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摘要：本篇是由相思樹(Acacia confusa)種子所分離的胰蛋白酶抑制劑(Acacia confusa trypsin 

inhibitor)，簡稱ACTI，屬於Kunitz-type的胰蛋白酶抑制劑。以不同濃度的ACTI處理HT-29大腸直

腸癌細胞，利用MTT試驗觀察細胞的存活率，以12.5 μM ACTI處理細胞48小時後，細胞的存活

率下降至43.3 ± 3%，在72小時後更可以下降至34.6 ± 2.5%。所以HT-29細胞的存活率隨著處理

ACTI的劑量及時間的增加而下降。在軟性瓊膠群落生長試驗 (soft agar colony growth assay)中，

處理5 μM ACTI兩星期後，觀察群落之生成與型態，發現細胞群落聚集的現象有明顯的降低，只

剩下38 ± 3%。利用侵入能力試驗(invasion test)，ACTI在濃度5 μM處理細胞48小時後，抑制HT-29

侵入性的能力達到48 ± 5%，再利用明膠蛋白酵素電泳法(gelatin zymography)可明顯觀察到在濃度

5 μM ACTI處理細胞48小時後，可以抑制HT-29 cells分泌表現MMP-2及MMP-9的量，特別是

MMP-9更明顯。因此ACTI抑制HT-29大腸直腸癌細胞侵入性的能力，可能經由抑制MMP-2及

MMP-9的分泌表現量。故本研究闡釋ACTI有潛力發展成臨床抑制細胞轉移能力的藥劑。 

 

關鍵字：相思樹胰蛋白酶抑制劑、MMP-2、MMP-9 

 

Abstract:Acacia confusa trypsin inhibitor (ACTI) is a Kunitz family 2-chain trypsin inhibitor with 

anMr of 19.4 kD. The cytotoxic effects of ACTI on human colon cancer cells (HT-29) have been 

demonstrated, but the exact mechanism by which ACTI induces these effects is not completely 

understood. In this study, we found that ACTI inhibited the growth of HT-29 cells in a time- and 

concentration-dependent manner based on MTT test results. A soft agar colony growth assay revealed 
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that the number of colonies decreased with increasing concentrations of ACTI. To confirm the effects 

of ACTI, an invasion assay was conducted. Treating HT-29 cells with up to 5 μM of ACTI decreased 

cell invasion significantly—by 48% ± 5% for 48 h. Gelatin zymography assay results revealed that 

ACTI exerted a significant inhibitory effect on the MMP-9 activity of HT-29 cells, but only slightly 

reduced MMP-2 activity. The results suggested that ACTI suppression of the invasive ability of 

colorectal cancer HT-29 cells might involve its inhibition of the expression of MMP-2 and MMP-9. 

Our results indicated that ACTI has potential in the clinical treatment of cancer metastasis. 

 

Keywords:ACTI;Human colon cancer cells;Cell invasion 

 

1. 前言 

基底膜 (basement membranes)和細胞外間質(extracellular matrix；ECM)被降解，是癌細胞產

生侵入性或是轉移現象的重要的指標。當細胞要從組織侵襲或轉移至其他部位時，會利用淋巴或

血液而擴散至其他器官，因此癌細胞會先分泌蛋白酶，將基底膜及細胞外間質降解之後，再開始

向其他器官轉移 (Westermarck and Kahari, 1999)。在癌細胞的侵入能力方面，matrix 

metalloproteinases (MMPs)扮演了很重要的角色，MMP 家族是一種 zinc-dependent 

endopeptidases，其可降解細胞外間質(ECM)。MMP family 在生理學方面，對於組織型態、組織

修復及血管新生方面皆有重大的影響，而病理學方面，過度的降解 ECM 會造成關節炎、骨關節

炎、牙周炎以及腫瘤的侵入和轉移。因此 MMP 家族的表現量異常將會造成嚴重的影響(Nagase 

and Woessner, 1998; Nagase and Woessner, 1999)。 

 研究指出在大鼠模式當中，可以發現乳癌轉移至腦癌的案例，MMP-2、MMP-9 和 MMP-3

的表現量有明顯上升，因此在複雜的轉移侵襲過程當中 MMP 扮演著重要的角色(Mendes, 2005; 

