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第一部份:大葉合歡種子壞蛋白酵素抑制劑

之純化及性質研究

Purif~cation and characterization of trypsin inhibitor 
from seeds of Albbizia lebbek 
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中文摘要

蛋白酵素抑制劑普遍存在於動植物界?在動物體內蛋白韓素抑制劑典蛋白酵

素是以一種平衡的狀態存在?共同維持體內正常的運作。由流行病學之調查指出

:經常食用豆科植物之地區?罹怠瘋症之比倒確實較低 F 為豆科植物富含蛋白酵

素抑制劑是吾人所知。又許多研究報告?癌細胞之產生、侵襲、轉移與蛋白酵素

有很大關偉、。當外加蛋白酵素抑制劑或誘生內生性之蛋白酵索抑制劑可以改善這

些現象。故尋找及利用蛋白酵素抑制劑是握其研究意義。

在本研究中，我們由大業合歡 ( Albizzia lebbek )的種子純化出一個月長蛋白酵

素抑制劑 (ALTI) ，並做了一般性質之探討。純化的過程是利用硫竣銬的分割 9

月多層過濾?離子交換雪和氣和性管柱層析等方法。由 SDS-PAGE 的分析 ?我e們

計算 ALTI 的分子量大約為 21，∞0 土 1 ，000 da1tor酒，並且含有兩個次單元體。

由其所舍之 cysteine 量，可知 ALTI 是一 Kunitz 型的蛋白酵素抑制劑。初步的

按暴政序列分析指出 ALTI 與 ACTI (Acacia co昕lsa)有很高的相似性。

2 



英文摘要

A trypsin inhibitor was isolated from the seeds of. Albizzia lebbek, and it w部

‘designated as Albizzia lebbek 佐ypsin inhibitor(ALTI). 

. ALTI was isolated by extracting the seeds of Albizzia lebbek with O.lN HCl , 

followed by ammonium sulfate fractionation, gel filtration with Sephadex G-50 

column, DEδ2 column chromatography and affinity chromatography with a 

tryp'sin-Sepharose4B column. The yield of ALTlis 161 mg from 100 gmofseeds. 

The molecularweight of ALTI is 刻，000 土1 ，000， and it contain 175 amino acid 

m咐ues without tryptophan. After叫ωed with ß 嘲mercaptoethanol , two peptide 

chains were obtained by SDS-P AGE. The larger subunit was designated as A chain 

and the smal1er one as B chain. 

ALTI has strong inhibitory effect on trypsin and a moderate inhbitory effect on 

chymotrypsin. Itis related1y stable to heat. After modification with either phenyl

glyoxalor小methylisourea， the activity of ALTlinhibiting trypsin was eliminated. 

Therefore, ALTI is a 1ysy1 and arginyl type trypsin inhibitor. 

'、3 



緒 、-
z
口

蛋白酵素抑制劑 (protease i曲ibitors) 普遍存在於植物界(1， 2, 3) ，如豆科、禾

本科及茄科 9 尤其是豆科。對今，絕大多數豆科植物之種子內含有蛋白酵素抑制

劑，已是公認的事實。除植物外?在動物界?對血液的、技臟(勻 p 及微生物

界 9 如酵母菌(時，放射菌屬 (η9 鏈徵菌屬 (8) 中，亦發現有蛋白酵素抑制劑的

存在。

19弓8年， Read 和Hass 發現大豆抽取液中?含有抑制蛋白酵素清化動物膠

(gelatin) 的成分?為最早證實植物中含有蛋白酵素抑制劑(坊。 1944 年惱怒等人將

該成分部分純化，並證實其為一種蛋白質(1仿。至 1945 年， Kunitz 首先自大豆中

分離出放蛋白酵素抑制劑並析出結晶，是為近代研究蛋白酵素抑制劑之里程碑

。

早期研究蛋白酵素抑制劑主要是由營養學之觀點著眼(13，凶， 15，161η ，因為許

多作為食物的植物，如大豆、大麥、馬鈴蓊、蠶豆等?都含有放蛋白酵素抑制

劑?若以未煮熟之大豆餵食雞或老鼠?可觀察到其生長受抑制，展臟腫大(18，

的， 20) ，於是 Liener 等人提出假說來說明蛋白韓素抑制劑在營養學上所扮演的角

色，立主嘗試利用適當的加熱處理?去除蛋白酵素抑制劑的作用?以提高植物性食

物的營養價值。在食品工業界已成功的達到此一目的。

同時，生化學家4致力於蛋白酵素抑制劑的理化性質研究?因蛋白韓素抑制

劑本身為一蛋白質 9 對蛋白韓素有高度撓和性?希望可以藉由研究蛋白酵素抑制

劑與蛋白酵素的交互作用?進而了解蛋白與蛋白闊的作用方式。

天然界存在的蛋白韓素可依其活性位置及作用方式分為:絲按政型蛋白酵素

(對壞蛋白酵素?凝乳酵崇) ，硫醇型蛋白酵素(如木瓜酵素)金屬型蛋白酵素(如

carboxypeptidase A，的及蔽性蛋白酵素(如育蛋白酵素)。天然界中，比四種

蛋白酵素的抑制劑均存在，然其專一性各不相同 F 有些只能抑制一種或二種蛋白

韓素 9 有些則可抑制兩種以上的蛋白酵素。而這些能抑制兩種或兩種以上的蛋白

酵素抑制劑又可分為兩種，一稱為雙頭型?對穎、馬豆?可同時抑制壞蛋白酵素和

4 



凝乳酵素，但二者之活性位置不同。另一為單頭型?即抑制數稜蛋白酵素之功能

皆由同一活性位置負責 F 對馬鈴薯所存有之抑制劑。

壞蛋白雪字素抑制劑又可舔其活性有關之按基酸 F 分為離按政型與精按竣型二二

類 (2白雪然不屬於比二類者亦陸續被發現 9 如自人類特液中分離出一種技蛋白酵

素抑制劑。η 。

小分子蛋白酵素抑制劑由於分子量不大，有詐多一級結構已被定出 9 白這些

胺基酸的排列，可相比較找出共同的序列?使植物的分類與演化能做深入的比

較。如Richardson (31) 曾比較四稜豆科植物的蛋白酵素抑制劑，發現其按基設的

排列非常類似。而 Ryan (32) 等人?別發現馬鈴薯內兩種不同型的蛋白路抑制

劑?即提乳酵素抑制劑(屬絲氛酸型蛋白酵索抑制劑) ，與 carboxypeptidase 抑

制劑(屬金屬型蛋白酵素抑制期)比二者有許多類似的按基段，顯示由同一基因

演化而來。

、此外， Tan 與 Stevens (33，的，發現穎、馬豆抑制劑的一級結構內有序列全夜

的現象，與從大豆內發況之 Bowman-Birk (35)抑制齊!及 Garden bean (1勻抑制劑

都有類似情形，這可能是由於基因沒製的結果 β1) 。又抑制劑的活性位置往往位

於比重夜序列內?故雙頭型乃至於多豆豆型抑制劑接可能因此而產生。

蛋白酵素抑制劑在植物的生理意義為何，直到目前，仍不清楚，一般我們相

信?脊椎動物技臟存在的且是蛋白酵素抑制都可阻止蛋白酵素原及農臟其他酵素的

過早活化?為哺乳類動物血液中 9 蛋白酵紊抑制劑可參與提血作用 (5η? 纖維蛋

白分解?補體之活化以及發炎反應 (42) 。植物內蛋白酵素抑制劑含量與收成時

閥、新鮮度?及品種的差異有明顯的相關性 9 且在各種組織器官肉，抑制觀的分

佈壹亦隨生理發展而改變 (73) ，如於種子內含量多，但發芽時，則會漸漸減少 9

目前只能推測蛋白酵素抑制劑的存在，或許是一種蛋白的財存方式?或許保護植

物本身以對抗昆蟲與敘生物的侵襲佇4) ，亦有可能具有調節植物本身酵素活性與

代謝的功能。

近年來醫藥界方面?期望這些蛋白酵素抑制觀可對某些疾品的治療有所幫

助費曾嘗試用於治療休克、放臟炎、過敏反應及發炎現家(1)。目前市面上發售

的 Foy' 即利用壞蛋白酵素抑制劑做成的藥劑。 ~)'r '蛋白酵素在癌細胞產生的
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發展上?除了與細胞侵襲及轉移有關外 (36 ， 3η? 蛋白酵素還可使細胞失去接觸性

生長抑制的性質，而使癌細胞毫無限制的生長 (38， 39) ，甚至發生重疊現學習並

且由於蛋白酵素在細胞表面作用 9 使得細胞膜的性質也發生變化事不但形狀異

常，細胞膜上接受器的移動能力也增加?使得親高層蛋白對其之凝集活性增加?而

這些性質在捨予蛋白酵素抑制劑後均會改善 9 故去。付利用蛋白酵素抑制劑來抑制

腫瘤細胞之生長?乃是一項握其意義的研究 (40， 41) 。

本文中所用實驗材特大業合歡 (Albizzia lebbek) ， 屬於豆科?初步試驗得

知，其亦如向大多數之豆科植物含有滾蛋白酵素抑制劑?故進一步純化分析，以

期能發揮運用於醫療，對人類有所梓豆豆。
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縮寫

ALTI: Albizzia lebbek trypsin inhibitor 

BApNA:α-N-Benzoyl-DL-arginine-p-ni甘oanilide hydrochloride 

BSA : Bovine serum a1bumin 

CAPS ; 3-[Cyclohexylamino]-1-propanesu旺。到c acid 

DMSO : Dimethyl sulfoxi由

MSH: 2-Mercaptoethanol 

PVDF : polyvinylidene fluoride 

SDS: Sodium dodecyl sulfate 

TCA: Trichloroacetic acid 

TEMED: N，N，前，N'-Tetramethylene diamine 

TPCK: Tosyl-phenyla1anyl chloromethyl ketone 

Tris: Tris(hydro叉ymethyl)-aminomethane 
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實驗材料

