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中文摘要 

植物合成澱粉酶抑制劑可以對抗動物的取食，國外實驗證明數種澱粉酶抑制劑對害蟲防

治具有顯著效果，其中以腰豆(Phaseolus vulgaris)研究最多。我們利用 5% T.C.A.進行粗萃，從

台灣常見豆類中篩選出四季豆(與腰豆同種不同品系)與菜豆，對麗蠅的澱粉酶具有明顯的抑制

效果，對豬胰臟與黃豆澱粉酶的抑制效果則小或無，此種抑制特異性深具害蟲防治的潛力。

經由溫度與 pH 的試驗發現粗萃中的澱粉酶抑制劑成分應為蛋白質。我們以四季豆作為繼續研

究的對象，將粗萃進一步純化，經由陰離子交換與膠體過濾層析，分離出單一蛋白質，經蛋

白質定序比對確認其可能為國外發表的腰豆澱粉酶抑制劑—αAI-1。經由測試發現此抑制劑在

85℃時仍能抑制果蠅澱粉酶，為一相當穩定的蛋白質；且抑制劑的作用受 pH 值影響很大，在

偏酸性環境下的效果最好，與昆蟲分泌澱粉酶的部位亦為酸性環境有相當密切的關聯；且其

抑制作用具特異性，可明顯抑制果蠅、入侵紅火蟻、白蟻、蟑螂及麵包蟲等昆蟲的澱粉酶活

性，對人類唾液、豬胰臟、四季豆本身及黃豆澱粉酶的抑制效果很小或無，值得繼續深入研

究。 

 

英文摘要 

Plant amylase inhibitors can fight against predation from plant-eating animals. It has been reported 

that several amylase inhibitors have an obvious effect on pest control; among them that from Phaseolus 

vulgaris got the most surveyed. 5% T.C.A was employed to make crude extracts. We have screened the 

amylase inhibitor activities from crude extract among beans common in Taiwan. The inhibitors from both 

string beans (the different strain of Phaseolus vulgaris) and cowpea notably inhibited the amylases in 

Chrysomia megacephala, but little or no inhibition in porcine pancreas and soy bean. This specific 

inhibition behavior suggested strong potential in pest control. Its activity can be affected by temperature 

and pH suggested that amylase inhibitors in crude extracts should be proteins. String beans were chosen to 

be further purified from the crude extracts. A single protein was isolated after ion exchange and gel 

filtration chromatography. Through protein sequencing, the partial amino acid sequences were highly 

homologous to that ofαAI-1 from Phaseolus vulgaris, indicating it might beαAI-1. The purified protein 

still can inhibit the amylase from Drosophila melanogaster at 85℃, suggesting it is thermal-stable. Its 

activity was affected by pH and reached the peak in weak acidic environment, which might be related to 

the fact that amylases are secreted in acidic environment of insect＇s midgut. It obviously inhibited the 

amylases from D. melanogaster,Solenopsis invicta, Odontotermes formosanus, Periplaneta Americana 

Linnaeus, and Alphitobius sp., while not to human saliva, porcine pancreas, soy bean and string beans 

itself. The unique pattern of inhibition activities of the purified amylase inhibitor was worthy of further 

anlysis. 
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壹、研究動機 

國二的時候，我們就有做過有關於澱粉酶的實驗，我們測試了許多蔬菜、水果內所含的

澱粉酶活性，得到不錯的成果。進入高中後，我們本來想針對這個主題進行更深入的研究，

偶而從一些文獻中發現許多植物不僅具有澱粉酶，還具有澱粉酶抑制劑，可以抑制澱粉酶的

作用。尤其在豆類種子中含量最多，市面上已有從腰豆分離純化出"腰豆素＂，用以治療糖尿

病和減肥【十四】；除此以外，也有人將之應用於害蟲防治，效果顯著。相關文獻大多是國外

所發表，台灣的研究闕如，所以我們想針對台灣一些常見的豆科植物進行篩選，找出具有開

發潛力的澱粉酶抑制劑以供研究。 

澱粉酶抑制劑可分為非蛋白質類抑制劑和蛋白質類抑制劑，前者是一些小分子有機物，

例如 acarbose、isoacarbose、acarviosine-glucose 等；後者包括蛋白質和多肽類抑制劑，可依構造

區分為 Legume lectin type、Knottin type、Cereal type、Kunitz type、Thaumatin type 以及γ-Purothionin 

