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摘要：以花豆（Phaseolus coccineus）種子為材料，利用硫酸銨分割、DEAE-cellulose 52陰

離子交換樹脂及trypsin-Sepharose 4B親和性管柱等方法，純化出一種花豆胰蛋白酶抑制劑

（Phaseolus coccineus trypsin inhibitor，PCTI）。以15% SDS-PAGE分析純度及利用MALDI-

TOF質譜儀分析PCTI的分子量，得到其分子量為8.92 kDa，屬於Bowman-Birk型蛋白酶抑制

劑。進一步研究PCTI的性質，PCTI在溫度到達 80℃及100℃時，其抑制胰蛋白酶的殘留活

性仍保持在80％以上，顯示其對溫度具有高度的耐受性；PCTI在不同pH的緩衝溶液處理

下，其抑制胰蛋白酶的殘留活性仍保持在80％以上，可知其結構的穩定性不受pH值的改變

而有所影響；在不同濃度的DTT（還原劑）處理下，抑制胰蛋白酶的殘留活性隨著DTT濃

度升高而下降，顯示維持PCTI活化位（active site）的構形穩定與其分子內雙硫鍵的存在有

顯著的相關性。PCTI抑制胰蛋白酶作用其莫耳數比為1：1。以酵素動力學Lineweaver-Burk 

double reciprocal plot及Dixon plots分析，顯示PCTI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）值為8.96 x 10-9 M。
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Abstract: This study used methods such as ammonium sulfate precipitation, DEAE-cellulose 52 anion 

exchange resin and trypsin-Sepharose 4B affinity columns to purify and extract trypsin inhibitor from 

Phaseolus coccineus (PCTI). 15% SDS-PAGE and MALDI-TOF mass spectrometers were used to analyze 

the molecular weight of PCTI, which was 8.92 kDa, belonging to Bowman-Birk-type proteinase inhibitor. 

Further investigation on the nature of PCTI found that its residue activity for inhibiting trypsin was still 

maintained above 80% when its temperatures reached 80℃ and 100℃, showing its high tolerance to 

temperature. PCTI’s residue activity for inhibiting trypsin was also maintained above 80% when it was 

treated by buffer solutions with different pH values, suggesting that its structural stability would not 

change in regard to pH values. When treated with different concentrations of DTT (a reducing agent), 

PCTI’s residue activity for inhibiting trypsin decreased with increasing DTT concentration, showing 

that the maintenance of the conformational stability of PCTI active site was significantly correlated to 

disulfide bonds inside the molecule. The mole ratio of PCTI to trypsin is one to one. The enzyme kinetics 

Lineweaver-burk double reciprocal plot and Dixon plots analysis show that the inhibition effect of PCTI 

on trypsin is of competitive inhibition, with the inhibition constant (ki) being 8.96 x 10-9 M.

Keywords: Phaseolus coccineus、Bowman-Birk-type proteinase inhibitor、kinetics

1. 前言

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

色。胰蛋白酶抑制劑（trypsin inhibitor）泛指具有抑制胰蛋白酶活性作用的一類物質，其

分子量一般比較小，普遍存在於植物界(Alves et al.,2010)：豆科（Leguminosae），茄科

（Solanaceae）及禾本科（Gramineae）是主要的三大來源，特別是在種子中含量最高可達總

蛋白的10%。目前蛋白酶的分類主要是依據其活化位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）。這四種蛋白酶的抑制劑，以絲

胺酸型蛋白酶抑制劑研究最多，並已經從各種豆科植物種子中分離出來。胰蛋白酶抑制劑

根據胺基酸組成及序列、半胱胺酸含量、反應位點的數量與蛋白酶結合的機制可分為不同

的類型或家族，主要可分Kunitz型抑制劑、Bowman-Birk型抑制劑、PotatoⅠ型、PotatoⅡ

型、Kazal型、Squash及Cereal super等家族。其中研究最為廣泛和深入的是Kunitz型抑制劑

及Bowman-Birk型抑制劑兩類。許多植物透過製造防禦性化合物對抗害蟲（Katoch et al., 

2014）。大部分防禦性化合物是蛋白質，特別是干擾害蟲消化系統的酵素抑制劑，例如蛋
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白酶抑制劑、α澱粉酶抑制劑、凝集素（Furstenberg-Hagg et al., 2013）。

