
昆 虫 学 报 !"#$ %&#’(’)’*+"$ ,+&+"$，!"#"$%"& ’(()，*+（,）：+*- . +)/ 0112 (*)*3,’-,

基金项目：国家自然科学基金项目（/(//((4(）

作者简介：张新昌，男，5-4- 年生，硕士研究生；刘杨，男，5-+’ 年生，硕士研究生，研究方向为昆虫分子生物学

! 并列为第一作者 6789:&; <9: $=>" "?7=@ #:A8&B%78B:A; 8: 89B; C=C"&
!!通讯作者 6789:& D:& #:&&";C:A>"A#"，E3$=B@：FDG9=:H ;>7I ">7I #A
收稿日期 J"#"BK">：’(()3(53/5；接受日期 6##"C8">：’(()3(,3(,

!"#$%&’()*+,-. !
/012 "#!$%&’(

张新昌!，刘 杨!，王金星，赵小凡!!

（山东大学生命科学学院，济南 ’)(5((）

345 棉铃虫组织蛋白酶 L（-.)+"’/.01$ $0(+*.0$ #=89"C;BA L，MNL）在胚胎发育过程中降解卵黄蛋白为氨基酸，供给胚胎发育

必需的养料，是棉铃虫胚胎正常发育的重要因素。许多植物种子中存在蛋白酶抑制因子，如大豆和向日葵种子。用棉铃虫组

织蛋白酶 L 为酶源，通过硫酸铵沉淀、排阻层析和离子交换层析等方法，从大豆中分离纯化到了一种对 MNL 有抑制活性的蛋

白酶抑制因子，命名为 MNL31:O0。用牛血清白蛋白为底物进一步证明该抑制因子对 MNL 具有抑制作用。该抑制因子的纯化

为进一步克隆其基因奠定了基础，为转基因抗虫作物研究提供了新的候选靶标。

6785 棉铃虫；大豆；组织蛋白酶 L；抑制因子；纯化
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蛋白酶抑制因子（C&:8"BA=;" BA9B%B8:&，_0）普遍存

在于动植物体内，是对蛋白酶有抑制活性的一类小

分子物质，在植物防御害虫和病原体的侵染中具有

十分重要的作用。‘7AB8G 和 2:&89&:C（5-/,）首先从牛

胰脏 中 分 离 出 碱 性 胰 蛋 白 酶 抑 制 因 子（ %=;B#
C=A#&"=8B# 8&OC;BA BA9B%B8:&，L_^0）。迄今为止，自然界

共发现 * 大类蛋白酶抑制因子：丝氨酸蛋白酶抑制

因子、半胱氨酸蛋白酶抑制因子（巯基蛋白酶抑制因

子）、金属蛋白酶抑制因子和天冬氨酸蛋白酶抑制因

子（酸性蛋白酶抑制因子）。其中，半胱氨酸蛋白酶

抑制因子和丝氨酸蛋白酶抑制因子可以明显抑制取

食昆虫的生长和发育（L:<A= .# $) I，’((*）。

已报道的大豆 2)3"+&. ($4 蛋白酶抑制因子分

为 ’ 类：一类是丝氨酸蛋白酶抑制因子，如 ‘7AB8G 胰

蛋白 酶 抑 制 因 子（‘7AB8G 8&OC;BA BA9B%B8:&，‘^0）和

L:<$=A3LB&\ 胰 蛋 白 酶 抑 制 因 子（ L:<$=A3LB&\
BA9B%B8:&，LL0），分子量分别为 ’5 \! 和 + \!（‘7AB8G，
5-*)）；另 一 类 是 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶 抑 制 因 子，如

;:O=#O;8=8BA 2、U（‘:B<= .# $) I，5--+）、_（L:8"@@= .#
$) I，5--,）、R（L&GBA .# $) I，5--(）和一种分子量为