1.大葉合歡( Albizzia lebbek )種子，本J畫出產。

2. SephadexG-50; SephadexG-詣， Sepharose-4B 購自 Pharmacia 公司。

3. DEAE-cellulose( DE - 52) 購自英割Whatman 公司。

4. 蛋白質水解路

自 -chymotrypsin ' trypsin-TPCK ' trypsin ' thermolycin ' protinase K 

nargase 購自美國 Sigma公司。

5. 試藥

BApNA購自美國 Sigma 公司。

Casein 

Coomassie brilliant blue R-250 購自美國 Serva 公司。

Iodoacetic acid 購自美國 Sigma 公司。

2-Mercaptoethabnol 購自美菌 Sigma 公司。

Folin reagent 購白和光純葉林式會社公司。

SDS 購自美麗 Serva公司。

BSA 購自美國 Sig血a公司。

phenylglyoxal 罵自東京化成株式會社公司。

心methylisourea 購自東京化成林式會社公司。

6. 儀器

Atto AE司6675 頁。rizblot
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Beckman J2-MC centrifuge 

Beckman DU640 spectrophotometer 

Beck扭扭 ODS-DABS HPLC column(4.6 mm X 25 c血)

Consort microcomputer electrophoresis 

Eyela micro 切be pump 1妞-3

Hitachi L哨位∞IA intelligent pump 

Hitachi L-4250 UV -VIS detector 

Hi tachi LC organizer 

Hitachi D-2500 chromato-integrator 

Hitachi L-5200 fraction col1ector 
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實驗方法

1.親和性色層分析管柱( afflnity chromat9graphy column) 之製備 (49)

(1)以漢化氣活化 Sepharose-4B

將 Sepharose-4B 凝膠星於瓷漏斗上，以蒸溜水洗去酒精及殺菌劑?稱

取 40 克實浸泡於 200 毫升蒸溜水中，隨後加入1.6 克漢化氣，在 pH

meter上以5N氫氧化鈞漓定，使反應溶液維持在 pH 11.0 '保持溫度在攝

氏 5 到的度筒，經常攪拌且需密闊 9 以防決化氛之逸出。反應約 20 分鐘

後，立即置於瓷漏斗上?以冷的 O.lN 碳竣氫針溶液沖洗。

(2) 壞蛋白酵素的連結 (coupling)

將上述:舌化的 Sepharose-4B 凝膠以蒸溜水沖洗後?再以連結緩街液化ou

pling buffer: 0.025 M borate buffer, pH 10.2 內含 0.02 N NaCl) 沖洗?取出凝繆星

於 100 毫升的連結緩街我內 F 益加入 400 毫克的技蛋白誨，充入氮氣，密封 9

置於攝氏 4 凌以下?混和攪拌 12 小時?即可完成。

(3) 沖洗步蝶

將上述作用後的凝膠 9 倒入玻璃管拉中，並用連結緩街液沖洗，直到未達結

在凝膠上之壞蛋白酵素被洗出?如此可計算壞蛋白酵素連結效率。再於室溫中以

下述緩街3夜各 1 升沖洗。

2. AL'宜的分離純化
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稱取 100 克大葉合歡種子，洗淨，浸泡於的。毫升 0.1 NHO 中，攝氏 4

度下靜星通夜。隔天於攝氏4度下進行下71] 步驟:用采汁機( Waring blen吐er)打

成槳狀?靜產 2-3 小時，以萃取 ALTI 。先以紗布濾除纖維殘渣?再用

Beckm扭扭曲MC 冷沫離心機，於攝氏 4 度以泣，000 rpm 離心 15 分鐘，取上清

波?慢慢加入固體硫酸按至 50% 飽和濃度?待沈J竅生成達穩定後，再以泣，000

rpm 離心 20 分錢?除去沈澱，上清波續加入困體硫酸錯至 90% 飽和濃度?再

以泣，000 rpm 離心 20 分鐘?所得沈澱 9 移置於透析袋?於攝氏 4 度下，對

0.01 M acetic acid透析馮小時，並換 4 次透析液雪之後?透析袋內之物以

12000 rpm 離心 20 分鐘，除去不溶之雜質 F 上清液通過事先以 0.0倪1M 躇酸平

街過的 S鈺ep戶ha吋de拭x-G5到O 管柱 (οL5 x 90 cm) 以 0.0倪1M 醋昌故交為沖洗液其流速為每 2

分鐘 1 毫升'以Hi泊t臨ach誣i L- 5詔20∞o collector 收集流出液 9 每 9 分鐘收集一管，每

管 4.5 毫升?測其波長 280nm 的吸收，可得兩個蛋白吸收峰，經活性測定後，

知第二個蛋白吸收峰具有壞蛋白酵素之抑制作用。收集比其活性之吸收峰蛋白溶

液 9 加入茁體硫酸按至 90%飽和濃度?以 12，000 rpm 離心，將沈澱物移入透析

袋中?對 0.01 M , pH8.0，的磷酸鹽緩街溶波透析 36 小時?再以 12，000 rpm 離

心，除去不溶物後，通入事先以 0.01 M, pH 8.0，的磷段蠶緩街溶浪平衡遇之 DE-

52 管拉(L6 X 15 cm ) ，以 0.01 M, pH 8.0 的磷酸鹽緩街波為沖洗液?將無法

附於管柱上之蛋白洗去?比階段可得一蛋白吸收峰?當在 280 nm下按:貝1] 不出蛋

白吸收佳時，再以 o - 0.3 N 聾直線階梯沖洗，可得到一具有活性之蛋白吸收

峰。收集此吸收峰之蛋白溶液，直接通入以 0.01 M , pH 8.0，的磷酸聾緩街溶液

平衡好之且是蛋白酵素連結 Sepharose-4B 管柱( 2.6 X 30 cm) ，以舍。.05 M 

lactose 之 0.01 M , pH 8.0，的磷酸鹽緩街溶波為沖洗液 F 續以 0.01 M ,pH 8.0，的

磷酸鹽緩街溶液沖洗?可將非特異性結合之蛋白質去除?最後以令0.01 N 鹽酸溶

液沖提?可得一蛋白峰，此即所欲純化之 ALTI 。

3. SDS-聚丙鴻;琦胺板膠電泳法 (54)

(SDS-polyacryla血ide slab gel electrophoresis) 
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(1) SDS“聚丙鴻坤按板膠之製備:

(吋板膠製備之裝置:

之為二二塊平面玻璃( 15 X 19 cm) ，而其中一塊土方旦回狀?在二片

攻互為中 9 以三片塑膠片 spacer ( 0.15 X 1.2 X 15 c血) ，置於攻漓闊的左、

右邊及下方?在底部二片膠片接合的地方?塗上凡士林，使結合緊密?然

後用夾子夾住攻弱的主、右邊及下面，而其中的空問便可容納疑膠 9 作成

板膠。

(b) 自己製的%聚丙;玲:埠按的 separating gel 

取含有 30% 丙姆:玲按 (acrylami吐e) '0.8% 肘， N'-methylene-bis-

acrylamide 的丙;玲:埔按溶液 10 毫升，加入 pH 8.8 , 1.5 M Tris丑CI 緩街

液 5 毫升， 10% SDS 0.2 毫升，混合均勻，以減壓幫浦抽去其中的氣泡，

再加入新鮮自己製的過硫酸錯溶液(10 毫克/毫升) 1毫升 'TEMED 6.7 微

升，最後加入蒸溜水至總體積為 20 毫升。將上述自己裂的凝繆溶液，小心

注入以備好之玻璃板裝置中，至 9 公分處?於凝膠上方小心覆蓋一層蒸溜

水，使凝膠液晶保持水平，於室混下約須 l 小時使可凝聚完成，待凝膠面

形成後?倒拌上面的水層，續做 stackng gel 。

(c) 自己，製3%聚丙;埔蜻接的 S tacking gel : 

取含有 30% 聚丙姆:埠按 (Acηrlamide) , 0.8% N , N'-methylene-bis-

acrylamide的角婦坤按溶液 1 毫升?加入 pH 6.8 , 0.5 M Tris- HCl緩街波

2.5 毫升?的% SDS 0.1 毫升，混合均勻，再加入新鮮配製的過硫酸按溶

波 (10 毫克/毫升) 0.5 毫升空 TEl\伍D 25 微升空最後加入蒸溜水至總體積

為 10 毫升。將上述葛己製的凝膠溶滾雪小心注於已凝聚完成之 separating

gel 上方，且放一伯拉狀的留定模型於凝膠上?待凝聚後 9 便可形成 U 字
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形的槽 (Well) ，可以容納樣品。

(2) Tray buffer 的製備:

3 克 τris ' 14.7克甘胺酸，加入的毫升的 10% SDS '然後加蒸溜水至

1 升會葛已成 0.025 M , pH 8.3 '內含 0.1% SDS 的 Tris-甘按酸緩衝滾。

(3) 樣品的製鑄

取濃度 1 毫克/毫升的 ALTI 溶液 100 微升，加入 10 微升的 10%SDS ' 