在近代醫學中，蛋白酶抑制劑是一種重要的生物藥物和生化試劑，參與了許多重要的

生理調控。在醫藥學的研究領域，如細胞週期、細胞死亡、DNA複製、止血、免疫反應、

組織重建和傷口癒合等都息息相關。其對生物的生長發育，甚至細胞的凋亡也都有調節

作用。目前已知Bowman-Birk型抑制劑的抑癌機制，包括：抑制致癌基因表現（Dai et al., 

2011）和癌症所誘導之基因增殖（Heilbronn et al., 1985），阻止細胞因自由基而誘發產生改

變（Coburn et al., 1981），具有高度抗發炎能力，能抑制一些與發炎反應有關之蛋白酶。蛋

白酶在癌細胞發展上，除了與細胞轉移及侵襲有關外，還可以使細胞失去接觸性生長抑制

（contact inhibitor）的性質，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也會增加，使得親醣蛋白質對其之凝集活動增加，這些性質在給予蛋

白酶抑制劑後將會有所改善（Kennedy et al, 2002；Malkowicz et al, 2003）。而近些年來人們

也注意到了胰蛋白酶抑制劑的抗病毒和抗癌作用，並廣泛開展了這方面的相關研究，如肺

癌、子宮、內膜癌、乳腺癌等作用（Fereidunian et al., 2014），故如何使用蛋白酶抑制劑來

抑制腫瘤細胞的生長，是一件極其有研究意義的工作，也成為近幾年生命科學研究的一個

熱門點。

本實驗由花豆（Phaseolus coccineus）種子裡純化出一種胰蛋白酶抑制劑（Phaseolus 

coccineus trypsin inhibitor），簡稱PCTI，利用15% SDS-PAGE及MALDI-TOF質譜儀分析

PCTI的分子量，並進行PCTI對溫度、pH值、DTT等的耐受性進行相關研究。利用酵素動力

學Lineweaver-Burk double reciprocal plot及Dixon plots兩種方程式，探討PCTI對胰蛋白酶的抑

制作用方式及其抑制常數Ki值。

2. 研究方法

2.1  PCTI的萃取
秤取150克的花豆，洗淨去除雜質，浸泡於1公升0.01M，pH 8.0磷酸鹽緩衝溶液中，放

置4℃冰箱過夜。之後利用果汁機（waring blender）將花豆打成漿（每次30秒，10-20次），

離心30分鐘（4℃，10000 rpm，KUBOTA 7700，AG-2506 rotor），取上清液，緩緩加入硫

酸銨鹽至30%飽和度，待硫酸銨鹽完全溶解後，離心30分鐘（4℃，10000 rpm），離心後將

沉澱物放置透析袋內（標示0-30%），將其上清液緩緩加入硫酸銨鹽至70%飽和度，待硫酸

銨鹽完全溶解後，離心30分鐘（4℃，10000 rpm）。離心後將沉澱物放置透析袋內（標示

30-70%），將其上清液緩緩加入硫酸銨鹽至95%飽和度，待硫酸銨鹽完全溶解後，離心30

分鐘（4℃，10000 rpm）。最後將沉澱物放置透析袋內（標示70-95%）。將裝有沉澱物的

透析袋浸泡於3公升0.01M，pH 8.0磷酸鹽緩衝溶液裡，4℃進行透析，每5小時更換一次透析
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液（0.01M，pH 8.0磷酸鹽緩衝溶液），更換5次。透析完畢後透析袋裡的內容物取出，離