type，它們主要存在於動物、植物和微生物體內，尤其在植物種子內的含量特別豐富，特別是

禾本科和豆科植物的種子內含有多種的澱粉酶抑制劑。在藥用治療糖尿病和減肥方面，非蛋

白質類抑制劑較蛋白質類抑制劑優異，且不易被人體澱粉酶所分解，而蛋白質類抑制劑由於

具有選擇性與專一性的抑制效果，在害蟲防治方面深具潛力【三、十二】。 

目前對害蟲的防治主要依賴化學藥物，但化學殺蟲劑的作用是非專一的，在殺死害蟲的

同時，也會毒害有益的昆蟲及害蟲的天敵，引起許多副作用。科學家正積極研發副作用較少

且不汙染環境的＂生物殺蟲劑＂，植物所合成的澱粉酶抑制劑即是其中之一【一、二、四】。

豆類種子中以腰豆(P. vulgaris)的研究最多，種子中所含的澱粉酶抑制劑至少有兩種，分別稱為

αAI-1、αAI-2，兩者胺基酸的相似度高達 78%【五】，但對澱粉酶的抑制作用具有特異性。

αAI-1 已知可抑制豬胰臟澱粉酶以及數種豆象(Callosobruchus chinensis、C. Maculatus、Bruchus 

pisorum) 、 麵 包 蟲 (Tenebrio molitor) 、 玉 米 根 螢 葉 甲 (Diabrotica virgifera) 以 及 咖 啡 果 小 蠹

(Hypothenemus hampei)的澱粉酶活性；αAI-2 不會抑制αAI-1 所抑制的澱粉酶，但會抑制墨西

哥豆象(Zabrotes subfasciatus)的澱粉酶活性，兩者都曾進行餵食實驗，並被轉殖至豌豆，可使特

定的豆象幼蟲或成蟲的腸澱粉酶失去作用，導致蟲體死亡或發育遲緩【六、七、十一、十三】。 

植物合成澱粉酶抑制劑的主要原因可能為對抗草食動物的吃食，稱為抗生作用。但“物

競天擇，適者生存。＂面對植物所合成的澱粉酶抑制劑，昆蟲也有因應之道，許多昆蟲都能

合成多種澱粉酶，或能分解澱粉酶抑制劑，所以長期共同演化下，植物必需要對其主要的害

蟲具有較好的抑制效果，但對其他種生物的影響則較不能預測，還有待全面性地探討。抑制

特異性是澱粉酶抑制劑的重要特質，只能對特定害蟲或生物起作用，可解決化學農藥在減少

蟲害的同時所引起的一系列副作用，因而在害蟲防治上的前景看好，未來澱粉酶抑制劑的持

續研究或可為農業發展提供另一條嶄新的途徑。 

 

貮、研究目的 

一、從台灣常見的豆類種子篩選出具有潛力的澱粉酶抑制劑 

二、分離純化澱粉酶抑制劑 

三、蛋白質定序比對確認所找到的澱粉酶抑制劑 

四、澱粉酶抑制劑的抑制活性分析 
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參、材料與方法 

一、器材設備與藥品 

1. 生物材料 

實驗用種子皆取自台灣彰化縣和美鎮之種子商店 

實驗用昆蟲：麵包蟲、熱帶火蟻、入侵紅火蟻、白蟻、果蠅取自彰化師範大學 

            東方果實蠅取自農委會藥物毒物試驗所 

            蟑螂取自台中中興大學 

2. 器材設備 

高速離心機、電子天平、攪拌機、攪拌子、紫外光分光儀(分光光度計)、恆溫槽、恆溫

培養箱、研缽、果菜汁機、蛋白質電泳槽、蠕動幫浦 
陰離子樹脂管柱(DEAE column)：20ml DEAE陰離子樹脂，填充至直徑1.6cm長度10cm的

管柱 

膠體過濾層析管柱(Sephadex G50 column)：200ml Sephadex G50，填充至直徑1.6cm 長度

100cm的管柱 

3 藥品 

(1)澱粉液(0.04%)：0.4g 澱粉加水至 1 升，煮沸 10 分鐘 

(2)碘液：12.7g I2 及 0.6g KI 溶於 200ml 水中 

(3)磷酸鹽緩衝溶液(0.02M、pH5.5、6、6.5、6.9、7.5、8) 

