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摘要: 本實驗以鵲豆（Lablab purpureus）種子為材料，利用硫酸銨分割、Sephadex G-50、

DEAE-cellulose 52陰離子交換樹脂及trypsin-Sepharose 4B親和性管柱，可以從鵲豆種子中純

化出一種胰蛋白酶抑制劑（Lablab purpureus trypsin inhibitor），簡稱LPTI。以MALDI-TOF

質譜儀分析LPTI，得知其分子量為8.24 kDa，依其分子量大小是屬於Bowman-Birk type胰蛋

白酶抑制劑。進一步對此蛋白的性質研究，發現LPTI在溫度到達90及100℃時，其抑制胰

蛋白酶的殘留活性仍有90%左右，對溫度具有非常高的耐受性；LPTI在不同pH的緩衝溶液

處理下，活性仍保有88%以上，可知其結構的穩定性不受pH值的影響而有所改變；在不同

濃度的DTT處理下，抑制胰蛋白酶的活性隨著DTT濃度升高而下降，故維持LPTI活化位置

(active site)的構形穩定與分子內雙硫鍵的存在有明顯的相關性。LPTI抑制胰蛋白酶作用其莫

耳數比為1：1。利用Lineweaver-burk double reciprocal plot及Dixon plots分析顯示，LPTI對胰

蛋白酶的抑制是屬於競爭性抑制作用，抑制常數（inhibition constant，Ki）為1.9×10-9 M。

關鍵字：鵲豆、胰蛋白酶抑制劑、Bowman-Birk

Abstract: With the Lablab purpureus seeds as the test materials, this experiment utilized ammonium 

sulfate precipitation, Sephadex G-50, DEAE-cellulose 52 ion exchange resin and affinity chromatography 

with a trypsin-Sepharose 4B column to purify a kind of Lablab purpureus trypsin inhibitor (LPTI). The 

MALDI-TOF mass spectrometer was used to analyze the LPTI. With a molecular weight of 8.24 kDa, it 

belongs to the Bowman-Birk type trypsin inhibitor. Further study on the nature of the protein found that 

the residue activity of the trypsin still remained about 90% when the LPTI was under temperature of 90℃ 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

70 鵲豆種子中 Bowman-Birk型的胰蛋白酶抑制劑之純化及特性分析 

to 100℃, which showed very high temperature tolerance. When LPTI was treated with buffer solution of 

different pH values, the trypsin activity remained above 88%, which showed that its structural stability was 

unchanged under the effect of pH values. When treated by different concentrations of DTT, the activity of 

the inhibiting trypsin decreases with the increasing DTT concentration, so the conformational stability for 

maintaining the active site of the LPTI is obviously correlated to the existence of intramolecular disulfide 

bonds. LPTI inhibits bovine trypsin activity in 1:1 molar ratio. The Lineweaver-burk double reciprocal plot 

and Dixon plot analyses showed that the inhibition effect of LPTI on the trypsin belongs to competitive 

inhibition, with the inhibition constant ki being 1.9 × 10-9 M.