5/ \! 的 ;:O=#O;8=8BA（]B;=\= .# $) I，5--,），均对半胱

氨酸蛋白酶类具有抑制作用，但它们的作用可能因

为还原剂的存在而不可逆地丧失，所以在检测半胱

氨酸蛋白酶的标准条件下往往检测不到（QB$=#9"K=
=A> ]:;:@:K，5--)）。

组织蛋白酶 L（#=89"C;BA L

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

）抑制因子属于半胱



氨酸蛋白酶抑制因子，可以抑制组织蛋白酶 ! 活

性，引起害虫体内某些必需氨基酸的缺乏，扰乱其正

常代谢甚至导致死亡。目前，利用基因工程技术已

经克隆到水稻、小麦和玉米等多种不同来源的抑制

因子的 "#$%，并通过基因枪或农杆菌介导等转化途

径导入不同植物中，获得了对害虫具有明显抗性的

转基因植株（&’() !" #$ *，+,,+），部分地解决了因大

量使用化学农药控制害虫而造成的环境污染问题。

因此，研究组织蛋白酶 ! 抑制因子的性质，可以为

杀虫剂的研发提供一定的理论基础。

棉铃虫 %!$&’()!*+# #*,&-!*# 属鳞翅目 -./01’/2.34
夜蛾科 $’"25014.，具有很高的繁殖力，危害多种农作

物的 生 产。 棉 铃 虫 组 织 蛋 白 酶 !（ %!$&’()!*+#
"42(./60) !，78!）是其胚胎发育过程中水解卵黄蛋

白供给胚胎发育养料所必需的一种半胱氨酸蛋白

酶。另外，78! 在成虫脂肪体中活性也很高，可能

与棉铃虫的卵巢发育和成虫脂肪体解体有关（9(4’
!" #$ *，+,,+，+,,:）。由于化学农药防治导致害虫

抗药性迅速发展和环境污染，各种转基因抗虫作物

的研究已经成为害虫防治的新途径，一些利用蛋白

酶抑制因子基因获得的转基因植物已经进入田间试

验阶段（;.<4)= !" #$ *，+,,>）。目前应用于转基因抗

虫作物研究的靶标基因除 !2 毒蛋白基因外，主要是

针对幼虫消化道丝氨酸类蛋白酶的各种抑制因子，

而针对胚胎发育中的半胱氨酸类蛋白酶的抑制因子

国内外均未见报道。本文作者从大豆中纯化了大豆

组织蛋白酶 ! 抑制因子（78!?@’AB）。

! !"#$%

!"! !"
大豆购自济南市场。@./(41.C D?E: 为上海长征

富民 药 业 有 限 公 司 产 品；#F%F?;’A’/.43< 为 日 本

;G@G7 产品；牛血红蛋白（7H）为上海东风试剂公司

产品；牛血清白蛋白（!@%）为日本 ;’I4J4 公司产

品；标准蛋白质为美国 %K.36(4K 公司产品。78! 由

本实验室纯化，方法参照 9(4’ 等（LMMN）。其余化学

试剂为分析纯产品。
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取 L,, = 大豆研磨成粉，用乙醚脱脂后，溶入

O,, K- 缓 冲 液 %（L, KK’<P- ;306?78< /7 EQ:，+
KK’<P- 巯基乙醇和 L KK’<P- F#;%）中，OR下搅拌

过夜。匀浆液经 L+ ,,, S = 离心 L, K0)，取上清液，

:,T 硫酸铵沉淀，沉淀溶解在 +, K- 缓冲液 % 中，

于 L, 倍体积缓冲液 % 中透析过夜。透析后的溶液

经 L+ ,,, S = 离心 L, K0)，将上清液缓慢加到用缓冲

液 % 平衡过的 @./(41.C D?E: 柱上（+Q: "K S L,,
"K），用缓冲液 % 洗脱并分部收集其中有抑制活性

的部分。然后将收集液缓慢加到用缓冲液 % 平衡

过的 #F%F?;’A’/.43< 柱上（L "K S >, "K），用 +,, K-
缓冲液 % 洗涤柱子以去除未结合的蛋白质，再用

L,, K- 缓冲液 % 对 L,, K- ,Q: K’<P- $48< 溶液作梯

度洗脱，分部收集其中有抑制活性的部分。

!". 2345678
根据 -’U3A 等（LM:L）方法检测蛋白质含量。

!", 9:;<=>
取 :,!- 待测抑制因子样品，加入 +:!- 78!

（,Q> K=PK-）和 +:!- ,QL K’<P- 乙酸缓冲液（/7 >QV）

混匀后，>ER温育 L: K0)，再加入 +,,!- LT牛血红

蛋白（7H）作底物，>ER温育 L (，用 ,Q: K- :T ;8%
终止反应，L+ ,,, S = 离心 L, K0)，取 +,,!- 上清液

加入 +:,!- L K’<P- $4G7，经 -’U3A 等（LM:L）方法发

色，用 78! 与 7H 温育后的吸光值调零，在 E:, )K
处检测各收集管中的吸光值。相对抑制活性（T）W
每管吸光度P最低吸光度 S L,,T。

对照同样处理，用 :,!- 缓冲液 %替代抑制因子。

!"/ ?@ABCDE’FGHIJKLMN((0(’
12341

参照 -4.KK<0（LME,）方法，胶浓度为 L:T，;306?
D<A 缓冲液，恒压 L,, X。
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用 O,!-、N,!- 和 L+,!- 78!?@’AB（,Q+ K=PK-）

分别与 O,!- 78!（,Q> K=PK-）和 O,!- 乙酸缓冲液

（/7 >QV，,QL K’<P-）混合 L: K0)，再与 O,!- 牛血清

白蛋白（,QLT）反应。用缓冲液 % 补足体积至 +O,

!-。对照同样处理，用缓冲液 % 代替抑制因子，然

后用 @#@?Y%DF 法检测 !@% 的水解情况。

!"6 $%&’()*+WBDXY78
将纯 化 的 78!?@’AB 转 移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯

（YX#Z）膜 上，用 蛋 白 质 测 序 仪（%//<0.1 !0’6A62.K6
[’1.< OML）测定 $?端氨基酸序列。

# Z[#=>

#"! $%&’()*+&’
:,T 硫 酸 铵 沉 淀 并 透 析 后 的 上 清 液 经 过

@./(41.C D?E: 柱层析，大部分杂蛋白首先被分离，形

,:N 昆虫学报 .’"# /0"(,($(-&’# 1&0&’# ON 卷



成 ! 个蛋白质主峰，虽然其中也有部分蛋白酶抑制

活性，但由于杂蛋白太多，难以纯化，因此合并收集

第 " 个峰进行下一步纯化。图 ! 是 #$%&’($) *+,- 收

集液经 ./0/+1232%$’45 层析后蛋白质含量及抑制活

性的变化曲线。经过该层析柱后，蛋白质进一步分

离成两部分，经 #.#+60*/ 检测，第 ! 个峰有目的蛋

白，但还有其他较多的杂蛋白，而第 " 个峰已经纯化

并有蛋白酶抑制活性，为目的蛋白。依据蛋白含量

及抑制活性曲线，收集第 78 9 -: 管进行纯度检测。

图 ! ./0/+1232%$’45 层析（! ;< = 7> ;<，每管 " <?，流速 >@! <?A<BC）

DBEF ! ./0/+1232%$’45（! ;< = 7> ;<，$’;& G4’;HB2C BI " <?，’C( H&$ G52J 4’H$ BI >@! <?A<BC）

!"! #$%&’()*!"#$
经过 #$%&’($) *+,- 和 ./0/+1232%$’45 层析柱后

得到的 KLM+#23N 经 !-O #.#+60*/ 检测，结果显示

大豆蛋白质匀浆液中含有多种蛋白质，#$%&’($) *+
,-层析去除了大部分杂蛋白，./0/+1232%$’45 层析

进一步纯化获得目的产物，在 #.#+60*/ 上显示为 !
条带，表明其已经纯化，#.#+60*/ 测定分子量约为

8 P.（图 "），基质辅助激光解析离子飞行时间质谱

（Q0?.N+1RD+Q#）测定分子量为 , 8,"@! .（图省略）。

!"+ #$%&’()*!%&’()
由表 ! 可以看出，随着硫酸铵沉淀和柱层析，大

量杂蛋白被分离，目的蛋白逐渐变少，其纯度越来越

高，比活也越来越大。

!", #$%&’()* * #$% +,-./0102%’-3
45678

酸性条件下（>@! <25A? 乙酸缓冲液，%K 7@:），

KLM 对 M#0 有很好的水解作用，但是加入抑制因子

后，水解变少，并且随着抑制因子量的增加，水解变

得越来越少，证明 KLM+#23N 对 KLM 有比较明显的抑

制作用（图 7）。

!". #$%&’()*4 /&9:;<=>?@A
将纯化得到的 KLM+#23N 电转 6S.D 膜进行蛋白

质 测 序，其 T+末 端 的 !> 个 氨 基 酸 序 列 为

../##?6UU.。从JJJF C;VB F C5<F CB& F E2W 进行比较

得知，*$CM’CP 中没有与该段序列相同的大豆蛋白

酶抑制因子的报道。

图 " #.#+60*/ 检测 KLM+#23N 纯度（胶浓度为 !-O）

DBEF " #.#+60*/ I&2JBCE H&$ %X4BH3 2G KLM+#23N（!-O E$5）
!：硫酸铵沉淀 0<<2CBX< IX5G’H$ %4$;B%BH’HB2C；"：#$%&’($) *+,- 层

析产 物 642(X;H ’GH$4 #$%&’($) *+,- ;&42<’H2E4’%&3； 7： ./0/+

1232%$’45 层析产物 DBC’5 %42(X;H ’GH$4 ./0/+1232%$’45 ;25X<C；Q：蛋

白质分子量标准 642H$BC IH’C(’4(F

!-8: 期 张新昌等：从大豆中纯化棉铃虫组织蛋白酶 M 抑制因子 KLM+#23N
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步骤

!"#$%
总蛋白

&’"() $*’"#+,%（-.）
抑制活性

/,0+1+"’*2 (3"+4+"2（5）

比活

!$#3+6+3 (3"+4+"2（57-.）
产率

8+#)9（:）

硫酸铵沉淀

;--’,+<- %<)6("# $*#3+$+"("#% =>? @A BCD= =BB

!#$0(9#E FG>@ A@ HH BCAI A=
JK;KG&’2’$#(*) D A =CDD >

注 L’"#%：= 个抑制活力单位 5 定义为每分钟 !>@B变化 BCBB=。M,# <,+" ’6 +,0+1+"’*2 (3"+4+"2 +% 9#6+,#9 (% BCBB= 9#3*#(%# +, (1%’*1(,3# (" >@B ,- $#*
-+,<"# N0#, OPQ 9#.*(9#% O1R