Prasad et al., 2013)。且有研究指出在卵巢癌的細胞當中，MMP-2 及 MMP-9 的表現量會增加，且

urokinase plasminogen activator (uPA)也同樣上升，且與癌細胞的轉移和侵入性皆有重大的相關性

(Schmalfeldt et al., 2001)；另外在肺癌細胞中也有發現，uPA 和 MMP-9 的表現量增加，並參與著

細胞的侵入以及轉移的作用(Yang et al., 2005; Kim etal., 2014)。因此，可以知道 MMP 的表現量上

升的確會與癌症細胞的轉移有關，要抑制癌細胞的轉移或是侵入的能力，主要就是要抑制會分解

細胞外間質的 MMP 家族，所以尋找抑制這些蛋白質的物質就成為目前極具意義的工作。已有研

究證實在前列腺癌細胞當中，抑制 matrix proteinases 即可抑制癌細胞的轉移作用(Desrosiers et al. 

2005)；也有研究指出抑制 uPA 以及 MMP-9 可以抑制肺癌細胞的轉移、侵襲以及腫瘤的生長(Rao 

et al., 2005)。因此可以更加確定抑制 MMP 家族可以抑制癌症細胞的侵襲以及轉移的能力。 

 有研究指出利用稻米中萃取出來的 Bowman-Birk inhibitor 可抑制 pro-MMP-1 的表現，及大

豆中的 Bowman-Birk inhibitor 也可抑制 pro-MMP-9 的表現量(Bawadi et al., 2005)，因此可知胰蛋

白酶抑制劑對於 MMP 具有抑制的能力；另外有研究指出，大豆胰蛋白酶抑制劑抑制癌細胞的侵

入能力，主要抑制mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway訊息傳遞路徑，因而抑制MMP

及 uPA 的表現(Chen et al., 2005)，或藉由抑制 MAPK 導致癌症細胞的凋亡。另有研究顯示大豆

胰蛋白酶抑制劑藉由抑制 MAPK pathway 導致 uPA 的表現下降而使細胞侵入性降低(Yang et al., 

2006)。 
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本論文主要是研究相思樹種子所萃取出的胰蛋白酶抑制劑(Acacia confusa trypsin inhibitor；

ACTI)對於 HT-29 大腸直腸癌細胞的影響。相思樹(Acacia confusa)屬於豆目 (Liguminales)，含羞

草科 (Mimosideae)，相思樹屬 (Acacia)。由相思樹種子所分離出來的胰蛋白酶抑制劑(ACTI)，

其是由 A 鏈及 B 鏈以兩對雙硫鍵連結所組成的蛋白質，A 鏈含 136 個胺基酸，B 鏈含 39 個胺基

酸，分子量 19.4 kDa，屬於 Kunitz-type 的抑制劑 (Lin et al., 1991; Wu et al., 1993)。 

首先，以不同濃度的 ACTI 處理 HT-29 大腸直腸癌細胞，利用 MTT 試驗觀察細胞的存活率，

再利用侵入性試驗(invasion test)觀察 ACTI 是否抑制癌細胞的侵入能力，接著利用明膠蛋白酵素

電泳法(gelatin zymography)的方式觀察ACTI是否會抑制HT-29分泌產生MMP-2及MMP-9的量。 

 