(4)磷酸鹽緩衝溶液(0.01M、pH8) 

(5)硼酸鹽緩衝溶液(pH8、10) 

(6)麥克伊文緩衝溶液(pH 4、6) 

 

二、實驗設計與流程： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

不同植物澱粉酶抑制劑的粗萃

蛋白質定序 抑制活性分析 

基因選殖 

分離純化澱粉酶抑制劑 

篩選具有潛力的澱粉酶抑制劑

應用於害蟲防治 
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三、實驗方法 

1. 澱粉酶粗萃的製備與反應濃度、反應 pH 值選取 

秤取適量的樣本，加入適當體積的磷酸鹽緩衝溶液(0.02M, pH6.9)，置冰上研磨後於 4oC，

13500 rpm 離心 10 分鐘，取上清液即為澱粉酶粗萃。 

將澱粉酶粗萃依序對半稀釋，取 125μl 不同濃度的澱粉酶粗萃加入 125μl 磷酸鹽緩衝

溶液(0.02M、pH6.9)與 750μl 澱粉液於 37℃反應 30 分鐘後，加入 250μl 碘液，於 620nm

測定其吸光值，選取吸光值落於 0.3~1 範圍的澱粉酶粗萃的濃度進行以下的實驗。 

取 125μl 適當濃度的澱粉酶粗萃加入 125μl 磷酸鹽緩衝溶液(0.02M, pH6.9)、分別加入

麥克伊文(0.125M、pH 4、6)、硼酸鹽緩衝溶液(0.05M、pH8、10)的 500μl 硼酸鹽緩衝液，

於 37℃反應 30 分鐘後，加入 375μl 碘液，於 620nm 下測定其吸光值，選取澱粉酶粗

萃可以作用的 pH 值範圍。 

2. 澱粉酶抑制劑粗萃的製備 

取不同植物種類的種子 2g，加入 0.3M NaCl 的磷酸鹽緩衝溶液(0.02M, pH6.9)20ml，置冰

上研磨後於 4oC，13500 rpm 離心 10 分鐘，取上清液。每 10ml 上清液加入 0.5g T.C.A.(三

氯乙酸，濃度約為 5%)，使其溶解並緩慢攪拌 1 小時，讓部分蛋白質發生沉澱，以除去

植物本身的澱粉酶。上述溶液於 4oC，13500 rpm 再離心 10 分鐘，取出上清液裝入透析

袋中，置於 4oC 磷酸鹽緩衝溶液(0.02M, pH6.9)中進行透析，隔夜備用。 

3. 四季豆澱粉酶抑制劑的純化 

取 50g 四季豆加入 250ml 0.01M HCl，置冰上研磨後於 4oC，6400rpm 離心 15 分鐘，將上

清液加入 40~80%硫酸銨進行蛋白質沉澱，離心後將沉澱部分加入 50ml 磷酸鹽緩衝溶液

(0.01M, pH 8.0)回溶後，裝入透析袋，於 4oC 磷酸鹽緩衝溶液(0.01M, pH8.0)中進行透析，

隔夜備用。每 10ml 透析液加入 0.5g T.C.A.(三氯乙酸，濃度約為 5%)，攪拌離心後取上

清液裝入透析袋，置於 4oC 磷酸鹽緩衝溶液(0.01M, pH8.0)中進行透析，隔夜備用。 

先進行陰離子交換，管柱流速固定為 1ml/min 並於室溫進行，先將磷酸鹽緩衝溶液(0.01M, 

pH8.0)通入陰離子樹脂管柱，再通入上述透析液(70ml)，收集每管 1ml 流出的溶液，再

通入 Wash buffer 60ml，收集每管 4ml 流出的溶液，之後再通入 Elute buffer (0~0.3M NaCl 

gradient)60ml，收集每管 2ml 流出的溶液。將收集到的溶液每隔三管測試澱粉酶抑制劑

的活性，約在收集到的第 43~51 管具有活性。將具有活性的部分混合，再加入 95%硫酸