Keywords: Lablab purpureus、trypsin inhibitor、Bowman-Birk

1. 前言

蛋白酶（protease）為一種可以水解胜肽鍵的酵素，在細胞中扮演著重要的角色，

蛋白酶抑制劑普遍存在於植物界（Alves et al.,2010）：如豆科、茄科；動物界（Hu et al., 

2015）：血液、精液、胰臟；微生物界：酵母菌、鏈球菌屬中亦有蛋白酶抑制劑的存在 

（Marcello et al., 2007）。

目前蛋白酶的分類主要是依據其活化位置與作用方式的不同分成四大類；絲胺酸型蛋

白酶(serine protease) (Steven et al., 1996)、半胱胺酸型蛋白酶（cysteine protease）（Sivaraman 

et al., 2000）、金屬型蛋白酶（metalloprotease）（Chaudhari et al., 2013）、天門冬胺酸型蛋

白酶（aspartyl protease）（Pinho et al.,2009），這四種蛋白酶所催化的位置有所不同，其中

又以絲胺酸型蛋白酶（serine protease）普遍存在於豆科種子中。

胰蛋白酶抑制劑（trypsin inhibitor）屬於絲胺酸型蛋白酶抑制劑（serine protease 

inhibitor），依照其特性又可以區分為Kunitz-type、Bowman-Birk-type、Potato I、P otato II、

Squash、Cereal super等家族。植物中的胰蛋白酶抑制劑依分子量大小和半胱胺酸含量，主要

可分成兩類：(1) Kunitz-type：分子量約為18-24 kDa，含有較少的半胱胺酸，每100個胺基酸

含有2個半胱胺酸，具有一條或兩條胜肽鏈（polypeptide chain），通常含有四個半胱胺酸，

並可形成兩對雙硫鍵（Lingaraju et al., 2008）。(2) Bowman-Birk-type：分子量較小，約為

8-10 kDa，含有很高的半胱胺酸，每100個胺基酸約含有20個半胱胺酸，通常可形成7-8對的

雙硫鍵（Paiva et al., 2006）。

胰蛋白酶抑制劑，在農業方面的應用能對抗昆蟲保護重要的經濟作物，在醫學方面的

應用可作為對抗癌症等的藥物。首先是由Hilder et al.（1987年）由Vigna unguiculata的胰蛋

白酶抑制劑的基因轉殖到煙草，轉殖菸草可抵抗大多數蟲害，包括鱗翅目昆蟲：Heliothis 及 

Spodoptera；鞘翅目：Diabrotica, Anthonomus；直翅目：Locusts。Bowman–Birk inhibitor代表
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的是在植物生命週期高度調控的種子蛋白基因家族之一（Goldberg et al., 1989）。