心30分鐘（4℃，10000 rpm）。取上清液測定活性，將具有抑制胰蛋白酶活性的部分通入

預先以0.01M，pH 8.0的磷酸鹽緩衝溶液平衡的DEAE-cellulose 52管柱（10 cm x 1.5 cm），

以0.01M，pH 8.0的磷酸鹽緩衝溶液將無法鍵結於樹脂上的蛋白質沖洗完後，再以含0 - 0.5M

氯化鈉的0.01M，pH 8.0磷酸鹽緩衝溶液的離子梯度沖提，分液收集器（GE Healthacre Frac-

920）每3ml收集一管，每管測量波長280nm的吸光度，收集具有抑制胰蛋白酶活性的部分

通入trypsin-Sepharose 4B親和性管柱（2.2 cm x 20 cm），以0.01M，pH 8.0的磷酸鹽緩衝溶

液沖洗，將非特異性蛋白去除，最後用0.01N HCl沖提，沖提出來的PCTI純度可由15% SDS-

PAGE分析。

2.2  胰蛋白酶活性測定
實驗組是將0.5 ml的PCTI溶液（溶於0.01M的Tris-HCl，pH8.0緩衝溶液）與0.5 ml的胰

蛋白酶溶液（10mg/ml）均勻混合，於37℃反應5分鐘後，加入4μl BAPNA（N-benzoyl-DL-

arginyl- p-nitroanilide）溶液（50 mg/ml DMSO溶液），於37℃反應30分鐘後，加入0.5 ml 

10%醋酸溶液終止反應，測定410nm吸收。對照組以0.5ml磷酸鹽緩衝溶液代替PCTI溶液，

其餘步驟與實驗組相同。空白組以0.5 ml的PCTI溶液（實驗空白組）或0.5 ml磷酸鹽緩衝

溶液對（對照空白組）依序加入0.5 ml的胰蛋白酶溶液（10mg/ml），1 ml 10%醋酸，4 μl 

BAPNA溶液，測定410nm吸收。所有的實驗都重複做三次。PCTI抑制胰蛋白酶活性能力的

計算方法，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  蛋白質濃度測定
本實驗使用Pierce公司所出品的BCA protein assay reagent（bicinchoninic acid）。

2.4  SDS-聚丙烯醯胺電泳法（SDS-polyacrylamide gel electrophoresis）
利用15 % 的SDS-PAGE來分析蛋白質。而膠片上蛋白質的位置則用0.1 % Coomassie 

Brilliant Blue R-250染色來偵測。
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2.5  溫度、pH值及DTT對PCTI的穩定度影響
2.5.1 溫度的影響

PCTI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），放置於37℃反應30分鐘後，加入100 μl 50%的醋酸（終止反

應），以波長410nm測定吸收光，測量其殘餘胰蛋白酶的活性。每次重複三次，取平均值

±SE。

2.5.2 pH值的影響

將PCTI溶於不同緩衝溶液（100 mM）100 μl，緩衝溶液的種類如下：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℃反應1小時之後，加入900μl 0.01M Tris-HCl（pH 8.0）、10μl trypsin (2 

mg/ml)、5μl BAPNA（50 mg/ml），放置於37℃反應30分鐘後，加入100μl 50%的醋酸（終

止反應），以波長410nm測定吸收光，測量其殘餘胰蛋白酶的活性。每次重複三次，取平均

值±SE。

2.5.3 DTT的影響

PCTI與最後濃度為1、10、100 mM還原劑DTT（dithiothreitol）在37℃反應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，再加入10 μl的

trypsin（2 mg/ml）、5 μl的BAPNA（50 mg/ml）， 37℃反應30分鐘，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。

2.6  蛋白質N端定序
使用 ABI Procise® System，進行蛋白質 N 端 Edman Degradation 序列分析。

2.7  酵素動力學實驗
利用不同重量PCTI（0 μg、2 μg、4 μg、6 μg）與10 μl的trypsin（2 mg/ml）37℃反應

10分鐘後，加入1 ml的0.01M Tris-HCl與1.3 μl、2.0 μl、4.0 μl的BAPNA（50 mg/ml）反應10

分鐘，並在每一分鐘紀錄OD410偵測吸光值，之後再使用Lineweaver-burk double reciprocal 

plot，並以1/V對1/S作圖畫出雙倒數圖來決定其抑制胰蛋白酶的作用形式。再以Dixon polt作

圖（Dixon, 1953），利用0.5 mM、0.75 mM兩種濃度的BAPNA，以1/A410nm對PCTI的濃度

（4μg、6μg）作圖所畫出的兩條直線，求出交叉點的值，即為PCTI對胰蛋白酶的抑制常數

（ki）。

3. 結果

3.1  花豆胰蛋白酶抑制劑（PCTI）純化
PCTI純化是先將花豆種子的粗萃取液，利用不同濃度的硫酸銨溶液進行鹽析，具有

活性的部分是位於70%至95%飽和度硫酸銨沉澱下的蛋白質，經由DEAE-52 cellulose陰離
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子交換樹脂，以0至0.5M氯化鈉濃度之直線梯度，沖出蛋白質，結果得到三個吸收峰（圖

1A），經活性分析試驗得知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0.01 M磷酸鹽緩衝液pH 8.0，含0.2 M氯化