2. 研究方法 

2.1ACTI之萃取 

秤取相思樹種子 200 克(採自元培科技大學附近丘陵地生長之相思樹)，洗淨並除去雜質，浸

泡於 1 公升 0.01M，pH 8.0 的磷酸鹽緩衝液中，4℃下靜置過夜。之後利用果汁機將其打成漿狀，

靜置 2-3 小時，利用 KUBOTA 7700 冷凍離心機，在 4℃以 10,000 rpm (AG-2506 rotor)離心 15 分

鐘，取上清液，慢慢加入固體硫酸銨至 50%的濃度，4℃以 10,000 rpm 離心 30 分鐘，取上清液，

再慢慢加入固體硫酸銨至 90%濃度，4℃以 10,000 rpm 離心 30 分鐘離心，將沉澱物移置透析袋，

於 4℃下，對 0.01M pH 8.0的磷酸鹽緩衝液透析 48小時，期間換 4次透析液。透析後，以 4℃ 12,000 

rpm 離心 20 分鐘除去不溶的沉澱物，取上清液通過預先以 0.01M pH 8.0 的磷酸鹽緩衝液平衡過

的 Sephadex G-50 (1.5 × 90 公分)管柱，以 0.01M pH 8.0 的磷酸鹽緩衝液為沖洗液，以分液收集器

收每管 5ml，每管測量波長 280 nm 紫外光的吸收及活性，將具有抑制胰蛋白酶活性的部份，通

入以 0.01M，pH 8.0 的磷酸鹽緩衝液平衡過的 DEAE-cellulose 管柱( 4.5 × 10 公分)，先以上述的

磷酸鹽緩衝液沖洗出無法附著於管柱上的蛋白質，再以 0 至 0.2 N 的氯化鈉直線階梯 (linear salt 

gradient)沖洗。將具有活性的試管收集，直接通過 trypsin-Sepharose 4B 親和性管柱( 2.2 × 20 公

分)，先以 0.1 N 氯化鈉，0.01M pH 8.0 磷酸鹽緩沖溶液沖洗，將非特異性結合的蛋白質除去，最

後用含有 0.1 N 氯化鈉，0.01N HCl 溶液沖提，可得到一個具有活性的蛋白吸收峰，此即所欲純

化的 ACTI，其純度可由 SDS-PAGE 決定(Lin et al., 1991)。 

 

2.2 ACTI活性測定 

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 ACTI 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 ACTI 溶液，其餘

步驟與實驗組相同。空白組是以 0.5 毫升 ACTI 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(Wu et al., 1993)。 

 

2.3 細胞培養 

將人類大腸直腸癌細胞 HT-29 (ATCC, Manassas, VA, USA) 。使用含 10% 胎牛血清(fetal 
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bovine serum; FBS; 購 自 JRH biosciences, Inc., Cat. No. 12203-500M) 和 抗 生 素 

(antibiotic-antimycotic; 購自 Gibco Co., Cat. No. 15240-062) 的 RPMI 1640 培養基(Gibco BRL)，

在含 5% CO2 及飽和水蒸氣的 37℃培養箱中培養，且每 72~96 小時更換一次培養液，並於

confluence 時做次培養。培養期間定期以倒立顯微鏡觀察細胞形態之完整性及生長速度。 

 

2.4 MTT assay 

MTT assay 常被運用於檢測細胞增殖、存活率或毒性試驗。主要是依賴活細胞粒線體內之琥

珀 酸 去 氫 酶 (succinate dehydrogenases) ， 能 將 黃 色 MTT 

[3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]還原成紫色的脂溶性 MTT formazan

且堆積在細胞中，再以 DMSO 溶解並測其吸光值，所以當活細胞越多時，吸光值會越高。培養

過的細胞，吸去培養基後，分別加入 200 µl MTT 溶液（濃度為 0.5 mg/mL），於培養箱中反應 4

小時後，再加入 200 µl DMSO (dimethyl sulfoxide)反應 5 分鐘，以溶解細胞，使用 ELISA reader

在 570 nm 讀取吸收光度，並以未加 ACTI 處理的細胞之吸光值為對照組，並以含 ACTI (2.5、5、

7.5、10 和 12.5μM)處理的細胞之吸光值除以未加 ACTI 對照組之吸光值，計算出細胞之相對百

分比 (Green et al., 1984)。每個實驗樣品濃度，重複三次。 

 