鵲豆，學名：Lablab purpureus，豆科（Fabaceae），扁豆屬（Lablab）。別名蛾眉豆、

肉豆、稨豆、白豆、眉豆。是廣布於非洲、印度與印尼等熱帶地區的食用作物。扁豆是適

合貧窮地區食用的作物之一，因為其容易種植、能在較酸、含鋁較高且較貧瘠的土地生

長，且產量豐富又較不受乾旱影響，在乾季仍維持生產。鵲豆也有助於土地肥力的培養，

其根可從地底深部吸收養分，且共生的根瘤菌可大幅提升土中的含氮量。

本篇論文是從鵲豆（Lablab purpureus）種子中純化出一種胰蛋白酶抑制劑（Lablab 

purpureus trypsin inhibitor），簡稱LPTI。以15% SDS-PAGE分析LPTI的純度及MALDI-TOF

質譜儀分析LPTI的分子量。首先探討LPTI對胰蛋白酶抑制活性特性及其對溫度、pH值、

DTT等的耐受性研究，及利用Lineweaver-burk double reciprocal plot及Dixon plots研究LPTI對

胰蛋白酶的抑制作用方式及抑制常數Ki值。

2. 研究方法

2.1 LPTI的萃取
取鵲豆種子100克，浸泡於一公升的0.01M，pH 8.0磷酸緩衝液中，置於4℃冰箱過夜。

之後利用組織均質機將種子打成漿（每次30秒，15-20次），在4℃下以KUBOTA 7700離心

機10,000 rpm離心30分鐘。離心完取上清液，緩緩加入硫酸銨至濃度為50%，待硫酸銨完全

溶解後，離心30分鐘（4℃，10,000 rpm）。離心完取沉澱物放入透析袋，並標示為0-50%取

得的沉澱物，上清液再加入固體硫酸銨至70%，待硫酸銨完全溶解後，離心30分鐘 (4℃，

10000 rpm)。離心完取沉澱物放入透析袋，並標示為50-70%取得的沉澱物，將上清液再加入

固體硫酸銨至100%，待硫酸銨完全溶解後，離心30分鐘（4℃，10,000 rpm）。離心完取沉

澱物放入透析袋，並標示為70-100%取得的沉澱物。

將裝有沉澱物的透析袋浸泡於3公升的0.01M磷酸緩衝液透析，放置4℃透析，每5小

時更換一次透析液，約換5次。透析完畢後將透析袋中的內容物取出，離心15分鐘（4℃，

10,000 rpm）。離心後，取上清液測量活性，將具有抑制胰蛋白酶活性的上清液通過預先

以0.01M pH 8.0的磷酸緩衝液平衡過的Sephadex G-50管柱（1.5×90公分），以0.01M pH 8.0

的磷酸緩衝液為沖洗液，以GE Healthacre Frac-920每3ml收集一管。收集完後測波長280 nm

的吸收，收集具有抑制胰蛋白酶活性的部分直接通入以0.01M pH 8.0的磷酸緩衝液平衡過的

DEAE-52 cellulose管柱（2.2×20公分），以含0到0.2M的氯化鈉梯度之0.01M，pH 8.0的磷酸

緩衝液為沖洗液，流速為每小時36 ml，以GE Healthacre Frac-920每3ml收集一管，每管測定

波長280nm的吸收，將具有胰蛋白酶抑制劑活性的吸收峰對0.01M，pH 8.0的磷酸緩衝液透

析，透析後通過Trypsin-Sepharose 4B親和性管柱（2.2×20公分），先以0.01M，pH 8.0的磷

酸緩衝液沖洗，將非特異性結合的蛋白質除去，最後以0.01N的鹽酸溶液沖洗，可得到一個
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蛋白吸收峰，此即為純化的LPTI，其純度可由15% SDS-PAGE決定。

2.2 胰蛋白質活性測定
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LPTI 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LPTI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（Mello, etal 2001）。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-A3
R.T.A. (%)=  -----------  ×100%
               A2-A4

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.(%)

2.3 蛋白質濃度的定量
蛋白質定含量是根據Bradford的方法（Bradford etal, 1976），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。

2.4 SDS-聚丙烯醯胺凝膠電泳法（SDS-PAGE）
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。

2.5 LPTI對胰蛋白質抑制活性的穩定度
2.5.1 溫度的影響

LPTI溶液以不同的溫度（37℃-100℃）處理30分鐘，之後加入10 μl的trypsin（2 mg/

ml）、5 μl的BAPNA（50 mg/ml），置於37℃反應30分鐘，取出後加入100 μl的50%醋酸

（終止反應），以波長410 nm偵測吸收光，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。

2.5.2 pH值的影響

測量LPTI對不同pH值的穩定性，LPTI溶於不同的緩衝液（100mM）以相同的容量
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稀釋，緩衝溶液種類如下：檸檬酸鈉（pH 4.0）、醋酸鈉（pH 5.0）、磷酸鈉（pH 6.0、

