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摘　要：利用 ＲＴＰＣＲ方法，从对蚜虫高抗的多年生野生大豆短绒野大豆（Ｇ．ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ）（２ｎ＝７８）未成熟子叶中扩

增到了大豆 Ｋｕｎｉｔｚ型胰蛋白酶抑制剂同源基因单一目的片段，该基因和蛋白分别被命名为 ＫＴｉＰＷ５４和 ＫＴｉＰＷ５４。

序列分析表明：该片段为 ６５４ｂｐ的完整编码序列，编码 ２１８个氨基酸残基，编码的蛋白与栽培大豆（Ｇ．ｍａｘ）、野生

大豆（Ｇ．ｓｏｊａ）、短绒野大豆（Ｇ．ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ）的 Ｋｕｎｉｔｚ型胰蛋白酶抑制剂基因编码蛋白高度保守的区域一致。将

ＫＴｉＰＷ５４编码区克隆到表达载体 ｐＴＷＩＮ１，在宿主菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中经 ＩＰＴＧ诱导获得高效表达。
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ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｇｌｙｃｉｎｅｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ；ＳｏｙｂｅａｎＫｕｎｉｔｚｔｒｙｐｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　大豆 Ｋｕｎｉｔｚ型胰蛋白酶抑制剂属典型丝氨酸

蛋白酶抑制剂，是最普遍的大豆蛋白酶抑制剂，其

分子量约为 ２１ｋＤ，主要存在于种子中，１９４５年由

Ｋｕｎｉｔｚ发现并纯化结晶［１－２］
。大豆的基因组中至少

存在１０个不同的 ＫＴｉ基因，是一个多基因家族，这

些基因家族“成员”多数以串联对的方式紧密连接

在一起，并且不同基因型的分布频率在栽培大豆和

野生大豆中不同
［３－４］

。Ｊｏｆｕｋｕ等［４］
研究表明 ＫＴＩ１、

ＫＴＩ２、ＫＴＩ３和 ＫＴＩ４在大豆和转化的烟草植株中能

在 ｍＲＮＡ水平表达，其中，ＫＴｉ３是编码大豆种子胰

蛋白酶抑制剂的关键基因，并与早期发现的 Ｔｉａ基

因相对应。大豆 Ｋｕｎｉｔｚ型胰蛋白酶抑制剂可抑制

昆虫蛋白酶的活性，是一类天然的具有广谱抗虫特

点的物质，因此在抗虫植物基因工程中有广泛的应

用价值
［１，５－１０］

。该研究选用对大豆蚜虫和花叶病毒

病稳定表现为高抗的多年生短绒野生大豆（Ｇ．ｔｏ

ｍｅｎｔｅｌｌａ）（２ｎ＝７８），拟克隆其 Ｋｕｎｉｔｚ型胰蛋白酶抑

制剂基因，并进行初步功能分析。

１　材料与方法

１．１　供试材料

多年生野生大豆短绒野大豆（Ｇ．ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ）
（２ｎ＝７８）为该实验室保存资源。ｐＭＤ１８ＴＶｅｃｔｏｒ

为ＴＡＫＡＲＡ公司产品，ｐＴＷＩＮ１Ｖｅｃｔｏｒ、ＥｃｏＲＩ、Ｈｉｎ
ｄＩＩＩ、ＢａｍＨＩ、ＳａｌＩ、ＰｓｔＩ、ＮｃｏＩ、ＸｈｏＩ、ＸｂａＩ、Ｔ４连接酶等

为 Ｂｉｏｌａｂｓ公司产品，ＲＮＡ提取试剂盒为 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司产品，ｃＤＮＡ合成系统为 ＰｈａｒｍａｃｉａＬＫＢ公司产

品，蛋白 Ｍａｒｋｅｒ为 Ｓｉｇｍａ公司产 品，其它试 剂
ＣＴＡＢ、ＰＶＰ、巯基乙醇、Ｔｒｙｐｔｏｎｅ、ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ、Ｔａｑ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、胶回收试剂盒，质粒提取试剂盒