2.5軟性瓊膠群落生長試驗 

此試驗在 6 孔盤中培養，分為三層，由下層至上層分別為：滋養層、固定層及保溼層。滋養

層為 1 ml (0.5% agarose、10% 胎牛血清的 RPMI 培養基)/盤，接著將 1x10
3細胞/盤固定在固定層

(含 0.3% agarose、10% 胎牛血清的 RPMI 培養基) 1 ml 後，再加入含有不同濃度的 ACTI 10% 胎

牛血清 RPMI 培養液 1ml 當作保溼層，置於 37℃ 5% CO2的培養箱，培養一個星期後，加入 1ml 

RPMI 含 10%胎牛血清培養基，再放置培養箱一個星期，加入 0.005%結晶紫 0.5ml 染色，即可在

顯微鏡下計算群落數。每個實驗樣品濃度，重複三次。 

 

2.6細胞侵入能力之試驗 

利用 Neuro Probe Inc.出產的博登細胞移形器(Boyden chamber)，先將下層的 bottom chamber

加入 22 μl RPMI 含 10% FBS 培養液，組合 Boyden chamber，由下至上組裝的順序為 bottom 

chamber、polycarbonate membranes、橡膠片和 up chamber，並將螺絲鎖緊。在 up chamber 加入

10 μl matrix gel (0.2 mg/ml) (BD Biosciences)，放置無菌操作台 4 小時待其凝固。取 5x10
4
 cells 至

每個 well 中，約 50 μl (已含不同濃度 ACTI)，放置於 37℃，5% CO2培養箱，培養 48 小時。48

小時之後取出 polycarbonate membranes，使用預冷的 95%乙醇固定下層細胞 10 分鐘，待乾。下

層細胞利用結晶紫染色 30 分鐘，以 PBS 沖洗，再利用棉花棒沾酒精將上層未侵入的細胞刮去，

於顯微鏡下（200X）隨機選視野，選出 3 個視野並計算細胞數目。 

 

2.7明膠蛋白酵素電泳法 

取 1 x 10
6
 cells 置於 24 孔培養盤中，培養隔夜後。將含有 10% FBS 的 RPMI 培養基抽乾，

使用不含血清的 RPMI 培養液沖洗一次，加入不含血清 200μl/孔（去除血清中內含之 MMP 的干

擾）的 RPMI 培養液並同時添加不同濃度（0, 2.5 以及 5 M）的 ACTI 之後，培養 48 小時後，
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吸取培養液，以 Bio-Rad Protein Assay 定量蛋白，依此結果來作為培養基中蛋白的定量值。以含

有 0.1% gelatin 的 8% SDS-PAGE gel 進行電泳分析。把之前所取之培養基與 5×染劑(0.1% SDS、

104 mM Tris-HCl pH 6.8、50% glycerol、0.125% bromophenol blue)均勻混合注入膠瑱中跑電泳。

在電泳結束後以 washing buffer (40mMTris-HCl pH 8.5、0.2M NaCl、10mM CaCl2、2.5% Triton 

X-100)在室溫下沖洗 30min 2 次，然後加入 reaction buffer (40mMTris-HCl pH 8.5、0.2M NaCl、

10mM CaCl2、0.01% NaN3)在 37℃恆溫箱中反應 12hr，最後反應完之膠片以 Coomassie blue (0.2% 

Coomassie blue R-250、50%甲醇、10%醋酸)染色 30min，再以褪色液(10%醋酸和 20%甲醇)褪染。 

 

2.8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。 

 