5 微升β-MSH(加或不加) , 2 徵升1.到f ， pH 8.8 Tris呵HCl' 於攝氏100 度下

加熱 2 分鐘?再加入一滴甘油及 3 微升的指示劑 (0.05% bromophenol 

、 blue) 後備用。

(4) 電泳的操作

將下方電泳槽內注滿 tray buffer '將己做好之板膠下方之塑膠片及梳狀

周定模型除去，並將此玻璃板膠架於電泳椅上，而有四狀的攻漓朝向電泳禱

，之後，將上方電泳構內注滿 tray buffer '使U型槽亦浸於 tray buffer 內。

取約 25 徵升的 ALTI 樣品溶浪，直於 U 型槽內，電bM會上方連接負拯 9 下

方連接正控，先以 20 毫安培的電流通電，待指示劑移行至 separating gel 與

stacking gel 交接岳時 F 再將電流加至 40 毫安培?當指示劑移行豆豆豆板交底

部 0.5 公分時，停止通電?將 gel 自二塊攻漓片中取出，割去 stacking gel p 

將 separating gel 部份還於盤中，進行染色及退色。

(5)染色及退色

(a) 染色泛之配製:
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取1.25 克 coomassie brilliant blue R-250 ' 溶於 227 毫升甲醇?加入

46 毫升昌吾吾友及適量蒸溜水至總體積 500 毫升，混合均勻，通濾借用。

(b) 退色液之首己製:

取 75 毫升躇蔽， 50 毫升甲醇 9 加蒸溜水至總體積 1000 毫升 p 混

合均勻而成。

(c)電泳後的板膠 F 浸於染色液中 1 至 2 小時，在I} 出染色液，換以退色攻，

可加熱至攝氏 40 度，或將吸水紙揉置於退色盤內，以促進退色速度?退

色波更換數次後，可見凝膠上蛋白質所在處呈況藍色，染色前後均測量當

時板繆全長及蛋白移動距離，以作為估計蛋白質分子量之用。

(6) 移行率 (mobility) 的計算

蛋白移動距離 染色前板膠長度

移行卒: 一，一一…一個一… x ----
退色後板膠長度 指示劑移動距離

(η 分子量的測定

取已知分子量的蛋白質，做同樣的電泳分析?計算移行卒，使用半對數

表?以分子萱封移行率都出標準曲線?可由內插法計算出分子量。

(8) 板膠之保存

經 SDS-PAGE 分析後之板且多，照相後可將其乾燥保存之。
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方法一:備玻璃板一塊，將兩張較玻璃板略大的攻為紙以水滴溼 F 取其中之

一平鋪於攻靖板上?把欲乾燥之板膠放在上面?使其闊無空氣存在

事再小心將另一張玻璃紙鋪在繆上面，同樣的讓紙與紙和紙與膠悶

不存有氣:包 F 用夾子均勻的將其目定型室溫下自然乾燥。

方法二:取適當大小之澆紙以水濕潤，將欲乾之膠置於其上 9 上鋪以濕潤的

玻璃紙?使其問沒有氣泡存在，產於乾燥機乾;操之。

4. 按基酸水解分析(的

(1)酸水解

取 20 ul 的 ALTI (25-的o ug/ml) 星於水解管，於真空抽氣箱內乾燥?

將水解管還於水解瓶內之架上，放入 1 mg 之囡態粉，加入 0.7 毫升 6N 盤

西交於瓶內賢以真空幫浦抽氣至稍微冒泡，將瓶蓋挂緊，產於攝氏 110-115 度

下 24 小時 o 取出 F 以真幫浦抽乾?去除聾故而以 Beckm組之 dabsylation

kit 將水解後之按基酸往absylation '再通入 Beckm組 ODS-DABS HPLC 

column 1，故按基改組成分析。

(2) 酥按竣 (threonine) 與絲按酸 (se血e) 的分析

ALTI 分別做訟，箱， 72 小時不同的酸水解 9 水解波以按基設自動分析

儀分析。計算出酥按酸與絲按酸的量，分別對時問作蜀，由外插法求 O 時

之量?即是二按基酸的真正含量。

(3) 半就按設的定量 (58)
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利用 performic acid oxidation 的方法。

performic acid solution 的製備:

將一倍體積的 30% 過氧化氫與 9 倍體積的 98% formic acid' 1 小時

後，於冰浴中冷卻，加入 1 倍體積的甲醇與 0.1 倍體積的 80% phenol '而

形成過甲鼓溶液。將 1 毫克的 ALTI 置於水解管中 9 加入 0.2 毫升上述的

performic acid solution '於揖氏，0 度下作用 2 個小時， performic acid 可將

半就按酸完全氧化成 cystic acid '之後利用真空抽氣，除去、 perfomic acid ' 

續作酸水解 P 以按基駿自動分析儀進行分析。

5. 還厚、與梭中基化作舟 (reduction and S-carboxymethylation) (21 , 60) 

取 50 毫克 ALTI 溶於 7 毫升的 Tris-Urea-EDTA 緩街浪中(含有 8M

urea, 0.2% EDTA 的1.0 M Tris-HCl , pH 8.6) ，加入 100 微升 β-MSH' 於攝

氏 37 度下反應 16 小時，另將 270 毫克的碘躇說:容於 1 毫升的 1 NNaOH 

溶液中，並將 pH 11直調為 8.0 左右，避光加入上述還原的蛋白溶液中(避光加

入以防止酪按酸的碘化作用) ，於攝氏 37 度進行梭甲基化作用，一小時後?

立刻通入先以 0.1 M 碳酸氫餒， pH 8.0 平衡逅的 Sephadex G-50管拉( 1.5 x 90 

cm) ，流速每小時 30 毫升，每管 4 毫升，測其在 220nm 與 280nm 的紫外光

吸收佳，收集吸收峰的蛋白，冷凍乾燥後 9 即得梭中基化的 ALTI 。

6. 以高效能波相色層分析法 (1王PLC) 分析 ALTI

將 ALTI 之溶液打入事先以 TFA' (0.05%) 平街道的 C-18 reversed phase 

column ( 0.5 x 25 cm) ，以 0-60% acetonitrile (內含 0.05% TFA) 做 linear

gradient 沖流?流速為 1 m1Jmin' 以波長 210nm 測定。
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7. ALTI的化學修飾

(1) 以。-methy1isourea 修飾離按設 (65 ， 6的

取 250 毫克的。也methylisourea sulfate 溶於 0.5 毫升蒸海水後?還於冰

浴中，慢慢加入熱的氫氧化領飽和溶浪費直到懸浮泛的 pH佐革中性為止?

加蒸溜水至 5 毫升?離心?除去沈J滾雪取上清淡 4 毫升?加入 10 毫克

ALTI' 以少許氫氧化針將 pH 位調至 10.5 '反應混度維持在攝氏 4 度，

反應時問為 10 分鐘至 2 天不等，這預定時間則取出 0.5 毫升反應溶液，

加 0.5 毫升的吾吾鼓釣竣液，使 pH 佐降至 7 以下，以終止反應。然後迅速

通過以 0.1 N 畸重支平街道的 SephadexG個25 管柱 (1 x 45 cm) ，以除去過剩

的 O-methylisourea 。反應後的蛋白溶液一部份做政水解分析胺基酸組成，

另一部份用來測定玻蛋白蜂抑制活性分析。經修飾過的蛋白質，其氛基酸

中的離按酸轉變成類精按政 (homoarginine) ，在胺基酸組成分析中，出現

於精胺竣之後。同時作對照組 F 將 ALTI 於相同條件下處理相同時間，只

是不加 O-methylisouI'閥，以排除按性對 ALTI 的影響。

(2) 以 phen3勾iyoxal f多持精按竣 (67， 68)

將 10 毫克 ALTI 溶於 9 毫升的 0.1 M, pH 8.0碳竣氫針溶液中加入 l

毫升的 phenylglyoxal (含 20 毫克的 phenylglyoxal ) ，於室溫下避光反應 5

至120 分鐘不等費遠預定時筒，即取出 1 毫升反應溶波，加入肉體積的60%

醋酸溶液?使成 30% 醋竣溶液?此可使反應終止?且使被修飾的精按政

穩定。然後通過已經用 0.1 M 措酸溶浪平衡璋的 Sephadex G-25 管柱 (1 x 

45 cm) ，除去過剩的 phenylglyoxal 。反應後的蛋白，一部份做酸水解 9 分

析精按政殘留量 F 一部份到做抑制活性分析。同樣?亦做不加 phenylglyoxal

的對照短。
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8. 溫度對 ALTI 活性的影響 (6勾

將 ALTI 溶於 0.1 ~ plI 8.0 磷酸聾緩街法?於不同混度(攝氏 40 度

100 度)水浴中處理 30 分鐘?立即冷卻至室溫，再做月長蛋白且每抑制劑活性分析 9

計算殘餘的抑制活性。

9. 蛋白的轉印 (transferring protein to PVDF membrane) (72) 

將 ALTI 做 SDS♂'AGE 分析 9 經電泳後的膠片以 blotting buffer (CAPS 

buffer: 10mM CAPS , plI 11.0, in 10% methanol) 潤溼約 5 都 10 分鐘;另外

PVDF 膜和 3 mM濾紙事先以下71J 步驟處理備用: (1) 以 100% 甲醇潤溼 (2)

以 d lI20洗 (3) j"是於 blotting buffer 中。將 3-4 層濾紙、 PVDF 膜、膠片、

3-4 層濾紙依序由下而上排列於上 F 以 2.0 毫安培每平方公分之電流吸潰 60

分鐘。 Blotted 後之 PVDFA莫先以蒸溜水潤浸?以染色液 (0.05% coomasie 

blue R 250 in 50% methanol)染約 5- 10 分鐘，再以退色液 (50% methanol)退

色 5-10 分鐘。即可剪下所要之處?做按暴政定序用。
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1. ALTI的純化(麗一)

必 豆豆
、‘白./， ...... 