等购于国内多家生物技术公司。

大肠杆菌 ＤＨ５α和 ＢＬ２１为该实验室保存。
１．２　试验方法

１．２．１　ＲＮＡ的提取及其 ＲＴＰＣＲ　取未成熟的大豆
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种子子叶，参照 Ｐｒｏｍｅｇａ公司的 ＲＮＡ提取系统及推
荐程序分离总 ＲＮＡ。ＲＮＡ的提取质量采用１．０％甲
醛变性凝胶电泳检测 ＲＮＡ浓度，利用 ＣＡＲＹ紫外分
光光度计（Ｂｉｏｒａｄ公司）测定其 ２６０ｎｍ、２８０ｎｍ的
ＯＤ值。参照 ＰｈａｒｍａｃｉａＬＫＢ公司的 ｃＤＮＡ合成系
统，以 Ｏｌｉｇｏｄ（Ｔ）１２１８为引物，利用高效的 Ｍｕｒｉｎｅ
反转录酶合成 ｃＤＮＡ第一链。取１μＬ反转录产物为
模板，进行 ＰＣＲ反应，反应程序为：９４℃，３ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，５８℃复性３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；
７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ的引物设计根据已发表的大豆
胰蛋白酶抑制剂基因 ＫＴＩ３的特异性序列（Ｇｅｎｅｂａｎｋ
登录号 Ｓ４５０９２．１）设计：

上游引物 Ｐ１：５′－ＮＮＮＡＧＡＴＣＴＡＡＧＡＡＡＧＴＣＴ
ＴＣＣＡＴＡＧＣＣＣＣ３′

下游引物 Ｐ２：５′－ＮＮＮＡＧＡＴＣＴＣＡＣＴＣＡＣＴ
ＧＣＧＡＧＡＡＡＧＧＣＣＡＴＧ３′
１．２．２　ＲＴＰＣＲ产物的克隆与测序　经回收纯化
后的 ＰＣＲ产物，利用 ｐＭＤ１８ＴＶｅｃｔｏｒ将其克隆并
转化到大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞中，菌落 ＰＣＲ及
酶切检测。经鉴定的重组质粒，送北京华大基因研

究中心进行序列测定，将其命名为 ＫＴｉＰＷ５４。测序
结果采用 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ８．０、ＧＥＮＥＤＯＣ软件进行比
对，利用 ＭＥＧＡ３．１软件计算遗传距离及其构建分
子系统树。

１．２．３　原核表达载体的构建　根据上述获得的
ＫＴｉＰＷ５４序列设计了５′端和３′端的引物，在上游引
物引入 ＮｃｏⅠ酶切位点，下游引物引入 ＸｈｏⅠ酶切
位点：

上游 引 物 Ｐ３：５′－ＧＡＡＧＡＧＣＣＡＴＧＧＧＣＡＴ
ＧＡＡＧＡＧＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣ－３′

下游引物 Ｐ４：５′－ＡＧＡＧＣＣＣＴＣＧＡＧＣＴＣＡＣＴ
ＧＣＧＡＧＡＡＡＧＧＣＣ－３′

以质粒 ｋｔｉＰＷ５４为模板，ＰＣＲ扩增目的基因片
段。条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，５７℃
退火５０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，共３５个循环，最后１个循
环结束后７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后，琼脂糖凝
胶电泳鉴定、回收。回收产物重新克隆到 ｐＭＤ１８Ｔ
Ｖｅｃｔｏｒ，ＮｃｏⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切并回收、纯化目的片段。
纯化后的目的基因片段用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶定向插入
同样双酶切的 ｐＴＷＩＮ１Ｖｅｃｔｏｒ，获得重组质粒，命名
为 ＫＴｉＰＴ５４。同时以质粒 ｐＴＷＩＮ１为对照，将 ＰＣＲ、
酶切鉴定后的重组质粒送北京华大基因公司测序