銨進行蛋白質沉澱，離心後將沉澱部分加入 5ml 磷酸鹽緩衝溶液(0.01M, pH8.0)回溶，

再裝入透析袋，於 4oC 磷酸鹽緩衝溶液(0.01M, pH8.0)中進行透析，隔夜備用。之後進行

膠體過濾層析，管柱流速固定為 3ml/min 並於冷房(4℃)中進行，先將磷酸鹽緩衝溶液

(0.01M, pH8.0)通入膠體過濾層析管柱，再通入樣本，收集每管 2ml 流出的溶液，每隔

三管測試澱粉酶抑制劑的活性，約在收集到的第 39~49 管下具有活性，將有活性的部

分混合，即為純化後的澱粉酶抑制劑。取部份進行 spot blot，轉印在 PVDF 膜後送台大

生命科學院微生物與生物所進行蛋白質定序，其餘置於-70℃保存，以備抑制活性分析。 

 

 



 9

4. 抑制活性分析 

(1)於不同 pH 值中進行澱粉酶抑制劑的活性測試 

分別置入下列溶液：每管處理皆三重複 

溶液                離心管 一 二 三 

澱粉酶抑制劑溶液 125μl - 125μl 

澱粉酶粗萃 125μl 125μl - 

磷酸鹽緩衝液(0.02M，pH6.9) - 125μl 125μl 

不同 pH 值的緩衝液 500μl 500μl 500μl 

混合均勻後，於 37℃反應 30 分鐘後，各加入 750μl 澱粉液(0.04%)，混合均勻後，於

37℃反應 30 分鐘後，分別加 375μl 碘液，混合均勻後，於 620nm 下測定其吸光值。 

 

(2)於不同溫度進行澱粉酶抑制劑的活性測試 

將澱粉酶抑制劑溶液分別以 55℃、70℃、85℃與 100℃水浴處理 1 小時，之後同上述 1

之活性測試方法，但不加入不同 pH 值的緩衝液。 

 

(3)相對抑制率的計算 

相對抑制率的計算公式： 

﹝(2.277-實驗組 O.D.平均值)-(2.277-對照組 O.D.平均值)﹞/﹝2.277-對照組 O.D.平均值﹞ 

=(實驗組 O.D.-對照組 O.D.平均值)/﹝2.277-對照組 O.D.平均值﹞ 

澱粉酶活性以所分解的澱粉量代表，即未反應前的澱粉液吸光值(2.277)減去反應後的吸

光值。實驗組為加入澱粉酶抑制劑的處理，對照組為只有澱粉酶的處理，將實驗組的

平均吸光值扣掉對照組的平均吸光值，再除以澱粉液平均吸光值扣掉對照組平均吸光

值的差值即為相對抑制率。 

 

(4)抑制單位的計算 

公式：(實驗組所剩餘的澱粉量平均值-對照組所剩餘的澱粉量平均值)/10*8 

1 單位澱粉酶的定義為每三分鐘分解 1mg 澱粉，所以 1 抑制單位的定義為抑制 1 單位澱

粉酶的活性，抑制單位意即每毫升純化的抑制劑可抑制多少單位的澱粉酶活性。首先

測量吸光值與澱粉量的標準曲線，將實驗組與對照組的吸光值轉換成澱粉量，代表未

被分解的澱粉量，兩者平均值的差值除以 10 再乘以 8，即為抑制單位(除以 10 是因為

我們反應的時間設為 30 分鐘，乘以 8 是因為抑制劑所加入的量為 125ul)。 



 10

肆、研究結果 

一、所有數據皆進行統計分析，具有顯著差異者(P<0.05)，於圖表上方標誌＂∗＂。 

二、不同植物粗萃對不同澱粉酶的抑制效果： 

1. 不同粗萃對麗蠅澱粉酶的抑制效果 

圖一、不同粗萃對麗蠅澱粉酶的抑制效果
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結果如圖一，除馬鈴薯、皇帝豆澱粉酶抑制劑粗萃外，其餘粗萃皆可抑制麗蠅澱粉酶

的活性(t-test，P<0.05)，其中以四季豆與菜豆粗萃對麗蠅澱粉酶的抑制效果最顯著。 

 