本實驗 ALTI 的純化，是先以 pH 4.0 ' O.OlN 躇故溶波萃取?所得萃取波

以 50% 和 90% 飽和硫酸錢進行分藹，初步除去一些小分子雜質及不具抑制活性

的蛋白。 95% 飽和濃度硫政按所沈j殼的蛋白對 pH 4.0 ' 0.01 N 甜酸溶液透析?

通入 Sephadex G-50 管柱做膠層過述，以 280nm 光譜測定，可得二吸收峰(醫二

) ，由蹺蛋白酵素抑制活性測定法測知後一個吸收峰其壞蛋白酵素抑制活性。將

含有壞蛋白酵素抑制活性的分波 (fraction) ，混在一起。以 90% 硫酸按將蛋白沈

激下來?以少量一次溶解?產於透析袋於 pH 8.0, 0.01 M 磷政聾溶波透析後，除

去不 j容性物質，再通入 DE-52 管柱，將無法倚著於管柱上之蛋白洗去，此階段

可得一蛋白吸收峰，當在 280nm 下撿測不出蛋白吸收佳時，再以 o - 0.3 N 鹽

直線階梯沖洗，可得到二具有活性之蛋白哎收峰(圈三)。收集合大部分活性之吸

收峰之蛋白溶液，直接通入以 0.01 M , pH 8.0，的磷酸鹽緩街溶液平衡好之壞蛋

白酵素連結 Sepharose-4B 管柱( 2.6 X 30 cm) ，以含 0.05 M lactose 之0.01 M 

, pH 8.0，的磷酸鹽緩街溶液為沖洗波，續以 0.01 M , pH 8.0，的磷酸鹽緩街溶液

沖洗，可將非特異性結合之蛋白質去除 9 最後以合 0.01 N 鹽酸溶浪沖提?可得

一蛋白峰(圖四) ，此即所欲純化之 ALTI '將此有活性之分波混合，以冷凍乾燥

法乾燥，則可得到白色物質。

2. SDS-PAGE 分析(團五，麗六)

經親和性管拉層析法分離所得的 ALTI '做 15% SDS-PAGE 分析 9 染色

退色後?呈現單一色帶?再經 E王PLC 分析?更確定 ALTI 己均質。若予已知分

子量蛋白之移行率做比較?可約咯估算 ALTI 的分子量大約為 21∞0士 1∞0 。但

若於電泳前賢先將 ALTI 以 β" 品岱H 處理?染色退色後 p 出現兩個色帶?其移

行率皆較 ALTI 為快?其分子量大約為 14，000士 1，∞0 和 5，∞0 士 1 ，000 '這表示
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ALTI 經 β-MSH 處理後，因雙硫鍵還原?而分問成兩個次單元護?分子受大的

稱 A 次單元禮，分子量較小的稱 B次單元體。

3. 按基酸的組成分析(表二)

ALTI 經自動分析儀分析，不包括 tryptophan '約合 175 倍按墓教 9 分子

量計算值約 21 ，000 也ltons '與板膠電泳法估計值相符。 ALTI 可受切割而形成

2 個次單位禮， A 次單位體和 B 次單位禮，由還原與梭中基化分離此兩個次單位

禮，經酸水解的結果，顯示一含有 3 個半就按政?另一含有 1 個半就按酸。 A

次單位體具有 135 個按基酸，分子量約時，250 Da' B 次單位體含40 個按基

政 9 分子量約為 4，800 Da。其中 B 次單位體不合 tyrosine 且 phenylala啞的之量

較 A 次單位體為少，故 280nm之吸光值較 A 次單位體低。

4.還原與梭中基化作用(竄七)

ALTI 經還原與梭甲基化作用後，通 Sephadex G-50 後?可得 220 nrn 2 

個蛋白峰。

5. 以 HPLC 分析還原與梭甲基化作用後之產物(菌八)

經由 HPLC 分析更確定梭甲基化作用?可將 ALTI 分成2個次單元體。

第一個吸收峰是B次單元體，第二個吸故峰是A次單元體。

6.AL立之專一性抑制作用的測定

ALTI 玲對 trypsin 具高度抑制活性外?對 α-chymotrypsin 亦略具抑制活

性?但對其他所試駝的各種酵素?色括 proteinase K, nargase, thermolysin 則

完全不具抑制活性。
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7. 離按賤的化學修飾(圈九)

利用 O-methylisourea 對 ALTI 的離按最敏修飾，使 guanidination 成

類椅按酸，經反應 10 分鐘後 F 已喪失對攻蛋白酵素的抑制活性。

8.精按酸的化學修飾

利用 phenylglyoxal 對 ALTI 的椅按設做修飾，經反應、 30 分鐘後，己喪

失對滾蛋白酵黨的抑制活性。

9. ALTI 抑制 trypsin 的濃度效應

顯示不同量之 ALTI 對定受放蛋白酵素的抑制情形。當 ALTI 量增加

時，放蛋白晦之活性漸放抑制，由外插法可求得攻蛋白且每完全被抑制時，所

需之ALTI 之章。由此知 ALTI 與政蛋白誨的美耳數比為 1:1 。

10. ALTI抑制 α-chymotrypsin 的濃度效應(圈十一)

ALTI 對 α “chymotrypsin 咯具抑制活性，即使 ALTI 量達到的時，仍

保有 40%α “chymotryps恆的活性。

11.溫度對 ALTI 的影響(麗十二)

Ar.;在對熱具有相當的穩定性?在攝氏的度加熱 30 分鐘 9 仍保有其活

性，加熱到攝氏 80 度時，明顯降低活性至 10% 。
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12. ALTI 之定序(圈十三)

利用 elec詮oblo口垣g 方法，將經 SDS-PAGE 分析後之 ALTI 轉印到

PVDF 膜，再做按基酸定序。可以得到 A， B 兩次單元鐘之 N-端

序列。與已知的ACTI比較，具有非常高之相似性。
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討論

從植物中分離蛋白酵素抑制劑的方法 9 包括早期的結晶法 (11) ，後來的離子

交換法，膠層遇;憲法?以及親和性色層分析法 (7仿，本實驗則利用沈澱法、離子

交換法之後，再以專一性高的親和性色層分析法來這封完全純化 ALTI 的目的。

以往由植物所分離的壞蛋白酵素抑制劑，依分子大小及半就按酸含量，可大致分

為二類月 4) ，其中一種是 Bowman-Birk 型、分子量為 8，000 至 10，000 daltons 

?半就按酸占按基酸總量 20% '另一種即是 Kunitz 型?分子量約鉤，000

daltór路，半就按蔽含量甚f忌。 ALTI 分子量約 21∞o '約合 4 個半就按政?故

將其71J於 Kunitz ~盟的抑制劑。

本文所純化的 AL哎，於專一性沒11定結果顯示 F 所用的五稜蛋白瑋素:

壞蛋白酵素， (1'-凝乳酵素， narga妞， proteinase K' thermolysin' 而 ALTI只能

抑制技蛋白酵索及部份 α. 凝乳酵素之活性，而完全不抑制 nargase ' 

proteinase- K' thermol ysin 。

Laskowas 與KiS臼lock 曾研究多種蛋白酵素抑制劑的活性位置?發現抑制熟

的活性位置均位於雙硫鍵所形成的環狀構造內。而雙硫鍵破壞後 9 活性消失(71 ，

72, 73) ，推測雙硫鍵對於抗熱、抗酸鹼之程度、分手結構之穩定性具有決定性的

意義。由本實驗所作穩定性試按中，得知 ALTI 對熱具有相當之穩定性，於攝氏

60 度處理 30 分鐘?仍具有百分之百的活性，而於攝氏印度下處理 30 分鐘，

仍保有約 10% 的抑制活性。

壞蛋白路抑制劑與滾蛋白海闊作用方式的反應機轉?向來為學者所重視。

近來不少報告顧示 F 多數抑制劑與壞蛋白蜂結合的位置即為酵索催化作用的位置

(77, 78) ，而且長蛋白酵素水解蛋白質 pep吐de 鍵之特異位置為離按政-x 或精按酸

-x 。在 1968 年 Liu 等人將壞蛋白酵素抑制劑依抑制作用方式區分為離按蓋全型

與精按酸型二大類(79) ，若化學修飾法將前者之離按吾友或後者之精按設修持?則

會喪失其抑制活性。常丸之離按酸型抑制劑包括有大豆的 Bow血妞"趴在壞蛋白

韓素抑制劑。5) ，賴為豆攻蛋白韓素抑制措 (80) 與雞豆，咦蛋白勝抑制齊Ij (81) , 
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Acacia ela似的壞蛋白躊抑制熟。特按說型抑制劑則如大豆中的 Kunitz 壞蛋白躊

抑制劑及來自 Garden (82) ，竟麻子(72) ，苦]þ.. (73) 等分離出的歧蛋白酵素抑制

齊

一般椅按酸的化學修飾，主要是利用雙朝類或雙路類的化學藥品來與精按暖

的 guanido 基反應。譬如利用 2;3占utanedione' glyoxal ' phenylglyoxal' 

cyc1ohexanedione 等(79，但'的 9 本文採用 phenylglyoxa1不可逆修飾法， ALTI 的

精按酸?經過 30 分錢時問修餘後 F 其抑制活性完全消失?可知精胺段與ALTI

的抑制活性有關。

24 



國表
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Table 1. Summary purification of AL TI from Albizzia lebbek 

Fraction Tota! protein Total activity Specific activity Purification Factor Yield 

(mg) (unit) (unit!mg) (fold) (%) 

Crude extract 4574 1771 0.38 1.00 100 

50-90% A. S. fractionation 1800 1004 0.55 1. 45 56 

Sephadex-G50 chromatography 954 734 0.77 2.02 41 

DE-52 chromatography 439 562 1.28 3.36 31 

Trypsin-S-4B chromatography 161 230 1.42 3.70 l3 

表一 :AL百分離純化過程的各項回收率。
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Table 2. Amino acid cornposition of ALTI and ALTI-A, B subunit 