确定插入序列准确性。

１．２．４　蛋白诱导表达　鉴定为正确的质粒 ｋｔｉＰＴ５４
转化到宿主菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中。挑取单菌落，接入 ＬＢ

培养液，２０℃、２００ｒ·ｍｉｎ－１培养过夜；次日把过夜

培养物按 １％比例接入新鲜 ＬＢ液体培养基中。当
Ｄ６００ｎｍ达到０．７左右时，加入诱导物 ＩＰＴＧ，使其终浓

度为１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，诱导时间分别为 １、２、３、
４ｈ，诱导温度２０℃。收集菌体，用 ２×ＳＤＳ裂解液
裂解，１２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定表达产物。

２　结果与分析

２．１　胰蛋白酶抑制剂基因的克隆及序列分析
以多年生野生大豆短绒野大豆（Ｇ．ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ）

（２ｎ＝７８）ＰＷ５４的 ｃＤＮＡ为模板，在优化反应条件
的基础上，以 Ｐ１和 Ｐ２为引物，ＲＴＰＣＲ扩增，获得
约７００ｂｐ的特异性谱带（图 １）。利用 ｐＭＤ１８Ｔ
Ｖｅｃｔｏｒ将其克隆并转化到大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细
胞中，菌落 ＰＣＲ及酶切检测显示与预期获得的目的
片段大小一致（图 ２）。测序结果显示，该片段包含
６５４ｂｐ完整的编码区序列，编码 ２１８个氨基酸的多
肽，分子重量为２３．８ｋＤａ，等电点 ＰＩ为５．６１。

Ｍ：１ｋｂＭａｒｋｅｒ；１：ＲＴ－ＰＣＲ产物；２：阴性对照．

Ｍ：１ｋｂＭａｒｋｅｒ；１：ＲＴ－ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　多年生野生大豆 ＫＴｉＰＷ５４基因的 ＲＴ－ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴＰＣＲｏｆＫＴＩｇｅｎｅｏｆＧ．ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ

Ｍ：１ｋｂＭａｒｋｅｒ；１：ＢａｍＨＩ／ＰｓｔＩ双酶切结果；２：ＢａｍＨＩ／ＳａｌＩ双酶

切结果；３：ＸｂａＩ／ＰｓｔＩ双酶切结果

Ｍ：１ｋｂＭａｒｋｅｒ；１：ＫＴｉＰＷ５４／ＢａｍＨＩ＋ＰｓｔＩ；２：ＫＴｉＰＷ５４／ＢａｍＨＩ＋

ＳａｌＩ；３：ＫＴｉＰＷ５４／ＸｂａＩ＋ＰｓｔＩ

图 ２　重组质粒 ＫＴｉＰＷ５４酶切鉴定

Ｆｉｇ．２　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｋｔｉＰＷ５４ｐｌａｓｍｉｄｓ

依据测序获得的核酸序列及推测的蛋白序列

与已发表的 Ｋｕｎｉｔｚ型胰蛋白酶抑制剂基因核酸和
蛋白的序列进行比较，显示所获得的基因片段与源

于栽培大豆（Ｇ．ｍａｘ）、野生大豆（Ｇ．ｓｏｊａ）和短绒野
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大豆（Ｇ．ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ）获得的 ＫＴｉ１（Ｓ４５０３５，Ｇ．ｍａｘ）、

ＫＴｉ２（Ｓ４５０３５，Ｇ．ｍａｘ）、ＫＴｉ３（Ｓ４５０９２，Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉａ

（ＡＢ１１２０３１，Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉｂ（ＡＢ１１２０３２，Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉｃ

（ＡＢ１１２０３３，Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉｄ（Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉｅ（ＡＢ０７０２６９、

Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉｆ（ＡＢ１１２０３４、Ｇ．ｓｏｊａ）、Ｔｉｇ（ＡＢ３０８１３１、

Ｇ．ｓｏｊａ）、Ｔｉａａ１ （ＡＢ３０８１３２、 Ｇ． ｓｏｊａ）、 Ｔｉａａ２

（ＡＢ３０８１３３、Ｇ．ｓｏｊａ）、Ｔｉａｂ１（ＡＢ３０８１３４、Ｇ．ｓｏｊａ）、Ｔｉｂｉ５

（ＡＢ２５９６０４、Ｇ．ｓｏｊａ）、Ｔｉｔｏｍ（ＡＢ４３５６５９，Ｇ．ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ）

等编码蛋白高度保守的区域是一致的（图３）。从核

酸序列聚类图来看，ｋｔｉＰＷ５４和已发表大豆 Ｋｕｎｉｔｚ

型胰蛋白酶抑制剂基因核酸序列相互间有很大的

相似性，同源于 Ｇ．ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ获得的胰蛋白酶抑制

剂基因 Ｔｉｔｏｍ同源性最高（达 ９６．５％），并与 ＫＴｉ３

等聚为一类；ＫＴｉ１和 ＫＴｉ２核酸序列几乎相同，聚为

一类；此 外，除 ＫＴｉ１和 ＫＴｉ２外，从 栽 培 大 豆

（Ｇ．ｍａｘ）和野生大豆（Ｇ．ｓｏｊａ）分离获得的 Ｋｕｎｉｔｚ型

胰蛋白酶抑制剂基因种间没有差异，但与不同亚属

（大豆亚属）的短绒野大豆（Ｇ．ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ）可明显分

开（图４）。

Ｔｉｔｏｍ（ＡＢ４３５６５９，Ｇ．ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ）、ＫＴｉ１（Ｓ４５０３５，Ｇ．ｍａｘ）、ＫＴｉ２（Ｓ４５０３５，Ｇ．ｍａｘ）、ＫＴｉ３（Ｓ４５０９２，Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉａ（ＡＢ１１２０３１，Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉｂ

（ＡＢ１１２０３２，Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉｃ（ＡＢ１１２０３３，Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉｄ（Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉｅ（ＡＢ０７０２６９、Ｇ．ｍａｘ）、Ｔｉｆ（ＡＢ１１２０３４、Ｇ．ｓｏｊａ）、Ｔｉｇ（ＡＢ３０８１３１、Ｇ．ｓｏ

ｊａ）、Ｔｉａａ１（ＡＢ３０８１３２、Ｇ．ｓｏｊａ）、Ｔｉａａ２（ＡＢ３０８１３３、Ｇ．ｓｏｊａ）、Ｔｉａｂ１（ＡＢ３０８１３４、Ｇ．ｓｏｊａ）、Ｔｉｂｉ５（ＡＢ２５９６０４、Ｇ．ｓｏｊａ）

图 ３　ＰＴｉＰＷ５４及其同源蛋白氨基酸序列比较

Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｓｉｏｎｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｒｅｓｉｄｕｅｓｏｆＰＴｉＰＷ５４ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇ

图 ４　ＰＴｉＰＷ５４及其同源蛋白氨基酸聚类分析

Ｆｉｇ．４　Ｄｅｎｄｒａｏｇｒａｍｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｒｅｓｉｄｕｅｓｏｆ