3. 結果 

3.1 ACTI之純化 

ACTI 的純化方法是先將相思樹的種子洗淨，以 0.01M，pH 8.0 的磷酸鹽緩衝液浸泡，利用

果汁機將種子打成泥狀，以利萃取蛋白質。所得到之粗萃取液，利用 50 至 90%的硫酸銨濃度進

行鹽析分割。將 50 至 90%硫酸銨濃度離心沉澱所得到的蛋白質對 0.01M，pH 8.0 的磷酸鹽緩衝

液作透析。透析後，經離心所得到上清液，通過 Sephadex G-50 管柱，利用此管柱分離不同分子

量的蛋白質，並以 OD280 測定，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，故將具有活性的第二個吸收峰通過 DEAE-cellulose 管柱，接著以含 0 至 0.2N 氯化鈉濃

度梯度之 0.01M 磷酸鹽緩衝液 pH 8.0，沖出蛋白質，結果僅得到單一個吸收峰且具有活性(圖 1、

B)，將此部分，再通入 trypsin-Sepharose 4B 親和性管柱。此管柱先以 0.01M 磷酸鹽緩衝液，pH 8.0

含 0.1N 氯化鈉平衡，樣品通入管柱之後再以上述緩衝液將非特異性結合的蛋白沖出，最後以

0.01N pH 2.0HCl 溶液，將 ACTI 沖出(圖 1、C)，其具有蛋白酶抑制劑活性。 

接著利用 15% SDS-PAGE 分析，可得到分子量約 20kDa 均質化的蛋白質(圖一、D)。 
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圖 1 ACTI 之純化。(A)相思樹種子粗萃取液通過凝膠過濾法(Sephadex G-50, 1.5 × 90 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 DEAE 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 DEAE cellulose 管柱(4.5 × 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，可得一個 OD280吸收

峰，經活性測定後，其具有胰蛋白酶抑制劑的活性。(C)將有活性部分通過 trypsin-Sepharose 

4B 親和性管柱 (2.2 × 20 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ACTI可被 0.01N HCl溶液沖出。(D)利用 15% SDS-PAGE

電泳分析。Lane M: 標準蛋白質分子量，Lane 1: trypsin-Sepharose 4B 親和性管住所純化的

ACTI。 

 

3.2 ACTI對 HT-29 cells生長之影響---細胞毒性試驗 

利用 MTT assay 來偵測 ACTI 對於 HT-29 cells 存活率的影響。結果顯示在處理 ACTI 48 小

時後，可發現隨著 ACTI 濃度增加，細胞的存活率逐漸減少，濃度在 12.5μM 時細胞的存活率下

降至 43 ±3%，且在 72 小時之後更可以使細胞存活率下降至 34.6±2.5 %(圖 2)。由此得知，隨著

處理 ACTI 的濃度及時間的增加，會降低 HT-29 cells 的存活率。 
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圖 2 利用MTT assay 檢測ACTI對HT-29cell之細胞毒性分析。將HT-29cell細胞量為 2.5×10
3 
cells 

/well 次培養到 96 孔盤中，細胞，培養於 37℃ 5% CO2 16 小時使細胞附著，以不同濃度 ACTI 

(0、2.5、5、7.5、10 和 12.5 μM)處理細胞 48 及 72 小時，以 ELISA reader 在 570nm 測吸光

值，每個濃度進行三重複。各濃度 ACTI 吸光值與濃度 0 μM 吸光值比較，計算細胞相對量

百分比。 

 

3.3 ACTI對 HT-29 cells生長之影響---軟性瓊膠群落生長試驗 (soft agar growth 

assay) 

由 MTT assay 可得知 ACTI 會影響 HT-29 cells 的存活率，因此利用與腫瘤形成最相關的軟

性瓊膠群落生長試驗，來測試 ACTI 是否會抑制腫瘤的形成。將細胞固定在軟性瓊膠當中，細胞

若會生長，在兩個星期後，細胞則會形成群落，在圖 3 的結果中，細胞經過 2.5 及 5 μM ACTI

處理後，群落數只有未經處理的 89 ±6 %及 38±3 %。因此可知處理 5 μM ACTI 可以顯著地抑制

HT-29 cells 增生形成群落。 

 

 