图 D !J!GS;FK 检测 OPQG!’2/ 对 OPQ 水解 Q!; 的

抑制作用（胶浓度为 =HC@:）

T+.R D !J!GS;FK %0’N+,. "0# #66#3" ’6
OPQG!’2/ "’ OPQ（=HC@: .#)）

=：Q!; U OPQ；H：Q!; U OPQ U AB!V OPQG!’2/；D：Q!; U OPQ U WB

!V OPQG!’2/；A：Q!; U OPQ U =HB!V OPQG!’2/；X：蛋白质分子量

标准 S*’"#+, %"(,9(*9R上样量 DB!V；Q!;，OPQ 和 OPQG!’2/ 浓度分

别 为 BC=:，BCD -.7-V 和 BCH -.7-V。DB !V $#* )(,#R &0#

3’,3#,"*("+’,% ’6 Q!;，OPQ (,9 OPQG!’2/ (*# BC=:，BCD -.7-V (,9

BCH -.7-VR

; &’

大豆中已有多种蛋白酶抑制因子被纯化和测

序，本实验从大豆中纯化的 OPQG!’2/ 分子量经 !J!G
S;FK 测定为 W YJ，从NNNR ,31+ R ,)-R ,+0 R .’4 比较得

知，其 LG末端的 =B 个氨基酸序列 JJK!!VSZZJ 不

同于已报道的大豆丝氨酸蛋白酶抑制因子 [&/（.+ \
H@?AHI\ .1 \ ;;QHDA?A R = \ \ 11- \ HAD@>H \ 11% \ ==A?DA

［H@?AHI］）和 QQ/（.+ \ =HABD> \ %$ \ S=HIAB \ /QQ] OM^_5
［=HABD>］），也不同于已报道的大豆半胱氨酸蛋白酶

抑制因子 %’2(32%"("+, L（.+ \ =H>>=?? \ .1 \ ;;;I>IB?R= \
［=H>>=??］）、%’2(32%"("+, V（.+ \ =H>>=?A \ .1 \ ;;;I>IB@R
= \［ =H>>=?A］）、%’2(32%"("+, （̂ .+ \ =H>>=?W \ .1 \

;;;I>IB>R= \［=H>>=?W］）、%’2(32%"("+, F（.+ \ IIWI? \ $+*
\ \ !=B@WW［IIWI?］）和 另 一 种 分 子 量 为 =D YJ 的

%’2(32%"("+,（.+ \ >AWW?@> \ $+* \ \ &B>=DI［>AWW?@>］），因

此，OPQG!’2/ 是一种新的组织蛋白酶 Q 抑制因子。

V+< 等（HBBA）研究发现，大豆半胱氨酸蛋白酶抑

制因子 %’2(32%"("+, L 可以增加鞘翅目昆虫黄瓜十一

星叶甲 "#$%&’(#)$ *+,-)#./*+-($($ 0’1$&,# 幼虫死亡

率和降低其生长率。但 OPQ 的作用环境为酸性，在

棉铃虫幼虫中肠中没有检测到该蛋白酶活性（‘0(’
-( $2 R，HBBH），因此，OPQG!’2/ 用于控制棉铃虫的可

能途径是通过雌成虫取食进入虫体，抑制棉铃虫成

虫体内 OPQ 活性，影响卵巢发育和胚胎发育，从而

达到杀虫的效果。关于 OPQG!’2/ 对棉铃虫生长发

育的影响，还需要进一步研究。

目前，转基因抗虫作物的抗虫基因主要是 Q" 毒

蛋白基因，它可以通过破坏害虫的中肠细胞壁控制

害虫（P#"+, -( $2 R，HBBA），由于害虫产生适应性，已

经出现抗性。另外还有豇豆胰蛋白酶抑制因子基

因，通过抑制幼虫消化道蛋白酶控制害虫，但幼虫消

化道蛋白酶可以代偿性调节蛋白酶种类和表达量

（;0, -( $2 R，HBBA），使杀虫效果降低。因此，发现新

的害虫控制基因是制约转基因抗虫作物研究的瓶

颈。棉铃虫组织蛋白酶 Q 在成虫期表达，参与成虫

脂肪体的解体，为卵母细胞发育提供养料，在胚胎发

育中水解卵黄蛋白，供给胚胎发育必需的氨基酸，

OPQG!’2/ 的发现可以为转基因抗虫作物的研究提供

新的思路。
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