2. 不同粗萃對豬胰臟澱粉酶的抑制效果 

圖二、不同粗萃對豬胰臟澱粉酶的抑制效果
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結果如圖二，黑豆、花豆、馬鈴薯、四季豆澱粉酶抑制劑粗萃皆可抑制豬胰臟澱粉酶

的活性(t-test，P<0.05)，其中以黑豆粗萃的抑制效果最顯著。菜豆粗萃並無顯著的抑制

效果(t-test，P>0.05)，而皇帝豆粗萃不僅沒有抑制作用，還能促進豬胰臟澱粉酶的作用

(t-test，P<0.05)，值得再進一步探討。 

＊
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＊ ＊

＊
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＊
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3.不同粗萃對黃豆澱粉酶的抑制效果 

圖三、不同粗萃對黃豆澱粉酶的抑制效果

0

5

10

15

20

25

30

四季豆 菜豆 花豆　 黑豆 馬鈴薯 皇帝豆

粗萃種類

相

對

抑

制

率

(

%

)

 
結果如圖三，除馬鈴薯澱粉酶抑制劑粗萃外，其餘粗萃皆可抑制黃豆澱粉酶的活性

(t-test，P<0.05)，其中以黑豆與皇帝豆粗萃的抑制效果最顯著。 

 

三、四季豆粗萃在不同 pH 值下對麗蠅澱粉酶的抑制效果 

圖四、四季豆粗萃在不同pH值下對麗蠅澱粉酶抑制效果
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結果如圖四，在弱酸性環境下皆可抑制麗蠅澱粉酶的活性(t-test，P<0.05)，其中以 pH6

時的抑制效果最顯著。 

 

＊
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四、四季豆粗萃在不同溫度下對麗蠅澱粉酶的抑制效果 

圖五、四季豆粗萃在不同溫度處理後對麗蠅澱粉酶的抑制效果
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結果如圖五，在 85℃的高溫處理後依然可抑制麗蠅澱粉酶活性 (t-test，P<0.05)，但經

100℃處理後即失去抑制效果。 

 

五、四季豆澱粉酶抑制劑的純化結果 

1. 由二的結果，四季豆與菜豆的澱粉酶抑制劑粗萃對麗蠅澱粉酶的抑制效果最顯著，兩者  

可能具有防治害蟲的潛力，由於文獻中以腰豆的研究最多，而四季豆與腰豆為同種不同 

品系的作物，故先以四季豆為研究對象。 

2. 四季豆澱粉酶抑制劑粗萃經陰離子樹脂管柱進行純化，收集不同管溶液進行相對蛋白質

含量及抑制活性的測試，將有抑制活性的部份進行蛋白質電泳(SDS-PAGE)： 

圖六、經陰離子樹脂方式纯化後每管的抑制活性
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圖七、經陰離子樹脂方式纯化後每管的相對蛋白量
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圖八、經陰離子交換方式純化後的蛋白質電泳圖 

 

陰離子樹脂管柱分離純化後的各管澱粉酶抑制劑的抑制活性如圖六，蛋白質相對含量

如圖七，具有抑制活性的部份約出現在第 43~51 管，其蛋白質相對含量也出現高峰。

每三管取一管進行蛋白質電泳的結果如圖八，顯示經陰離子樹脂管柱分離純化結果仍

有多種蛋白質存在。 
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3. 再經膠體過濾層析管柱進行純化，收集不同管溶液，並進行蛋白質含量及抑制活性的測

試，每三管取一管進行蛋白質電泳(SDS-PAGE) 

圖九、經膠體過濾層析方式纯化後每管的相對蛋白量
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圖十、經膠體過濾層析纯化後每管的抑制活性
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圖十一、經膠體過濾層析純化後的蛋白質電泳圖 

 

圖十二、澱粉酶抑制劑純化過程蛋白質電泳圖 

 

經膠體過濾層析管柱分離純化後的各管澱粉酶抑制劑的蛋白質相對含量如圖九，抑制

活性如圖十，具有抑制活性的部份約出現在第 43~51 管，其蛋白質相對含量也出現高

峰。有抑制的部份，每三管取一管進行蛋白質電泳的結果如圖十一，顯示經膠體過濾

層析管柱分離純化結果僅具單一蛋白質。各步驟純化過程的蛋白質電泳圖如圖十二，

純化過程中，雜蛋白逐漸減少，最後僅剩單一蛋白質，分子量大小約 20kD，濃度為 0.9 
μg/ 20 μl。 

 

