)。 
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圖 4 利用 Dixon plot 決定 BPTI 對胰蛋白酶的抑制常數(Ki)。在不同濃度的 BPTI 下，使用不

同受質 BAPNA 濃度 (0.5 和 1.0 mM)下抑制胰蛋白酶活性，以反應速率的倒數 1/V 

(OD410/h/ml)
-1對 BPTI 的濃度作圖所畫出的兩條直線方程式，相交點的值即為 BPTI 對胰蛋白

酶的抑制常數(Ki)。 

肆、 討論 

胰蛋白酶抑制劑是一類天然的抗蟲物質，在植物中抗蟲基因佔有十分重要的角色，同時

也是研究蛋白質結構，特別是一級結構與其功能關係的良好模型，而且胰蛋白酶抑制劑在生

理上具有重要調解作用，在腫瘤抑制方面有潛在應用價值，因此尋找新型的、高活性的胰蛋

白抑制劑具有重要的應用價值。蛋白酶抑制劑廣泛的存在動物、植物和微生物中，植物中的

蛋白酶抑制劑可參與種子休眠過程中內源性蛋白酶活性的調節、可作為儲藏蛋白、保護植物

免受真菌和昆蟲的侵蝕。另外動物體內的諸多生理生化反應，如血液凝固、腫瘤細胞生長分

化、愛滋病毒的傳染等都與蛋白酶抑制劑有密切相關。因此，蛋白酶抑制劑成為近幾年生命

科學研究的一個熱門的題材 20-23。 

 絲胺酸蛋白酶抑制劑對胰蛋白酶具有很高的親和性抑制作用，主要以競爭性(competitive)

或非競爭性(non-competitive)抑制作用。動力學分析顯示，BPTI 對胰蛋白酶的抑制作用是屬

於競爭性的抑制作用，與台灣欒樹(KFTI)
24、Pithecellobium dumosum

20,25,26、Archidendron 

ellipticum
27

,Derris trifoliate
28

, Putranjiva roxburghii
29所純化的Kunitz-type胰蛋白酶抑制劑機制

相同；相對地，也有其他 Kunitz type 胰蛋白酶抑制劑屬於非競爭性的抑制作用，如 Adenanthera 

pavonina
20

, Caesalpinia bonduc
31及 Tamarindus indica

32。利用 Dixon plot 作圖求得 BPTI 對胰

蛋白酶的 Ki 值為 3.82 x 10
-8

M，對胰蛋白酶具有很高的親和性，其 Ki 值與其他的 Kunitz-type

胰蛋白酶抑制劑有相似的數值，如，如 EAKTI ( Ki 1.75×10−
9
 M)

33、PmTKI (Ki 1.5×10−
9 
M) 

34、
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PdKI-4 (Ki 5.7×10
-10 

M)
20及 TfgKTI (Ki 3.01×10

-9 
M)

35及 KFTI 為 1.78 ×10
-9 

M
24。 
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