圖 3 ACTI 對 HT-29 cells 在軟性瓊膠群落生長之影響。HT-29 cells 培養在 6 孔盤中，內含 0.3% 

agarose 及 10% FBS的 RPMI 培養基，以 2.5及 5 μM ACTI處理一星期後，再加入含 10% FBS

的 RPMI 培養基 1 ml。一星期後可計算群落數。每個實驗樣品濃度，重複三次。 
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3.4 ACTI對於 HT-29 cells侵入能力之影響 

我們利用 matrix gel 模擬生物體中的細胞外間質，matrix gel 主要成分有 laminin, collagen I，

growth factors 以及其他蛋白分解酵素的化合物所組成，當 HT-29 cells 所分泌的 proteases 降解

matrix gel 時，則代表著細胞開始慢慢進行侵襲或轉移至其他地方，因此本實驗主要觀察 ACTI

是否會抑制 HT-29 cells 分泌 prtoeases的量，進一步抑制 HT-29 cells分解 matrix gel，而降低 HT-29 

cells 的侵入能力。在圖 4 的結果當中可以觀察到，處理 2.5 和 5 μM ACTI48 小時後，計算侵入

細胞數目，可知濃度在 2.5 μMACTI 時，侵入的細胞數有明顯的減少，抑制細胞的侵入能力達

48 ±5%，顯示 ACTI 具有抑制 HT-29 cells 的侵入能力。 

 

 

圖 4 ACTI 對 HT-29 cells 侵入性之影響。取 5x10
4
 cells 至每個 well 中，體積約 50 μl(含不同濃度

ACTI)，放置於 37℃，5% CO2培養箱，培養 48 小時。之後取出 polycarbonate membranes，

使用預冷的 95%乙醇固定下層細胞，結晶紫染色，以 PBS 沖洗，再利用棉花棒沾酒精將上

層未侵入的細胞刮去，於顯微鏡下（200X）隨機選視野，選出 3 個視野並計算細胞數目。 

 

3.5 ACTI抑制 HT-29 cells之MMP-2和MMP-9的蛋白質表現量 

由侵入能力實驗得知，ACTI 可抑制 HT-29 cells 的侵入能力，細胞的侵入能力與細胞所分泌

的 MMP 家族有很大的相關性，其中又以 MMP-2 和 MMP-9 為最主要的相關家族(Mook et al., 

2004)。利用明膠蛋白酵素電泳法的方法來觀察 MMP-2 和 MM P-9 在培養基中的表現量，圖 5

中可以觀察到細胞處理 2.5及 5 μM ACTI 48小時後，可明顯地抑制MMP-9的表現量，但MMP-2

較無明顯下降。因此 ACTI 抑制 HT-29 cell 的侵入能力，可能主要是經由抑制 MMP-9 的表現量

相關。 
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圖 5 利用明膠蛋白酵素電泳法分析ACTI對HT-29 cells分泌表現MMP-2及MMP-9活性之影響。

(A)以濃度為 2.5 及 5 μM 的 ACTI 處理 HT-29 cells 48 hr 後，培養基利用含有 0.1% gelatin

的 8% SDS-PAGE gel 電泳，進行明膠蛋白酵素電泳法分析培養基中 MMP-2 及 MMP-9 的活

性。(B)MMP-9 及(C)MMP-2 活性分別藉由 densitometry 定量。 

 

4. 討論 

蛋白酶抑制劑(protease inhibitor)廣泛存在於動物界(例如：血液、胰臟)、植物界(例如：豆科

植物)以及微生物界(例如：steptomyces)當中。其中絲胺酸蛋白酶抑制劑(serine protease inhibitor)