7.0）、Tris-HCl（pH 8.0）、碳酸氫鈉（pH 9.0、10.0）。在37℃水浴中與緩衝液反應30分

鐘，再把pH值調整到8.0，加入10μl的trypsin (2 mg/ml)、5μl的BAPNA（50 mg/ml），放入

37℃反應30分鐘，取出後加入100μl的50% 醋酸（終止反應），以波長410nm偵測吸收光，

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。

2.6 3DTT的影響
LPTI與最後濃度1、10、100 mM還原劑DTT（dithiothreitol）37℃反應15、30、60、90

分鐘後，藉由加入兩倍DTT濃度的碘醋酸（iodoacetic acid）終止反應，再加入10 μl的trypsin 

(2 mg/ml)、5 μl的BAPNA（50 mg/ml），放入37℃反應反應30分鐘，再測量其殘留抑制胰蛋

白酶活性的百分比。每次重複三次，取平均值±SE（Cruz et al, 2013）。

2.7 酵素動力學實驗
以不同濃度（0 μg、0.13 μg、0.26 μg）之LPTI處理10 μl的trypsin（2 mg/ml），37℃、

10分鐘後，取出加入1 ml的0.01M Tris-HCl與1.1μl、2.2μl、4.4μl、6.5μl的BAPNA（50mg/

ml），每個濃度反應10分鐘，並在每一分鐘紀錄OD410吸光值，之後使用Lineweaver-burk 

double reciprocal plot，來決定LPTI對trypsin的抑制作用形式。

利用Dixon polt作圖（Dixon, 1953），在不同濃度下的BAPNA，以每分鐘OD410吸光值

變化量的倒數對不同的LPTI濃度作圖所畫出的兩條直線，求出交叉點的值，即為LPTI對胰

蛋白酶的抑制常數（Ki）。

3. 結果

3.1 鵲豆胰蛋白質抑制劑（LPTI）之純化
LPTI的純化方法是先將鵲豆的種子洗淨，以0.01N磷酸緩衝溶液浸泡，之後利用組織

均質機將種子打成泥狀，以利萃取蛋白質。所得之粗萃取液，利用不同濃度的硫酸銨進行

分割，將具有活性的70%至100%硫酸銨飽和濃度沉澱的蛋白質對0.01N磷酸緩衝溶液進行透

析，將透析液離心過濾，將上清液，通過Sephadex G-50管柱，利用此管柱分離出不同分子

量的蛋白質，以280nm測定，可得到兩個吸收峰（圖1A）。第二個吸收峰收取之液體具有

抑制胰蛋白酶的活性。再將具有活性的液體通過陰離子交換樹脂DEAE-52 cellulose管柱，

接著以0至0.2M不同氯化鈉濃度之梯度，沖出蛋白質，結果得到三個吸收峰（圖1B），第

二個吸收峰具有抑制胰蛋白酶的活性，收集有活性的部分再通入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0.2N氯化鈉平衡，樣品通入管柱中，之

後再以上述緩衝液洗至無蛋白質流出為止，最後以0.01N pH2.0鹽酸溶液將胰蛋白酶抑制劑

沖出，可得到一個具有抑制胰蛋白酶活性的吸收峰（圖1C）。接著利用15%的SDS-PAGE分

析（圖1D），得到一條純化的蛋白質，將LPTI加入還原劑β-mercaptoenthanol處理後，仍只
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得到一條色帶，表示LPTI是由單一條多肽鏈所組成。將蛋白質以MALDI-TOF質譜儀分析後

得知分子量為8.24 kDa（圖2）。表一顯示在純化鵲豆胰蛋白酶抑制劑時，每一個步驟獲得

的回收產率及純化倍數，最後經Trypsin-Sephorose 4B affinity column純化，LPTI其回收率為

19.5%。由圖3顯示不同量LPTI對定量胰蛋白酶的抑制作用，可知LPTI與胰蛋白酶作用的莫

耳數比為1：1。

圖1  LPTI的純化。 (A) Sephadex G-50膠體分離管柱純化。將鵲豆（Lablab purpureus）種

子萃取液經過70%-100%硫酸銨鹽析、透析後，將上清液通過Sephadex G-50膠體分離

管柱，分析發現有兩個波峰，經活性分析發現第二個波峰具有抑制胰蛋白酶的活性。

接著將第二個具有活性的波峰利用DEAE-cellulose 52離子交換管柱分析 (B)，以含0到

0.2M的氯化鈉離子梯度之0.01M，pH8.0的磷酸鹽緩衝溶液為沖提液，偵測到二個波

峰，經活性分析試驗發現第一個波峰具有抑制胰蛋白酶活性。(C) 將具有活性的部分通

入Trypsin-Sepharose 4B親和性管柱，以0.01M，pH8.0的磷酸鹽緩衝溶將非特異性結合

的蛋白去除後，以0.01 N HCl溶液沖提，可將LPTI沖出。(D) 利用15%  SDS PAGE電泳

分析。Lane 1：Marker；Lane 2：粗萃取物；Lane 3：DEAE-cellulose 52離子交換管柱分

析；Lane 4：Trypsin-Sepharose 4B親和性管柱後所純化後的LPTI；Lane 5：LPTI以還原

劑β-mercaptoenthanol處理。

表一 由鵲豆種子純化LPTI的產量及活性。

Steps Total Protein 
(mg)

Total activity 
(U)

Specific activity
(U/mg)

Purification 
(fold)

Yield 
(%)

Crude extract 790 1422 1.8 1 100
Fraction 70-100% 158 1100 7.0 3. 9 77.3
Sephadex G-50 44.7 670 15 8.3 47.5
DE-52 cellulose 18.3 622 34 18.9 43.8
Trypsin-Sepharose-4B 3.7 277 75 41.7 19.5
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圖2 MALDI-TOF質譜儀分析LPTI的分子量。可得到LPTI的分子量為8.24 kDa。