鈉平衡，樣品通入管柱中，之後再以上述緩衝液沖洗至無蛋白質流出為止，最後以0.01N鹽

酸溶液將胰蛋白酶抑制劑沖提出，經活性分析試驗可得到一個具有抑制胰蛋白酶活性的吸

收峰（圖1B）。利用15%的SDS-PAGE分析其純度（圖1C），得到一條純化的蛋白質，將

PCTI加入還原劑β-mercaptoenthanol處理後，仍只得到一條色帶，表示PCTI是由單一條多肽

鏈所組成。純化的蛋白質以MALDI-TOF分析後得知分子量為8.92 kDa。在表一顯示純化花

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，PCTI其回收率為25.8%（表一）。由圖1D顯示不同量PCTI對定量胰蛋

白酶的抑制作用，可知胰蛋白酶與PCTI作用的莫耳數比為1：1。

圖1 PCTI 之純化。(A) DEAE-cellulose 52 陰離子交換樹脂（10 cm x 1.5 cm）。將花豆種子

粗萃取物經過70%-95%飽和度硫酸銨鹽析、透析後，通入預先以0.01M，pH 8.0的磷酸鹽緩

衝溶液平衡的DEAE-cellulose 52管柱，以0.01M，pH 8.0的磷酸鹽緩衝溶液（含0-0.5M氯化

鈉離子梯度）沖提，測OD280 nm分析，偵測到三個吸收峰，經活性分析發現第二個吸收峰具

有抑制胰蛋白酶活性。(B) 將具有活性的部分通入trypsin-Sepharose 4B親和性管柱（1.5cm x 

10cm），以0.01M，pH 8.0的磷酸鹽緩衝溶液沖提，將非特異性蛋白去除，最後用0.01N HCl
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沖提，OD280 nm及活性分析，發現第二個吸收峰具有抑制胰蛋白酶活性。(C) 利用15% SDS 

PAGE電泳分析。Lane 1: protein markers；Lane 2: 粗萃取液；Lane 3: 通入 DEAE-52管柱後具

有活性的部分；Lane 4: 通入trypsin-Sepharose 4B親和性管柱後所純化得到的PCTI；Lane 5: 

PCTI以β-mercaptoethanol還原劑處理。(D) PCTI對胰蛋白酶抑制作用的分析。利用不同濃度

的PCTI與固定濃度的胰蛋白酶在37℃反應5分鐘，再加入5μl的BAPNA溶液（50mg/ml），

37℃反應30分鐘，再加入0.5 ml醋酸溶液（10%）終止反應，利用410nm吸光值測其抑制作

用的活性分析。

表一、由花豆種子所分離出的PCTI純化倍數及回收率

Steps Total Protein 
(mg)

Total activity 
(U)

Specific activity  
(U/mg)

Purification 
(fold)

Yield 
(%)

Crude extract 3000 5700 1.9 1 100

Fraction 70-95% 360 3506 9.7 5.1 61.5

DE-52 cellulose 88.5 1832 20.7 10.9 32.1

Trypsin-Sepharose-4B 21.0 1470 70 36.8 25.8

3.2 酵素動力學實驗
以不同重量的之PCTI與10 μl的trypsin（2 mg/ml），37℃、反應10分鐘後，加入1 ml 的

0.01M Tris-HCl與1.3μl、2μl、4μl三種不同的BAPNA (50 mg/ml)，每個濃度反應10分鐘，

紀錄每一分鐘時的OD410吸光值，之後以1/A410（OD410/h/ml）-1 對1/受質濃度（BAPNA）

作Lineweaver-burk double reciprocal plot（圖2A），四條直線方程式相交於y軸，可知PCTI

對胰蛋白酶的抑制是屬於競爭性的抑制作用。以Dixon plots作圖（圖2B），在不同濃度

(0.5mM、0.75mM)之BAPNA（50mg/ml），以1/A410（OD410/h/mL）-1對PCTI的濃度(μmole/L)

作圖，相交於兩條直線方程式的交點數值，即可知PCTI對胰蛋白酶的抑制常數Ki值為8.62 x 

10-9 M。

圖2 酵素動力學的分析（Lineweaver-Burk double reciprocal plot）。(A)以不同重量的PCTI與

胰蛋白酶反應10 min ，之後加入不同濃度的BAPNA，測其410nm吸光值的變化，將測得的
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吸光值導入Lineweavere-Burk double reciprocal plots，並以1/V對1/S進行作圖，劃出雙倒數圖