Amino acid ALTI AL TI-A subunit AL TI-B subunit 

Glycine 14.8 (15) 12.2 (12) 3.1 (3) 

AIanine 11.3 (11) 8.9 (9) 1.8 (2) 

Valine 10.1 (10) 6.8 (7) 2.9 (3) 
、

Leucine 19.3 (19) 14.7 (15) 4.2 (4) 

Isoleucine 9.9 (10) 8.2 (8) 1.9 (2) 

Serine 9.8 (10) 6.1 (6) 3.8(4) 

τhreo凶n 6.3 (6) 5.8 (6) 。
Cysteine 4.1 (4) 2.9 (3) 1.2 (1) 

Tyrosine 6.9 (7) 6.8 (7) 。
Asx 18.9 (19) 10.2 (10) 9.1 (9) 

Glx 20.3 (20) 18.1(18) 2.1 (2) 

Arg姐姐e 10.1 (1 0) 7.3 (7) 2.8 (3) 

Lysme 13.3 (13) 10.1(10) 3.1 (3) 

Histidine 2.8 (3) 1.3 (1) 2.2 (2) 

Phenylalanine 6.1 (6) 5.2 (5) 1. 1 (1) 

T月rptophan ND "NTI ND 
甜甜的 12.3(12) 11. 1(11) 0.9 (1) 

Total 175 135 40 

M.W. 21000 16200 4800 

ND : Not detect 

M. W. : Molecular '\\I'eight 

表二二: ALTI ' ALTI-A次單元禮， ALTI-B 次單元體的氛基眉立組成。
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seeds of Albizzia lebbek 

extractÍon with O.lN HCl 

fractÌonation with 50% and 90% ammonium sulfate 

Sephadex G-50 chromatography 

• 

DE-52 chromatography 

• 

trypsin甸Sepharose-4B chromatography 

麗一: ALTI 分離純化之步驟。
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圈二: Sephadex G-50 膠層通濾。將90%硫竣錯打下之蛋白以0.1 N 躇政透析後

之上清波通入Sephadex G-50 管柱，以 0.1 N 醋屆全為沖流淚?於280 nm紫外光混11

各分泛之吸收佳，並做抑制活，注含量測試。

29 



120 

O.D. al 280 nm 
Inhìbitory unils 

個一-.自由自

由帥一。『峙， (mzcn) 

h
z
k忍耐ω
d

h 
L圈

。啥4
.呵

.0 .品
已-

100 

40 

20 

80 

60 

O 

3.0 

2.0 

1.0 

0.0 
O 

g
z
o
∞
制
制d
g

口

M
H
A
l
惡
的

A
A
q

60 

Fraction No. (5 m1/tube) 

團三乙: DE-52 離子交換法。將經0.01 M, pH 8.0 磷吾友聾緩街法透析後之上清液

送入D五-52管柱?以 0.01 M, pH 8.0 磷酸鹽緩街法當沖流淚?再以 0- 0.3 N 的

單直線階梯沖浪費於280 nm 紫外光~J!ll 各分波之吸收住 9 並做抑制活性含量沒I}

40 20 

30 

試。



(
2呵
呵
個
呵
呵
)
h立
K
F
Z
υ
ω

50 

0.0. at 280 nm 

Inhibitory activity 

間一-.-自由

個目.四"。一腳間

8 

ZMZ 

40 

30 

6 

∞
∞
叮
叮

h
h
。
一
甲
呵
們
自
呵
呵
向

M
H
H

20 

10 

4 

2 

啥d

f電

ω
ω
位
“
品
，
酬
。
的
問
問
〈

o o 
O 80 
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波鋪在一起， 1是入Trypsin-Sepharose-4B 親和性管拉 9 以 O.OlN 建政溶液沖
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圈五: 15% SDS-PAGE 。
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standard protein : phosphorylase b : 94,000 daltons 
ovine serum albumin : 67 ,000 daltons 
ovalbumin : 43 ,000 da1tons 
carbonic anhydrase : 30,000 daltons 
soybean trypsin inhibitor : 20,100 daltons 
alpha-Iactalbumi n : 14,400 daltons 

圈六:利用 15% SDS-PAGE 測定 ALTI 之分子量。利用菌丘之結呆 9 求出標

準蛋白之移行率後?在半對數紙上?以分子量對移行率作窩?畫出標卒曲線?

再求 ALTI 之移行率習以內插法估量其分子量。
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0.1 M 碳政氫Sephadex G-50 '以

錯， pH8.0 為沖流液，同時沒11各分波之於 280nm 及 220nm 紫外光吸收佳。

處七: ALTI 經梭中基化復?快速進光通入
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HPLC 來分析 ALTI-A 和 ALTI-B 次單元體。萬八:以

column: C18 reverse phase column 層析條件:

eluent A : ddH20 + 0.05%.TFA 

eluent B : acetonÏtrile + 0.05% TFA 

gradient : 0-60% eluent B in 30 min 

flow rate : 1 ml/min 
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第二部份: S-180 癌細胞中蛋白酵素分析

Analysis the protease in sarcoma 180 cells 
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中文摘要

老鼠 Sarcoma-180 細胞是一可移殖的腫瘤細胞，它可被移殖於老

鼠的腹腔或皮下，形成 S-180 腹水癌細胞或堅硬腫瘤魂; S-180 細

胞被廣泛的應用於很多測試抗癌活性的實驗中?其模式為觀察各種

自然物或化學物施用於接種 S-180 細胞之老鼠後?老鼠之生命期是

否變化，依此判斷這些成份是否具有抗癌之作用?或同時與其它癌

細胞林做比較。

本研究中，我們利用 zymography 的分析方法首先確認了存在於

S-180 細胞質中的蛋白酵素其分子受約為 110 kDa 、 120 kDa 和

65 kDa 0 當 S-180 細胞均質液以 1000 : 1 (w/w) 的姨蛋白酵素

(trypsin) 處理一個小時後?可發現 65 kDa 之量增加，並且出現分

子量約 63 kDa 和 43 kDa 兩個具活性之蛋白酵素。經不同酸酸值之

反應條件分析，當酸蛤值為 9 時，是3 kDa之蛋白酵素兵有最大活性。

以不同抑制劑加入反應溶波中一起 incubation '發現的 kDa 之蛋

白韓素會被 EDTA 抑制活性，故此的 kDa 之蛋白酵紊其為一金屬型

蛋白勝;而 43 kDa 之蛋白酵素活性別不會被 EDTA 抑制?亦不會被

DLTI 、 TLCK 等抑制劑抑制。
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英文摘要

8arcoma -180 cell is a transplantable 個mor cell, whlch can be 訂組splanted into 也e

abdominal ca吋ty or subcutis .τ'he~ 江 form 8-180 ascite 個血or cell or solid tumor. 各

180 cêll was 咐dely used to assay antÏtumor actÍ、rity of anticancer substances 扭clud垣g

natures and chemicals. 1ts models were 也at obsexv垣g 也esp血 life ofthe mouse bering 

8-180 cell treated with anticancer subst組C弱， orbeing co均ared with other cancer cell 

lines in response to agents. 

h 也is study, we have iden插ed some proteases in 8-180 cell homogenate pre

parations by 可mogramprotease assay .τ'here are 3 actÌve proteases without actÌvatÎon 

were detected with masses of about 120kDa, 1l0kDa and 65 kDa. After treated w社h

trypsin, the 8-180 cell homogenatepreparations appeared new two proteases with 

actÏvity at masses about 61 kDa and 43 kDa . Protease actÌÝity ofthe 43 kDa protease 

is maximal at pH 9.0 and inhlbited by ALTI, ACT1 組d DLT1 but una臨的ed byEDTA , 

包dicat垣g 也鼠也is enzyme is a serine protease. Protease actÏvity of that protease wi也

masses about 65 kDa is in話說td by EDTA，扭dicat姐gth此也is err可me is a meta1lo

protease. 
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緒
、-自由國喝

一
亡，

蛋白酵素對 peptide 鍵的斷裂作用是蛋白質最常見及重要的酵素、

修飾作用之一。酵素性的蛋白水解作用是與蛋白質之消化同時存在?