普遍存在於豆科類的種子當中。胰蛋白酶抑制劑(trypsin inhibitor)是屬於一種絲胺酸型蛋白酶抑

制劑(serine protease inhibitor)，依照序列與特性分為：Kunitz type、Bowman-Birk type、Potato I、

Potato II、Squash 以及 Cereal super 等幾個家族(Batista et al., 1996)。由植物種子所分離的胰蛋白

酶抑制劑，依分子量大小及半胱胺酸含量，可分成較常見的二大類，一種是 Bowman-Birk type 

inhibitor 家族，分子量較小，約 8 至 10 kDa，含有高量的半胱胺酸，每 100 個胺基酸中即含 20

個半胱胺酸，並且通常可形成 7-8 對雙硫鍵。另一種是 Kunitz type inhibitor 家族，以大豆胰蛋白

酶抑制劑(soybean trypsin inhibitor)為代表，分子量約 18 至 24 kDa，半胱胺酸的含量很低，約 100

個胺基酸中，含二個半胱胺酸，通常具有一條或兩條的多胜肽鏈並可形成兩對雙硫鍵(Wang and 

Ng, 2006)。ACTI 是屬於 Kunitz type inhibitor 家族，具有兩條多胜肽鏈。 

本研究是利用相思樹胰蛋白酶抑制劑(Acacia confusa trypsin inhibitor；ACTI)探討ACTI對

HT-29大腸直腸癌細胞的影響，主要是在探討ACTI抑制HT-29 cells的侵入轉移能力。首先觀察
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ACTI是否會對HT-29 cells的存活造成影響，利用MTT assay的方法，觀察細胞的存活率，明顯看

到隨著ACTI濃度上升會造成細胞的存活率下降，在ACTI處理HT-29 48小時後，可以發現隨著

ACTI濃度增加，細胞的存活率逐漸減少。接著利用軟性瓊膠群落生長試驗來探討ACTI對於腫瘤

形成是否具有抑制的效果。細胞要長成群落通常需要數十顆細胞在一起才會慢慢形成群落，因此

本實驗是將HT-29 cells固定在0.3%的agarose當中，細胞若有生長的能力即可形成群落，結果ACTI

的確有抑制細胞生長及群落形成的效果。接著探討ACTI是否會抑制HT-29 cells的侵入能力，本實

驗主要是以Boyden chamber來進行細胞的侵入分析，結果顯示ACTI能有效抑制具有侵入能力的

HT-29細胞的轉移。細胞的移動性包括細胞骨架的改變、細胞表面貼附的能力，同時也是決定了

癌細胞在轉移的過程中，是否能順利到達目標器官。結果證實了，當細胞處理ACTI 2.5 μM後就

可明顯觀察到抑制細胞的侵入能力。 

在轉移擴散的癌細胞中，癌細胞藉由蛋白質水解酵素來分解細胞外基質，導致細胞與細胞間

基質的分離，促使癌細胞具有移動性。由過去的文獻中指出，基質金屬蛋白水解酵素家族中的

MMP-2 與MMP-9會被大量的表現在許多的惡性腫瘤中(Johnsen et al., 1998)，因此MMP-2與

MMP-9的表現與癌細胞的轉移和侵入具有高度相關性 (Gialeli et al., 2011; Liabakk et al., 1996; 

Fink and Boratyński, 2012 )。由於serum中含有大量的MMP-2和MMP-9，為了排除serum 的干擾，

於是實驗中採取serum starvation的方式以ACTI處理HT-29 cells，分析培養基中MMP活性，並以

Bio-Rad定量蛋白濃度當細胞數定量的工具，以提高明膠蛋白酵素電泳法的準確性。由實驗中證

實了，當細胞處理高濃度的ACTI可以明顯抑制MMP-9活性的表現，並且有dose-dependent的現

象；而MMP-2在此細胞株中，受到ACTI的影響較微量。因此我們推論ACTI可能是藉由抑制MMP-2

和MMP-9的活性表現，而使HT-29 cells的侵入能力下降。在大豆胰蛋白脢抑制劑也發現，藉由抑

制MAPK pathway，使uPA (urokinase plasminogen activator)(Inagaki et al., 2005)及MMP的表現量下

降，導致的癌細胞侵入轉移能力降低有著相當大的關係(Dano et al., 2005)。 
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