交於Y軸，表示為競爭性的抑制作用。(B) 利用Dixon plot 計算出PCTI對胰蛋白酶的抑制常

數（ki）。在不同濃度的BAPNA，以1/A（OD410/h/mL）-1對PCTI的濃度（μmole/L）作圖，

可得到兩條直線方程式，求出交叉點數值，即是PCTI對胰蛋白酶之抑制常數（Ki），其ki

值為8.62 x 10-9 M 。

3.3 溫度、pH值及DTT對PCTI的穩定度影響
PCTI以不同溫度（37-100℃）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，仍具有約80%的活性，可得知PCTI對熱具有非常高的穩定性（圖

3A）；PCTI以不同的pH值（4-10）的環境下處理1小時，活性仍保持80%以上，其結構的

穩定性不受pH值改變而有所影響（圖3B）；PCTI以不同濃度（1mM、10mM、100mM）

的DTT反應15、30、60、90分鐘，之後測量其殘留抑制胰蛋白酶的活性（圖3C），可得知

在DTT濃度1mM時，隨著反應的時間增加，PCTI的殘留胰蛋白酶抑制活性約由 89%降至

62%，當DTT濃度為10mM時，隨著反應的時間增加，PCTI的殘留胰蛋白酶抑制活性約由 

77%降至52%，DTT濃度到達100mM時，隨著孵育的時間增加，PCTI的殘留胰蛋白酶抑制活

性降至42%，可知雙硫鍵對其結構的穩定度有絕對的重要性。

圖3 溫度、pH值及DTT對PCTI的穩定度影響。(A)溫度對PCTI穩定度的影響。(B) pH值對

PCTI穩定度的影響。(C) 不同濃度的還原劑DTT對PCTI抑制胰蛋白酶活性的影響。
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3.4 PCTI的N-端胺基酸序列定序
PCTI蛋白質N-端胺基酸定序是使用Applied Biosystems，最後得到15個胺基酸序列

EPSESSEPCCDICVC，PCTI 的N-端胺基酸序列與其他BBI家族N端序列相比較，PCTI與菜

豆（Phaseolus vulgaris）完全相同100%，與雙花扁豆（Dolichos biflorus）相同性有80%，大

豆（Glycine max）60%，小扁豆（Lens culinaris）、Vigna faba及豌豆（Pisum sativum）都是

40%的相同性（圖4）。

Species Primary Sequences Identity (%)
Phaseolus coccineus EPSESSEPCCDICVC
Phaseolus vulgaris EPSESSEPCCDICVC 100
Dolichos biflorus EPSESSKPCCDQCTC 80

Glycine max DD-ESSKPCCDQCAC 60
Lens culinaris GDDVKSA-CCDTCLC 40

Vigna faba GDDVKSA-CCDTCLC 40
Pisum sativum GDDVKSA-CCDTCLC 40

圖4 PCTI的N-端胺基酸序列與其他BBI家族N-端胺基酸序列比對。Accession numbers: 

Phaseolus vulgaris - P01060；Dolichos biflorus – Q9S9E3；Glycine max – P01055；. Lens 