故先前之生理學家和生化家對人類及動物之蛋白質消化過程兵很大

的興趣，因而且臭豆藍的和胃部所分泌的消化性蛋白酵素之特性、結構和

功能被研究的很透澈。而更進一步 9 有路蛋白勝的動力學研究、專一

性和抑制作用與其氯基竣序列、 x-光結講被詳細分析比較，歸納了蛋

白酵素之活性位置，並依此推論其作用機制 9 再依此作用機制作蛋白

酵素分類。近年來，科學家之注意力集中於蛋白酵素在很多的生理反

應過程所扮演的調節角色?其範園包含了新合成 polypeptide chains 的

組合、賀爾蒙和酵素先驅物之發展、受精過程及很多細胞內重要之功

A匕 nFll:. V 

生化國際協會( Intemational Union of Biochemis的r ) 將蛋白酵

素依作用機制分成四類. 1. se由le protease 、 2. cysteine protease 、 3.

aspartic protease 和 4. metalloprotease ，比四類可再細分成六屬?其中

sefÙ1e protease 色含兩個不同之屬:哺乳類絲氛酸蛋白酵素

( mammalian sefÙ1e protease ) (例如 chymo的rpsm 、向中的、 elastase)

和知葛類絲氯竣蛋白酵素(bacterial se自le protease); metal1oprotease 

色含兩個相異之屬. mammalian pancreatic carbo月rpeptidase 和

bacterial thermolysin ，雖然它們向是合鋒的金屬酵素 F 活，注位置之配

位亦相似，但在化學結構上到迫然不同。 Cyste血e proteases 包含好幾

種哺乳類 lysosomal cathepsin 和存於植物中的 papa品及 ac白面的 O

Papain 是比屬中被研究最透澈者?最主要的催化氛基是第 25 位之
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cysteine ，其作用如同 chy盟的ypsm 之第 195 位之 senne '而其催化過

程是經白白iol ester 中間物的形成?再藉著倒鏈 159 位 his討dine 和 158

位 aspar說c acid 的幫助而達成。 Aspartic protease 包含了存在於細菌

penicillopepsin ，哺乳類中的 peps品、 renm 、 chymosin 0 

蛋白韓素參與之正常生理作用非常繁多。曾有研究指出?在未轉

型 (non-甘甜lSformed) 和經放射線"轉型的 C3日11OT 112 、 human

fibroblast 和 hunian bladder epithlial cells 都觀察到同時存在的蛋白酵素

活性(17，詣，物。若將培養於 serum企eemedium 中的 nongrowmg 細胞與

對數成長細胞做蛋白酵素活性之比較，則觀察到蛋白酵紊活性程度有

明顯的差異， Elp對數成長細胞之蛋白酵素活性程度有顯著增加，此結

果意謂著蛋白酵素與生長是有相關性。更有証據指出此與生長有相關

性蛋白酵紊因應 mitogen 而反應，當以 PMA處理細胞後，可見到蛋白

酵素增加 5-10 倍之多 (7)事實上， PMA 可以誘導蛋白酵素活性?特別

是 plasminogen activator 0 

如人體內存在著許多蛋白酵素f奈，有正常生理反應之蛋白酵素

原?如擴張血管之 angiotensinogen 、 prel<:allikrein ，賀爾蒙類的

proms叫出、 proglucagon 和酵素 protyrosinase 、 prorenm 等;有自應外

來物質的蛋白酵素原?如有關消化的 pepsmogen 、的rpsmogen ，與

凝血相關的 pro也romb姐、 fibrinogen ，亦有與生物之發育或修護相關

之蛋白酵素l奈，如與發展有關之 procollagenase 、 proacrosm ，與纖維

溶解相關之 plas的nogen 0 又如一些分泌性之蛋白質，在合成過程Elp

包含有一段 Sl伊拉 pep耐e '以蛋白酵素原的型態出現實當其被運送到

細胞夕~ ，逕過細胞摸時 P 存在於膜上的蛋白酵素 (signal pep討dase) 會

認知此. peptide ，並將此 Sl伊拉 peptide 切斷。這些蛋白將原的活化都

需要經戶1f謂的“lim.ited proteolysis" 步尾幸而且須有一或多種的蛋白將參
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與。

又以賀爾蒙的形成為例 P 賀爾蒙的形成亦需要蛋白酵素的參與 o

pep討de hormones 最先被合成時?常以大份子的 preprohormone 先驅物

的裂式實而須要蛋白水解過程以形成有活性的抖抖出(29) 。在賀爾蒙形

成過程之蛋白水解作用中 F 屬於(1) aspar守1 protease 有 prooplOme

lanoco吋n convertmg en勾rme ♂CE) 、 somatosta恤 -28 generating 

en勾咽e ，而 PCE被發現存在於牛的 pituitary intermediate and neuraI Iobe 

secretory granules(85) ，是一個 70 kDa glycoprotein ，其會水解 POMC

而產生 ACTH , beta-LPH , beta-endorphin ; (2)cyste血e proteases 如

prohormone thio protease (pTP) 和句rnorphin converting enzyme , PTP 

會使proenkephalin形成 enkephal也(86， 87) ，而 dynorphin converting enzyme 

會切往伊10rphin B-29 之 argmme residue 形成 dynorphin B ; (3) 

metalloproteases 包含有 dibasic 和 monobasic 兵選擇性的 endopep

tidases ，曾於老鼠大腦確認- somatostatin-28 generating metalloendo

protease 會專一性的切斷NH2-te口也nal 之前扭扭le residue (88) ; (4) se也le

proteases 則有 prosomatostatin convertase , adrenal 的rpsin- like en勾rme

和 atrial granule protease 等，而此類 se他le proteases 曾由分離的老鼠的

小揚(89) 、牛動脈。0)和牛 chromaffi granules(91)的分泌小泡 (secreated

vesicles) 中被偵測到。

然而某些疾病卻是因組織內之蛋白酵素不正常的增加?如

neutrophi1 elastase 被認為是 cystic fibrosis 患者肺臟傷害之主要媒藉物

質(75); rheumatic disease 之主角為 collagenase 和蛇omelys也(76); 及癌

瘤之侵犯轉移(3， 8 ， 9，泊，缸，白， 70) 。

所謂“侵犯"是表示細胞能穿透分隔組織膛的屏障如 basement

membrane , interstitial s甘oma ，和 intercellular junctions 0 侵犯的過程
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發立在胚胎時期和成人器官內?如甘ophoblast implantation ，血管的生

成?白血球於發炎地單溢出血管和受傷組織的修復。其它的侵犯過程

如不正常的成濃性關節炎和麓瘤的發展阱，吻。痞瘤的生長包含了四個

步驟(18) : (1)侵犯 (invasive) ，癌細胞侵入臨近組織; (2) 血管生成

(如giogerlesi啥?微血管上皮細胞侵入比痞瘤; (3) 進入血管

(也甘avasation) ，瘤細胞滲入教血管床 (cap血紅y bed) ; (4) 從血管溢出

及轉移 (e甜avasation & metastasis) ，痞細胞離開血管而在厚、發腫瘤的

其它地區形成痞子章。

細胞外基質(ECM)接由細胞的接觸、 mitogenesis 的調節和細胞

的分化決定組織的架禱，並且扮演一兵惡有選擇性的大分子遠膜之角

色(92) 0 正常情況下它不會讓大分子蛋白質或者細胞通過，然而在組織

全蟄或侵犯過程，包括發炎、傷口修補、血管生成或是腫瘤 P 則 BM

會允許細胞移動。良性的腫瘤只有 parenchymal tissue 不正常增生，基

本上並不會影響 BM 的完笠，怯。相對的，惡性腫瘤往往會瓦解 BM 。

而 BM 的瓦解可能因 (1) 合成減少， (2) 裝配不正常， (3) 增加組成

成份的降解或 (4) 此三種因素同時存在。本篇中?我們著重於1旦成成

份降解的深討。 1925 年 Fischer(93)提出. tumor explant 會將 fibrin clot 

融解的現象是與痞瘤生長時組織降解有關聯。他假設有一種‘lytic

agent'會將與將細胞緊密結合的‘五.brin stroma' 液化。之後， Fischer 

與其同伴提出如血or explant 會將 fibrin clot 融解是因為 PA把 plasmin

活化。然真正對 PA 和瘖症之關係有興趣是在 1970 年代初雪那時發現

到:利用一些 oncogemc vrruses 將培養的細胞 transformed ，會導致脆

外蛋白路活性戲劇性的增加?而這些蛋白酵素即是 PA(餌， 95) 。其後?

亦陸續發現其它的蛋白酵素色括 serine , metallo帽賢和 cysteine 等類之

蛋白酵素告，與控品油formed 和痞細胞有關聯(30，泣， 52) 。
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細胞外基質的主要成份是 collagen ，屬於纖維蛋白?為哺乳類動

物體內最多量的蛋白質，佔總蛋白質量的百分之二十五(10) 。與此分解

相闋的酵素包含有: matrix metalloproteinases (1v品。s) , 如

你omelys扭s ‘ gela出lases 和 ma出lysin .或 serine proteinase ，如

plasmm(15); 及 lysosomal proteinases cathepsins B 和 D(13， 30) 。細胞外基

質的分解是一連串複雜蛋白酵素的作用，而分解不同型 collagen ，所

需要的蛋白酵素也不同而且有可能需要二種以上阱，泣， 61) 。

Se白le protease 包含有 plasminogen activators (P As), leucocyte 

elastase 和 cathepsin G 。其中 PAs 被研究的最透徹，有證據指出其與

細胞的侵犯有關連(12， 42, 43) 0 P As 會轉換 Plasminogen 為 Plasmin . 