圖3  LPTI對胰蛋白酶抑制作用的活性分析。不同濃度的LPTI與固定濃度的胰蛋白酶，在

37℃反應5分鐘，再加入4μl的BAPNA溶液（50mg/ml），37℃反應30分鐘，再加入

0.5ml的10% 醋酸溶液終止反應，抑制程度由測定410nm吸收值而定。

3.2 酵素動力學實驗
以不同濃度（0μg、0.13μg、0.26μg）之LPTI處理10μl的trypsin（2mg/ml），37℃、

10分鐘後，取出加入1ml 的0.01M Tris-HCl與1.1μl、2.2μl、4.4μl、6.5μl四種不同的BAPNA

（50mg/ml），每個濃度反應10分鐘，並在每一分鐘紀錄吸光值，之後使用每分鐘OD410吸光

值的變化量的倒數（1/A410 nm）對1/（受質濃度）作Lineweaver-burk double reciprocal plot，

三條直線方程式相交於y軸，表示胰蛋白酶的最大反應速率不變，Km值變大，可知LPTI對

胰蛋白酶的抑制作用是屬於競爭性抑制作用（圖4A）。

利用Dixon plot在兩種不同BAPNA濃度下決定LPTI的解離常數（Ki），最後以反應速度

的倒數（1/A410 nm）對不同的LPTI濃度作圖。兩條直線交點數值即為KFTI與胰蛋白酶之抑

制常數，Ki為1.9×10-9 M（圖4B）。
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圖4  LPTI酵素動力學分析。(A)以不同濃度LPTI處理胰蛋白酶反應10分鐘，之後加入不

同濃度受質BAPNA測其每分鐘410nm吸光值得變化量，並以1/A410 nm對1/S作圖畫出

Lineweaver-burk double reciprocal plot，得知三條直線方程式交於y軸，因此LPTI對胰蛋

白酶的抑制作用是屬於競爭性抑制作用。(B)利用Dixon plot 決定LPTI對胰蛋白酶的抑

制常數（Ki）。在不同濃度下的BAPNA，以1/A410nm對LPTI的濃度作圖所畫出的兩條

直線，求出交叉點的值，即為LPTI對胰蛋白酶的抑制常數(Ki)，其Ki值為1.9×10-9 M。

3.3 LPTI對胰蛋白酶抑制活性的穩定性
LPTI先以不同溫度處理30分鐘後，測量其殘留抑制胰蛋白酶的活性，以100℃高溫處理

30分鐘，仍具有90%的活性，可得知LPTI對熱具有非常高的穩定性（圖5A）；LPTI在pH值

3.0-10.0範圍內反應60分鐘，測量其殘留抑制胰蛋白酶的活性，結果顯示LPTI在pH 10的環

境下，活性仍保持88%，其結構的穩定性不受pH值的影響而有所改變（圖5B）；LPTI以不

同濃度的DTT處理15、30、60、90分鐘，之後測量其殘留抑制胰蛋白酶的活性（圖5C），

可得到LPTI隨著處理DTT濃度及時間的增加，殘留的胰蛋白酶抑制活性隨著降低，當處

理10mM DTT 90分鐘後，LPTI只剩下48%的活性，處理100mM DTT 90分鐘，活性僅剩下

23%，可知雙硫鍵對其結構的穩定度有絕對的重要性。
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圖5  LPTI對溫度、pH及DTT的穩定度測定。(A)LPTI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。(B) LPTI用不同pH緩衝液（100mM）

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。(C) 還原劑DTT對LPTI胰蛋白酶抑制作用的活性分析。LPTI先

以不同濃度DTT（1mM、10mM、100mM）下處理15、30、60、90分鐘，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活性的百分

比。每次重複三次，取平均值±SE。

4. 討論

蛋白酶（protease）普遍存在於自然界，而植物中的胰蛋白酶抑制劑屬於絲胺酸型蛋白

酶抑制劑（serine protease inhibitor），而其中以Kunitz-type和Bowman-Birk-type最為常見。

Kunitz-type分子量約為18-24 kDa，且會形成兩對雙硫鍵含有較少的半胱胺酸，大約只佔了

2%，具有一條或兩條polypeptide chain並可形成兩對雙硫鍵。另一類為Bowman-Birk-type，

分子量較小約為8-10 kDa，含有很高的半胱胺酸，大約佔了20%，通常可形成7-8對雙硫鍵

（Fang et al., 2010；Barbosa et al., 2007；Machado et al., 2013）。在最近的研究發現，胰蛋

白酶抑制劑在抵抗害蟲、抑制發炎反應、凝血功能及誘導癌細胞凋亡的產生，都扮演著重

要的角色（Rufino et al., 2013；Oliva et al., 2010；Fang et al., 2010；Xu et al.,2011；Lee et al., 