4. 上述純化後的蛋白質送至台大定序的結果得到兩個多肽片段，N 端的第一個胺基酸不明

確，其後分別為 VGLDFVLV 與 TETSFNIDG，經 NCBI 資料庫比對，VGLDFVLV 與 PHA-I 

beta subunit (Phaseolus vulgaris=kidney beans, Peptide, 137 aa，accessions AAB50854)的第 3~10

胺基酸皆相符；TETSFNIDG 與 PHA-I alpha subunit (Phaseolus vulgaris=kidney beans, Peptide, 

76 aa，accessions AAB50853)的第 2~10 個胺基酸皆相符，分子量也差不多，此兩段序列亦

與多條αAI-1 前驅物的序列相符，推測此蛋白質可能即為腰豆的αAI-1 蛋白質水解修飾

後的產物，具有兩個次單元。 
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四、純化後的澱粉酶抑制劑的抑制活性分析 

1. 純化後的抑制劑經不同溫度處理後對果蠅澱粉酶的抑制活性 

 
結果如圖十三，純化後的抑制劑經 85℃處理後對果蠅澱粉酶仍有顯著的抑制效果

(t-test，P<0.05)，經 100℃的高溫處理後，抑制效果就大幅降低。由此可知此抑制劑具有

相當好的耐熱性，與之前對麗蠅澱粉酶的測試一致。 

 

2. 純化後的抑制劑在不同 pH 值下對果蠅澱粉酶的抑制效果 

圖十四、純化後的抑制劑在不同pH值下對果蠅澱粉酶的抑制效果
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結果如圖十四，純化後的抑制劑在 pH7~10 的環境下皆有顯著的抑制效果(t-test，

P<0.05)，但在不同 pH 環境下的抑制效果不同。 
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圖十三、純化後的抑制劑經不同溫度處理後對果蠅澱粉酶度下的抑

制活性
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3. 不同濃度的純化抑制劑對果蠅澱粉酶的抑制效果 

圖十五、不同濃度的純化抑制劑對果蠅澱粉酶的抑制效果
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結果如圖十五，純化抑制劑於濃度低時，濃度與抑制效果成正比；抑制劑濃度太高，

抑制效果不再增加，呈現飽和。 

 

4. 純化的抑制劑對不同種生物澱粉酶的效果 

結果如表 1，純化的抑制劑對不同生物澱粉酶的抑制具有特異性，且不同 pH 值下的抑

制效果也不同，對麵包蟲成蟲、幼蟲、入侵紅火蟻、白蟻、果蠅以及蟑螂的澱粉酶都

具有明顯的抑制效果，對人類唾液、豬胰臟、熱帶紅火蟻、東方果實蠅以及四季豆、

黃豆澱粉酶的抑制效果較差。
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表 1、純化的抑制劑對不同種生物澱粉酶的效果 

pH 4 6 8 10 

抑制種類                抑制單位/率
抑制單位

(unit*10-2/ml)

抑制率 

(％) 

抑制單位

(unit*10-2/ml)

抑制率 

(％) 

抑制單位

(unit*10-2/ml)

抑制率 

(％) 

抑制單位

(unit*10-2/ml)

抑制率 

(％) 