plasmin 可分解 fibrin 、 fibronectin 、 lam扭扭等但不能分解 collagens

和 elastin 0 然而 PAs 會活化某些1vfMPs 的前趨物(81)或潛伏型的

elastase(l4) 0 

L心1Ps 包含有 8 個結模相闊的酵去如可pe IV collagenase72 kDa, 

92 kDa 、 interstitial collagenases 、 stromelysins 等(63，缸，蹈， 84) ，它們都

是以潛伏型之形式被分泌?同樣兵有一個 Zn料-binding 活性位置?且

可被 TIMPs 所抑制。 Type IV collagenase 72 kDa (gela出的 A)和 92

kDa (gelatinase B)是目前已知此類酵素含量最多者，此兩個蛋白酵素

可利用 fibronectin-like domain 與 col1agen 和 gelatin 結合。在

mesenchymal tissue 可看到 721也a 守pe IV collagenase 大量表現 9 這指

出 72 kDa 可pe IV collagenase 在 e泣racellular ma出x 的童聲有它的意義

存在?不僅在底膜的更新而且也可除去 denatured proteolytic fragments 

of fibrillar col1agen 也olecules 0 紳泡 macrophage ，多形核白血球會分

泌 92 kDà IV collagenase ，是因為肺泡 macrophage ，多形核白血球利

用這酵素在體內穿透不同組織(66) 0 Interstial collagenases 包括

56 



fibroblast procollagenase ( 57 kDa Y的和 neu甘ophil procol1agenase ( 85 

切的(78)哦，類 col1agenases 會降解 1 ，立賢和血型的 fibrillar collagens 0 

S甘omelys扭s 分子量約 53-57kDa (3, 66, 79) ，可以降解 IV 裂之 collagen 以

及 ex甘acellular ma出x 中非 col1agens 成份如 lam扭扭和其它的

proteoglycar器。總之， MJv1Ps 在生理 pH 佐下，它們能將結構蛋白如

collagen 、 proteoglyc甜、 fibronec血和 lan坦白崩解?而這些成份是

維持結締組織完全苦，性所必需。

蛋白酵素抑制劑(protease inhibitors) 可分成兩個種類:一、其對

活性位有專一性、低分子量的抑制劑?此，類抑制劑會不可逆性的修飾

活性位之氯基酸，二、自然發生的蛋白質蛋白酵素抑制劍，大部份此

類抑制齊1;有若假的受質 o 第一類中最著名者為 se自le protease 抑制

劑 F 即 DFP ( diisopropyl phosphofluoridate )和 PMSF ( phenyl

methanesuphonyl fluoride ) ，此兩者會與 se也le proteinase 活性位之 senne

結合;而 chloro- methyl ketone 的氛基授或 peptide 衍生物會與 histidine

反應。 Aspartic protease 會被這iazoacetyl 化合物去活化。

Metal1oprotease 往往被金屬贅合物抑制。

而自然界中屬蛋白質類之蛋白酵素抑制劑已被從動物、植物及微

生物中分離得到 9 它們參與動植物體內之五長生理作用 O 如馬鈴薯和

蕃茄中含有抑制 chymo向rps血和 carbo月rpeptidase 的蛋白酵素抑制劑

成份 F 其表現是對昆蟲叮咬的反應?用以抑制昆蟲產生的蛋白酵素。

會製造 PA 的細胞一般也，會表現 PA 抑制劑(1) ，此類抑制劑之表

現雪一如 PA 之合成?會受到 tumor promoter 和生長園子的調控。雖

然 PA 可和好幾種 se扭頭 protease inhibitor (serpin) 形成複合物?然而

在生體內只有 PAI-l 、 PAI-2 和 PN-l 這三種有抑制作用 (1， 99) 0 PA 抑

制劑參與了 u-PA 的代謝(71)且其確實可以抑制痞細胞的轉移(1，詣， 24) 。
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TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) 目前已知有 TIMP岫 1

及 TTh品2 二屬(22，師，切實它們可以專一性的抑制 72 kDa 和 92 kDa 蛋

白酵素 (34) 。比較人類結腸癌細胞與痕病變相近的正常黏膜細胞，可

觀察到 TIMP-1 濃度增加，然而 TTh妞-2 並未有增加現象 o 又若將

m妞-1 基霞的表現阻斷，可見到侵犯及轉移能力 F 但比現象亦可自

外加入 TTh甜-1 而抑制(98) 。

Cystatins 是 cysteine proteinases 之抑制劑(2) ，它可分為三類， (1) 

CystatinA和 B， (2) chicken A, S，和c10s訊1m cystatir芯， (3) 第三型

cysta徊，或 LI- 和 T-kininogen 0 

很多的研究才指言出:欲維持這些蛋白質的正常生理功能?蛋白酵素

和蛋白酵素抑會i崎

與痞的生成和痞丟組且織的侵犯有關連(抖4， 3叩9， 4抖4， 4站5 ， 5紅1 ， 5幻3， 5付7， 5咒8， 5持9， 6位2， 8昀O仍) 0 是多要減

少癌瘤的發生或轉移可以(1)降低相關蛋白酵素基茵的表現。有報告指

出利用基因方法 down-regulation protease 的表現，會使瘖細胞林減少

侵襲和轉移的現象(19); (2) 提高蛋白酵素抑制劑的表現。將 TTh妞-2

之 cDNA 甘ansfect 到共侵犯及轉移能力之老鼠細胞時 F 可見到 L岱1Ps

的活性降低並且抑制了侵把及轉移能力 (72) ， Recombinant TIMP-2 亦

可抑制瘤細胞株的侵也及轉移能力(73); (3)多攝取自然界之蛋白酵素抑

制齊1(5 ， 6， 21 ， 33 ， 35，詞， 50，白， 56，肘，紹， 69) 。

老鼠 S缸coma-180 細胞是一可移撞的腫瘤細胞 F 它可被移克車於老

鼠的腹腔或皮下，而形成 S-180 腹水痞細胞或堅硬腫瘤塊。因其可大

量培養，故可籍由研究其內舍之蛋白酵素或蛋白酵素抑制劑 F 進一步

探討人類癌瘤生成之函;尋找癌病之標誌以及預防並控制痞瘤之方

?去。
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縮寫

ACTI . Acacia co咚丹Jsa trypain inhibitor 
AL TI : Albizzia leebbek 仕ypsin inhibitor 
DLTI . Dolichos lablab 的rpsin inhibitor 
P A . Plasminogen ac討vator
PMSF . Phenyl methyl-su1fonyl f1uoride 
S-180 . Sarcoma 180 
SDS . Sodium dodecyl su1fate 
TEM伍ED : N 
T岱f扭P:T訂1S吋su闊e inhibitor of me剖ta祕110叩prot臼el也nase
TLCK . N-p-Tosyl-l-Lysine chloromethyl keton 
TPCK . L-1-p-Tosylamino-2-phenyl-ethyl chloromethyl keton 
Tris . Tris(hydro河也ethyl)-aminomethane
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實驗材料

1.S-180 細且包

2.ACTI , AL哎， DLTI 為本實驗室純化。
3.Acrylami街購自美國 Sigma 公司。

4.Bio國Rad protein assay Dye reagent 購自公司。

5. Coomasie brilliant blue R250 購自美國 Serva 公司。

6. Gelatin( Porcine 可仰的購自美國 Si伊a 公司。

7.Sodiu血 dodecyl su1fate 購自美國 Serva 公司。

8.Trypsin(可pe III ，企om bovine pancreas) 'chyr凹的rp鈕，

也ermolysin (可pe X) nargase (可peXXV1I)購自美國 Sigma 公
司。

9.PMSF , TLCK 購自美國 Sigma 公司。

10.TPCK 購自美商 Adrich Chem.公司。

-l 1.Tris個HCl 購自德函 Merck 公司。

12.儀器

A.'11ersham Life Science Hybridization OvenlShaker 
Beckman DU 640 spec甘ophotometer
Bec旭1個 GS而R Centrifuge 
Bio-Read Mini-Protean II 
Fargo 旋轉動力器

Hyb吐吐 HB-SHK 1 shaker 
Wheaton 10 ml 細胞研磨器
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實驗方法

一、細胞質泛之製備

(一)由攜替 S-180 細胞之老鼠的腹腔中抽取腹水，首先將攻水

在 2，500 rpm 下離心五分鐘?誰下細胞，以 PBS 洗 2 次， pellet 以 2

倍 pellet 體積之 PBS resuspension ，在 4 0C下以研磨器將細胞研碎?靜

置 10m血，使蛋白膀:容於 PBS 中， 30,000 x g 離心 30 分鐘，取上清

波 O 以 Bradfor往 protein assay 方法測上清波之蛋白量，測完後依需要

安分裝於 eppendorf '財存於 -70 oC 。

二、 Gelatin-SDS-polyacrylamide gel 之製備

本實驗所用板膠的濃度為 8% '其組成如下:

separating gel stacking gel 

1. 5其1: Tris-HCl, pH 8.8 2.5 m1 。
0.5M Tris-HCl, pH 6.8 。 0.65 m1 

30% acrylamide-0.8% bis-acrylamide 2.7 m1 
' 

0.35 m1 

AmmoniUIn persulfate (10 mglm1) 0.5 m1 0.18 m1 

10% SDS 100.0 u1 25.0 叫

Gela也 (2%) 0.5 m1 。
d H20 3.7 m1 1.35 m1 

油5伍D 10.0 u1 6.0 u1 

gelatin-SDS中olyacrylamide 板膠之配製方式如同一般之 SDS

polyacryl扭扭曲板膠會不同處為 separating gel 內含 0.1 0/0 之 gelat血。

三、洗誰最溶液(wash buffer) 之配製
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取 2.5 ml TritonX-100 加入 97.5涵之蒸溜水。此溶液之作用是為

使 gel 上之蛋白 renature 0 

四、反應溶液 (reac討on buffer) 之配製

100 mM TrisωHCl (pH 8.0) , 10 mM CaC12 水溶液。

五、蛋白酵素活性之測定( 46 ) 

取適量樣品加入適量 elec甘ophoresis sample buffer 後，將其注入

8% 板膠之 well 中，做電泳分析。當 loading dye 移動至板膠之最下方?