2012）。
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本研究以鵲豆種子為材料，將70%-100%硫酸銨飽和濃度沉澱後的粗萃取物經透析、

離心，將其通過Sephadex G-50管柱，將其具有活性的部分再通過DEAE-cellulose 52管柱和

Trypsin-Separose 4B親和性管柱，可純化出LPTI。再以15% SDS-PAGE分析可得知LPTI是由

單一條多肽鏈所組成的。以MALDI-TOF質譜儀分析，獲得LPTI的分子量為8.24kDa。由分

子量大小可知其屬於Bowman-Birk -type蛋白酶抑制劑。

接著探討會影響結構穩定的物理、化學變性劑：如溫度、pH值、還原劑，是否會改

變蛋白酶抑制劑的構形，進而影響到其抑制胰蛋白酶之活性，首先將LPTI以不同溫度處

理30分鐘後，再測量其殘留活性，發現經過100℃處理後，仍有90%左右的活性，由此可

得知LPTI對熱具有非常高的穩定性，與從羅氏核果木（Putranjiva roxburghii）、番木瓜 

（Carica papaya）和巴西盾柱木（Peltophorum Dubium）所分離的蛋白酶抑制劑有相似的

結果（Chaudhary et al., 2008；Azarkan et al., 2006；Macedo et al., 2003）。LPTI在pH值4-10

的環境下處理30分鐘，其抑制胰蛋白酶之活性並不受太大的影響，與KBTI有相似的結果

（Fang et al.,2010）。一般的胰蛋白酶抑制劑其分子內雙硫鍵是負責穩定結構的作用，如從

油菜 (Brassica campestris)、雙花扁豆（Dokichos biflorus）種子中分離的Bowman-Birk-type蛋

白酶抑制劑（Lehle et al., 1996；Hung et al., 2003）與從相思樹（Acacia confusa）、火炬刺桐

（Erythrina caffra）、巴西盾柱木（Peltophorum dubium）、Plathymenia foliokosa及台灣欒樹 

（Koelreuteria formosana）種子中所純化出來的Kunitz-type抑制劑（Lehle et al., 1996；Hung 

et al., 2003；Hung et al., 1994；Macedo et al., 2003；Ramos et al., 2008; Hung et al., 2015），這

些抑制劑經還原劑DTT處理過後，其殘留抑制胰蛋白酶的活性皆明顯下降，而LPTI也隨著

處理DTT濃度及時間的增加，殘留的胰蛋白酶抑制活性隨著降低，可知雙硫鍵對LPTI的結

構穩定度也有絕對的重要性。

Bowman-Birk-type蛋白酶抑制劑對胰蛋白酶具有很高的親和性抑制作用，常以競爭

性或非競爭性抑制機制作用，以Lineweaver-burk double reciprocal plot分析LPTI對胰蛋白

酶抑制作用的形式，結果LPTI對胰蛋白酶的抑制作用是屬於競爭性的抑制作用，DtTCI也

是競爭性的抑制作用（Bhattacharyya et al., 2009），然而部分的Bowman-Birk-type蛋白酶

抑制劑是屬於非競爭性的抑制作，如BgPI（Prasad et al.,2010）。利用Dixon plot作圖求得

其對胰蛋白酶的Ki值為1.9 × 10-9 M，對胰蛋白酶具有很高的親和性，其 Ki 值與其他的

Bowman-Birk-type胰蛋白酶抑制劑有相似的數值，如決明（Senna tora）、榼藤子屬（Entada 

acaciifolia）、香草（Trigonella foenum-graecum）、巴西芸香（Dimorphandra mollis）、巴

西盾柱木 （Peltophorum dubium）、柔毛艾納香（D. mollis）其抑制常數分別為2.3×10-10 

M、1.75×10-9 M、3.01×10-9 M、5.3×10-10 M、4.0×10-10 M、1.7×10-9 M（Muricken et al., 

2010） 。
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