唾液 - - - - None None - - 

豬胰臟 - - 8.8 10.4 None None None None 

麵包蟲成蟲(Alphitopius sp.) 67.6 57.6 67.6 61.8 23.7 23.1 - - 

麵包蟲幼蟲(Alphitopius sp.) 66.8 61.0 69.5 62.9 None None - - 

熱帶火蟻(S.geminata) - - 11.3 13.8 None None None None 

入侵紅火蟻(Solenopsis invicta) 51.2 58.2 11.5 12.1 None None None None 

白蟻(Odontotermes formosanus) - - 52.2 53.6 49.5 50.9 5.5 6.0 

東方果實蠅(Bactrocera dorsalis Handel) None None 17.6 18.4 None None - - 

果蠅(Drosophila melanogaster) - - - - 89.6 95.3 42.4 51.3 

蟑螂(Periplaneta Americana Linnaeus) 64.6 55.8 None None None None - - 

四季豆(Phaseolus vulgaris) - - 10.0 10.7 7.5 10.3 None None 

黃豆(Glycine max Merrill) - - None None None None None None 

 “-＂表沒測，在此 pH 環境下的澱粉酶活性差；“none＂表示抑制劑對此澱粉酶在統計上沒有抑制效果，1 單位澱粉酶的定義為每三分鐘分

解 1mg 澱粉，所以 1 抑制單位的定義為抑制 1 單位澱粉酶的活性，抑制單位意即每毫升純化的抑制劑可抑制多少單位的澱粉酶活性。 
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伍、討論 