culinaris – Q8W4Y8； Vigna faba – P24661；Pisum sativum – Q41065。

4. 討論

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），依其

分子量大小及半胱胺酸含量，大致可成分成兩大類，一類為Kunitz型蛋白酶抑制劑，分子

量約為18-24 kDa，通常含有四個半胱胺酸，可形成兩對雙硫鍵，具有一條或兩條多肽鏈所

組成。另一類為Bowman-Birk型蛋白酶抑制劑，分子量較小約為8-10 kDa，由70-90個胺基

酸所組成的單一多肽鏈，半胱胺酸含量很高，通常可形成7-8對雙硫鍵（Kumar and Gowda, 

2013）。本研究以花豆種子為材料，利用硫酸銨分割，DEAE-52 cellulose陰離子交換樹脂及

trypsin-Sepharose 4B親和性管柱，可純化出一種胰蛋白酶抑制劑PCTI，以MALDI-TOF質譜

儀分析PCTI，得知其分子量為8.92 KDa，由分子量大小可知其屬於Bowman-Birk型蛋白酶抑

制劑。

接著探討可能會影響其結構及穩定性的物理、化學因素：如溫度、pH值、還原劑。

將PCTI以不同溫度孵育30分鐘後，測量其殘留活性，以100℃高溫孵育30分鐘後，仍具

有約80%的活性，可得知PCTI對熱具有非常高度的穩定性，這與從 巴西木蝶豆（Clitoria 

fairchildiana）（Dantzger et al., 2015）、雙花扁豆（Dolichos biflorus）（Kumar and Gowda, 

2013）及鵲豆（Lablab purpureus）（Lin et al., 2016）所分離的蛋白酶抑制劑有相似的結

果。而PCTI在pH值4-10的環境下，其結構的穩定性不受pH值的改變而有所影響。從油菜
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（Brassica campestris）、雙花扁豆（Dolichos biflorus）、鵲豆（Lablab purpureus） （Hung 

et al., 2003；Lehle et al., 1996；Lin et al., 2016）及花豆種子中（PCTI）分離的Bowman-Birk

型蛋白酶抑制劑，這些抑制劑經由還原劑DTT處理過後，其殘留抑制胰蛋白酶的活性皆明

顯下降，由此可知，雙硫鍵對它們構型的穩定度有絕對的重要性及相關性。

接著探討其酵素動力學，以Lineweaver-burk double reciprocal plot分析，其PCTI對胰蛋

白酶的抑制作用是屬於競爭性的抑制作用，牛蹄豆（Pithecellobium dulce）（Pandey et al., 

2015）、DtTCI（Bhattacharyya et al., 2009）及LPTI（Lin et al., 2016）也是競爭性的抑制作

用；然而部分的Bowman-Birk型蛋白酶抑制劑為非競爭性的抑制作用，如BgPI（Prasad et al., 

2010）。利用Dixon plot作圖求得其對胰蛋白酶的ki值為8.96×10–9 M。決明（Senna tora）、

香草（Trigonella foenum-graecum）、巴西芸香（Dimorphandra mollis）、巴西盾柱木

（Peltophorum dubium）、柔毛艾納香（Dimorphandra mollis）及鵲豆（Lablab purpureus） 

所純化的胰蛋白酶抑制劑的抑制常數分別為0.23 × 10–9 M、3.01 × 10–9 M、5.3 × 10–10 M、

4.0 × 10–10 M、1.7 × 10–9 M 及1.9 × 10–9 M (Muricken et al., 2010；Lin et al., 2016）。

很多豆科植物種子中可以分離出幾種BBI異構型（ isoform），如大豆（Glycine 

max），菜豆（Phaseolus acutifolius），四季豆（P. vulgaris L.），花豆（P. coccineus），

P. dumosus、P. costaricensis和豌豆（Pisum sativum L.）（Campos et al. 2004; Domoney 

et al. 1995; Morrison et al. 2007; Lioi, et al. 2010；Wu and Whitaker 1990），不同異

構型的B B I可能對不同的害蟲有不同的抑制效果。本實驗由花豆所分離的P C T I其

N端序列E P S E S S E P C C D I C V C，與其他花豆所分離的B B I基因轉譯的胺基酸序列

（EPSESSEPCCDLCVC）相似性非常高，僅有第十二的胺基酸殘基不同（Lioi, et al. 

2010），兩者應是由不同異構型BBI基因所表現。豆科種子中BBI多基因家族的發現，將有

助於了解BBI基因的分子演化及系統發育關係。

在流行病學方面的研究，發現多攝食豆類、蔬菜的人，其乳癌、直腸癌、攝護腺癌的

罹患率下降，Boman-Birk大豆胰蛋白酶抑制劑，在十二指腸中仍保有很好的活性，並與蛋

白酶形成複合體，造成蛋白質吸收減少，而在直腸壁上也有高濃度蛋白酶抑制劑存在，這

些結果使得癌症罹患率降低。因此推論蛋白酶抑制劑可能扮演間接或直接的一種抗癌因子

（Gocho et al., 2013；Hsieh et al., 2013；Zhang et al., 2011）。除了抗癌效果，Bowman-Birk-

type蛋白酶抑制劑也表現出具有免疫刺激特性及抗發炎作用（Souzaet et al., 2014; Utrilla et 

al., 2015）。最近的研究也顯示Bowman-Birk-type蛋白酶抑制劑對於自身免疫性腦脊髓炎

（autoimmune encephalomyelitis）也具有抑制的效果，可減輕神經元損失，使其成為口服治

療多發性硬化症(multiple sclerosis)的目標之一（Touilet al., 2008; Daiet al., 2012）。
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