ＰＴｉＰＷ５４ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｇａｎｉｓｍｓ

２．２　融合蛋白的诱导表达

经过 ＰＣＲ、双酶切鉴定（ＮｃｏＩ／ＸｈｏＩ）（图 ５）和

测序验证的重组质粒转化到大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）

中进行表达。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测结果（图 ６）表

明，加入诱导物 ＩＰＴＧ后，在分子量约５０ｋＤａ附近均

有一特异条带，与预测的融合蛋白分子量 ４９ｋＤａ基

本相符。诱导时间为１ｈ、２ｈ时，有蛋白表达，但表

达量变化不明显；诱导 ３ｈ时，蛋白表达量明显增

加，４ｈ时达到最高。

３　讨论

关于利用胰蛋白酶抑制剂基因进行抗虫转基

Ｍ：１ｋｂＭａｒｋｅｒ；１，２：ＮｃｏＩ／ＸｈｏＩ双酶切 （１为 ＫＴｉＰＴ５４，２为

ｐＴＷＩＮ１）

Ｍ：１ｋｂＭａｒｋｅｒ；１：ＫＴｉＰＴ５４／ＮｃｏＩ＋ＸｈｏＩ，２：ｐＴＷＩＮ１／ＮｃｏＩ＋ＸｈｏＩ

图 ５　重组质粒 ＫＴｉＰＴ５４酶切鉴定

Ｆｉｇ．５　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｐｌａｓｍｉｄＫＴｉＰＴ５４

因植物方面的研究已有相关报道，王伟等
［１１］
将含有

豌豆外源凝集素基因和大豆 Ｋｕｎｉｔｚ型胰蛋白酶抑

制剂基因的双价抗虫基因用于陆地棉栽培品种的

转化，结果显示转基因棉株对棉铃虫幼虫（Ｈｅ

ｌｉｏｔｈｉｓａｒｍｉｇｅｒａＨｕｂｎｅｒ）具有较强的抗性。林春晶

等
［１２］
将大豆 Ｋｕｎｉｔｚ型胰蛋白酶抑制剂（ＳＫＴＩ）基因

转入北方推广的水稻品种丰优 ３０１和通 ８８７，利用

转基因水稻植株叶片进行了室内饲喂水稻二化螟

（Ｃｈｉｌｏｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ），与对照比较，部分转基因水稻

植株明显地增强了对水稻二化螟虫的抗性。杨少
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１～４：诱导１～４：诱导４ｈ；Ｍ：蛋白标样；ＣＫ：未加 ＩＰＴＧ

１～４：ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＢＬ２１（ＤＥ３）ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｍｅ（１，２，３，４ｈｏｕｒｓ）Ｍ：ｐｒｏｔｅｉｎｌａｄｄｅｒ，ＣＫ：ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＫＴｉＰＴ５４ｉｎＢＬ２１（ＤＥ３）ｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ（０ｈｏｕｒ）

图 ６　融合蛋白表达 ＳＤＳＰＡＧＥ检测

Ｆｉｇ．６　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＢＬ２１（ＤＥ３）

旭等
［１０］
检测大豆根系中大豆胰蛋白酶抑制剂的表

达量对大豆抗胞囊线虫的抗性表明，接种大豆胞囊

线虫的抗感品种的大豆胰蛋白酶抑制剂（ＳＴＩ）表达

量明显高于未接种的品种，推测大豆胰蛋白酶抑制

剂参与抗病过程。结果表明，大豆 Ｋｕｎｉｔｚ型胰蛋白

酶抑制剂基因不仅具有广谱抗虫的功能，还可能参

与抗病等生物逆境的功能。该研究所选用的多年

生野生大豆材料同时具备高抗大豆蚜虫和花叶病

毒病的生物学特性
［１３］
，但其抗性是否与克隆的

Ｋｕｎｉｔｚ型胰蛋白酶抑制剂同源基因是否有关尚需要

进一步验证。蛋白原核表达结果显示，获得的目的

基因受 ＩＰＴＧ诱导表达，该基因可以正常翻译。目

前，该基因的植物表达载体的构建工作已完成，下

一步将通过遗传转化方法导入栽培大豆，期望获得

高抗虫特性的栽培大豆，为进一步研究大豆 Ｋｕｎｉｔｚ

型胰蛋白酶抑制剂与多年生野生大豆抗蚜特性的

相互关系打下基础。
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