一、 從台灣常見的豆類種子篩選出四季豆與菜豆，兩者的粗萃對麗蠅澱粉酶皆有很高的抑制

效果，對豬胰臟澱粉酶以及黃豆澱粉酶的抑制效果很低或無，所以很適合用於害蟲防治，

僅抑制昆蟲澱粉酶，而不抑制哺乳類或植物本身的澱粉酶。後來我們選擇先以四季豆作

為研究對象，乃因四季豆與腰豆為同種(Phaseolus vulgaris)不同品系的作物，文獻中對腰

豆的研究最多，且四季豆對果蠅澱粉酶亦有很高的抑制效果，果蠅較麗蠅容易取得，且

澱粉酶的活性也較穩定，對於後續的抑制劑純化工作較容易。 

二、 四季豆與菜豆粗萃中的澱粉酶抑制劑活性皆會受到溫度與 pH 的影響，推測粗萃中所含

的澱粉酶抑制劑應為蛋白質。故之後以蛋白質純化的方法進行澱粉酶抑制劑的純化。先

以 5%T.C.A.(三氯乙酸)除去植物所含澱粉酶及其他雜蛋白，再通入陰離子樹脂管柱與膠

體層析管柱，分離出單一蛋白質，經蛋白質定序比對後確認可能為腰豆的αAI-1，詳細

序列有待進一步證實，可能不同品系的序列會有所差異。 

三、 純化後的四季豆澱粉酶抑制劑與粗萃相同可耐熱至 85℃仍有抑制活性，可見此抑制劑為

一相當耐高溫且穩定的蛋白質。在不同 pH 環境下對不同種類生物澱粉酶的抑制效果也

不盡相同，在偏酸性環境下的抑制效果最好，可能和昆蟲腸道的 pH 值變化有關。昆蟲

腸道的 pH 值呈現梯度變化，由酸至鹼，前段中腸部位為酸性環境，澱粉酶即由此處分

泌，具有生理學上的重要意義。 

四、 純化抑制劑於濃度低時，濃度與抑制效果成正比；抑制劑濃度太高時，抑制效果不再增

加，呈現飽和。與酵素濃度固定時，反應速率與受質濃度變化曲線圖類似，因為腰豆α

AI-1 為澱粉酶的競爭性抑制物，會和澱粉共同競爭澱粉酶的活化位，因而抑制了澱粉酶

的活性。 

五、 由於澱粉酶抑制劑的作用具有特異性，且會受到 pH 值很大的影響，所以在不同生物種

類澱粉酶的活性測試上，我們選取適當的濃度，在選取可作用的 pH 範圍進行抑制劑的

實驗。我們所選取的物種與前人所研究的大多不同，前人偏重在大多取食豆類種子的昆

蟲，我們則測試了許多雜食性昆蟲，例如火蟻、白蟻、蟑螂等。實驗結果顯示四季豆純

化的抑制劑可明顯抑制包括果蠅、入侵紅火蟻、白蟻、蟑螂及麵包蟲等昆蟲，但對人類

唾液、豬胰臟、四季豆本身及黃豆澱粉酶的抑制效果很小或無，在害蟲防治上深具潛力。

尤其在入侵紅火蟻與蟑螂的防治上，投以天然萃取或基因工程合成的澱粉酶抑制劑可能

也有防治的效果，雖然可能不若對植食性害蟲(其消化液以澱粉酶為主)有效，但能減少

其醣類與能量的攝取，影響生長與生殖，詳細影響還有待進一步活體實驗的証實。 

六、 植物所合成的抗蟲物質可分為兩大類，蛋白酶抑制劑與外源凝集素，其中外源凝集素又

可分為幾丁質家族及 PHA 家族，PHA 家族的蛋白質之間的相似度達六成，包括 PHA-E、

PHA-L、arcelin 以及澱粉酶抑制劑，前三者可與昆蟲腸道上皮細胞結合，後者則可與澱

粉酶結合而抑制澱粉酶的活性【四】，其中腰豆的αAI-1 與ΑI-2，兩者胺基酸的相似度

高達 78%，但對澱粉酶的抑制作用具有特異性【五】。由此可見 PHA 家族蛋白質之間的

些微差異，即可造成截然不同的作用。 

七、 Phaseolus vulgaris 在世界各地均可栽種，雖為同種但品系紛雜。同種不同品系所產生的 

αAI-1 的胺基酸序列相似性很高，作用頗類似。例如國外腰豆的 Magna 品系的 C 端較 Tebo

品系少 6 個胺基酸，其間 130 個胺基酸僅有 9 個胺基酸不同，相似度達七成；且αAI-1
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的前驅蛋白質必須經水解修飾後形成α、β次單元，形成二聚物後，才能具有活性。同

種不同品系間的轉譯後修飾可能略有差異，在 Magna 品系β次單元的 C 端分別比 Tebo

以及 Greensleeves 品系短少 6 個與 8 個胺基酸【八】，這些差異的部分與抑制活性的關係

仍有待進一步證實。 

八、 經由 X 光繞射比對αAI-1 與豬胰臟澱粉酶以及黃粉蟲澱粉酶所形成的複合物結構，找到

澱粉酶上大約由 50 個胺基酸與αAI-1 所形成的接觸區域，包含催化澱粉分解的活性部分

【十】。不同生物的澱粉酶在接觸區域的胺基酸序列比較，活性部位的胺基酸序列具有保

守性，其他接觸的胺基酸部份，能被抑制者和不被抑制者之間具有明顯的分隔，顯現這

個部位與澱粉酶抑制劑的抑制效果有顯著相關【八】。 

九、 持續對澱粉酶抑制劑進行研究，初期的工作為篩選有效的澱粉酶抑制劑、了解不同蛋白

質之間的交互作用與差異，後期的工作為利用蛋白質體學的發展，針對某一昆蟲澱粉酶

量身訂做一種澱粉酶抑制劑，真正做到專一性的防治。 

 

陸、結論 

一、 植物合成之澱粉酶抑制劑的作用具有特異性，利用植物粗萃先篩選出有效的抑制劑，再

進一步分離純化與測試，可快速篩選研究標的。 

二、 我們所純化的四季豆抑制劑經蛋白質定序後比對可能為腰豆的αAI-1，兩者的胺基酸序

列可能有些微不同，影響抑制活性。 

三、 純化的四季豆抑制劑可耐熱至 85℃仍有抑制活性，為一相當穩定的蛋白質。 

四、 澱粉酶抑制劑的抑制作用受 pH 值影響很大，純化的四季豆抑制劑在偏酸性環境下的效

果最好，而昆蟲分泌澱粉酶的部位亦為酸性環境，具重要意義。 

五、 純化的四季豆抑制劑可明顯抑制果蠅、入侵紅火蟻、白蟻、蟑螂及麵包蟲等昆蟲的澱粉

酶活性，對人類唾液、豬胰臟、四季豆本身及黃豆澱粉酶的抑制效果很小或無，具有發

展潛力。 

六、 澱粉酶抑制劑的持續研究有助於了解更多抑制劑與酶之間的交互作用，未來可應用於特

定害蟲的防治。 
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評語 

 

這個澱粉酶抑制蛋白的純化，具生物製劑的應用之價值，然此研究內容應

改進： 

一、 蛋白純化之 SDS-PAGE pattern 應顯示不同步驟的純化效益。 

二、 蛋白純化 Fold，應清楚標示數據。 

三、 應有蛋白序列之數據。 


	澱粉酶抑制劑之研究
	作者簡介
	作者簡介
	中文摘要
	英文摘要
	目錄
	壹、研究動機
	貮、研究目的
	參、材料與方法
	肆、研究結果
	伍、討論
	陸、結論
	柒、參考文獻
	評語