即結束電泳過程?將板膠移至 200ml 的 wash bu宜er 中?在室混下浸泡

搖晃 30 分鐘後，更換一次 wash bu宜er ，並再搖晃 30 分鐘，比步藤是

為使蛋白酵素 renature 0 將板膠移至反應溶液中，在 37
0

C反應 12 個

小時，以染色液中止反應並染色，若具有蛋白酵素活性處?則該地方

不能被染上顏色，而形成一透明帶?此乃因蛋白酵素已將此處之 gelatin

水解了，故不能染上顏色。

六、且是蛋白酵素活化蛋白酵素活性之測定( 46 ) 

取樣品，含 50ug 蛋白受?加入 lul 甸和出 (50 ug/ml) ，於室溫下

incubation 一小時，加入適量的C甘ophoresis sample buffer ，其餘步驟

皆與蛋白酵素活性之測定的步驟相同 o

t 、 pH 值對蛋白酵素活性之影響( 41 ) 

取適量樣品加入適量 elec甘ophoresis s組lple bu宜er 後，將其注入板

膠之 well 中會做電泳分析。當 loading dye 移動至板膠之最下方?宮F結
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東電泳過程，將板膠移至 200 m1的 wash buffer 中，在室混下浸泡並

搖晃 30 分鐘後 9 更換一次 wash bu:ffer ，並再搖晃 30 分鐘，將板膠移

至反應溶液中?此反應溶液以系列 pH 質緩街液( 20 )取代 9 同樣加入

10 mM CaC12 ，待其反應 12 小時 F 以染色液中止反應並染色 o 、

入、蛋白酵素抑制劑對蛋白酵素活性之影響

與蛋白酵素活性之測定的步驟肉?然反應溶液中加入各種不同之

蛋白酵素抑制劑?並使其最終濃度為:

T Is( trypsin inhibitors): 10 ug/ml 

EDTA : 20 mM 

P1\在SF l mM 

TLCK : 1 mM 

TPCK : 1 mM 0 

PMSF 、 TLCK 、 TPCK 皆須新鮮自己裂， PMSF 須先溶於

isopropanol . TLCK 可溶於水，須存於 pH 位小於 6 時才較安定，其

存於 pH>7 日幸?於 30 分鐘即被破壞; TPCK 須溶於 ethanol 0 

63 



實驗結果

本實驗中每一反應之細胞質液蛋白質量為 50 ug ，的rps也為 1ul

之 50 ug/ml 溶液。

一、蛋白酵素活性的測定

利用 gelatin-containing 勾叩ography 的方法，分析 S-180 細胞均質

液，成們發現了幾徐兵蛋白酵素活性的電泳帶，分子量約的kDa 及

90 kDa 以上。當將細胞均質液以旦失蛋白酵素處理後，同樣經 gelatin岫

containing zymogr甸甸的方法分析，除了原先之電泳帶夕r '可發發現

一條新的、具蛋白酵素活性的電泳帶，其分子受約的kDa 0 (園一)

二、 S-180 細跑均質液內蛋白酵素性質之確定

S-180 細胞均質決做 gela的l-containing 勾恆的graphy 的分析 9 當

incubation 時，於反應溶液中加入蛋白酵素抑制劑 雪如 PMSF 、

TLCK 、 EDTA 及實驗室所純化的 ACTI 、 ALTI 和 DLTI 。我們發

現未經仕yps品處理 flp 活化之的kDa之蛋白酵素?可被 EDTA所抑制?

其它的蛋白酵紊抑制劑對此的kDa 之蛋白酵素沒有影響雪所以我們

可知道此蛋白酵素應是屬於 metalloprotease 。而鍾的rps出處理後才活

化的 43 kDa 蛋白酵素對 EDTA 無反應，此結果意謂著比的kDa 蛋

白酵索與 collagenases 不向 F 目 collagenases 會被 EDTA 和其它金屬

離子螢合物所抑制。(竄二)
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三、活化的kDa 蛋白韓素活性之專一性

為了瞭解是否有其它的酵素亦能活化比 43 kDa 蛋白酵素的活

性 F 我們以 chymo位ypsm 、 naτgase 或 thermolycin 處理 S-180 細胞

均質液 9 處理方法如同的rps妞，結果Jt三種酵素對 43 kDa 蛋白酵素

的活性皆沒有活化作用，故的rpsm 對活化比 43 1也a 蛋白酵素的活性

有專一性。(簡三)
\、

四、 pH 值對 43 kDa 蛋白酵素的影響

為了更進一步瞭解的kDa 蛋白酵素的性質，何種 pH 質下此蛋白

酵素能兵最大的作用力，以不同 pH 值 (pH 4.0 - pH 10.0)的緩街液做

反應溶液 9 我們可觀察到，當 pH 9.0 時，此 43 kDa 蛋白酵素具最大

之活性。(圖四)

五、正常老鼠之牌、肺、肝及腎等四個器官之組織研磨液做勾rmography

分析，可觀察到各不同組織中所合蛋白酵素之種類及量都有差異。

(圈五、六)
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討論

-囡"、

在這個報告中?我們描述了存在於 S-180 細胞質液中的kDa 的

蛋白酵奈，其在 pH9.0 時有最大活性，函 EDTA 對其活性沒有影響?

故推測此 43 kDa 蛋白酵素不屬於metalloproteinases 類，與 collagenases

完全不一樣，自 collagenases 會被 EDTA 抑制而失去分解蛋白的活

性。但其會受到 ACTI 、 ALTI 、 DLTI 等由植物抽取得到的蛋白抑制

劑的抑制， ALTI 、 ACTI 等植物蛋白抑制劑是 Kunitz 型蛋白酵紊抑

制劑，會抑制的'Ps血和部份抑制的問泊的明白，故此的;也a 蛋白酵

紊應歸類於 serine protease inhibitor .然而對 serine protease 有專一性

抑帝1阱用之 PMSF 、 TPCK 和 TLCK 對此的kDa 蛋白酵素卻無抑制

作用。

關於這個蛋白，我們發現了一有趣的性質就是: S-180 細胞質波

未以的rpsm 處理和以的伊拉處理的蛋白酵素表現是不闊的。在

gelat血 zymogram 上?未經的rpsm 處理?的kDa處沒有蛋白酵素的活

性產生;相對的?細胞質液以甘ypsm 處理?則在 43 kDa 處有蛋白酵

素的活性存在 O 這個結果指出:這個酵素是以前驅物的形態被合成出

來，其須要細胞內如可ps也類之酵素將其轉變為活化型之蛋白酵素。

如用 S站csela 和 Dano 所指出 plasm品ogen activators 是以 proenzyme 型

態被生成( 18 )。

我們也發現另一個蛋白酵素的存在?其分子量約的kDa ，因其

會受到 EDTA 的抑制?所以是 metalloproteinases ，其不需吋psm 之

活化即具。

本篇研究中?我們也觀察了老鼠之不同器官細胞質液蛋白酵素活
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性之異同?不同的器官所含蛋白酵素在種類及量方面皆不相同。

在以不同的酵素活化之實驗中， nargase 和 thermolysin 之作用無

法分析。可探討的是 chymo的rpsm 活化的結果實其型式典的rps站所活

化者不同?的kDa 的蛋白酵素並未出現 9 但同樣有的kDa之蛋白酵

素產生。此兩個 63 kDa 蛋白酵素是否相向?是否由同一蛋白路前趨

物而來?有可能的rpsm 之製備常有 chymo位ypsm之污染，故於的伊拉

處理時的kDa 蛋白酵素被 chymo的rps也活化。

由於 S-180 細胞可利用老鼠之腹腔來培養，細胞之取得較易取

得，故我們可純化分析此蛋白酵素?典人類癌細胞之蛋白酵素做比

較，假若有高的相似性?我們可以利用此類蛋白酵素做拚命j痞細胞轉

移物質之篩選。
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圖表說明
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65 kDa 旬，

63 kDa .... 

43kDa .... 
38 kDa -i樞，

2 3 4 

+ + 

5 6 7 8 

+ + trypsm 

preincubation + + + + + + 

育

.",,-:l.,. 

園一 S-180 細胞質液內含蛋白勝之活性

S輛180 細胞質液處理或不處理 tryps扭，而後做 zymography 分析 D

Lane 1-3 取蛋白量 50ug 與 0.1 ug 呵?也反應 D

Lane 5-7 取蛋白量 50ug 與 0.05 ug t可ps垣反應 D

Lanel ，2，5 ，6 未加 t可p如之細胞質液 Lane4 與為 0.05 ug 紅yps妞，

做為對照。
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的 kDa 也悔，

63 kDa ... 伊

43 kDa 帝國，

2" 3 4 5 6 7 8 

Effect of inhibitors on proteolytic activity. 

屬二:抑制劑對蛋白酵素活性的影響 O

細胞質液以往yps姐:舌化後，做月rmography 分析 D

Lane 1 :單純 reaction buffer Lane 2 : reaction bu宜er 含 20 mM EDTA : Lane 3 : 

reaction buffer 含 1mM PMSF Lane 4 : reaction bu能r 含 1 mM τPCK Lane 5: 

reaction buffer含 10 ug/ml ACTI ; L翻 6 : reaction buffer 含 10 ug/mlALTI ; L胸

7 : reaction buffer 含 10 ug/ml TI from rice. 
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65 kDa 舟，伽

63 kDa 命悟

22 kDa ... 

chymotrypsin + + 

Treated with chymotrypsin. 

蜀三. 8-180 細胞質液以 ch)咀10的rpsm 處理。

8-180 細胞質液處理或不處理 chymotrypsin ，而後做 zymography 分析 o

L品el: 未加 chymo訂yps垣之細胞質液 Lane 2: 取蛋白量 50ug 與

O.的 ug chymot呵rps扭反應 Lane 3 :只含 O.的 ug chymotryp sin '做為

對照 D
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圈四: pH 值對 43 kDa 蛋白酵素活性之影響 O

9 10 
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如月色質 j夜以 trypsin 活化後，做可rmography 分析。 但 incubation 峙，

reaction buffer 1b pH 4.0 輛 10.0 0 
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2 3 4 5 6 

65 kDa 舟阻，

.ß kDa -J個，

21 kDa ...... 

trypsm + + + + 

spleen lung 

圈五:正常老鼠脖識和將臟組織戶1f含蛋白勝之活性 O
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65 kDa ... 

. ßkDa ... 

21 kDa ... 

trypsm 

可

+ + 

liver 

3 4 3 

+ + 

Kidney 

麗六:正當老鼠肝臟和腎臟組織所合蛋白勝之活性。
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