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一 种简便、快捷的胰蛋白酶抑制剂 

基因的分离与克隆方法 

秦新 民 ，邓智年 

(1．广西 师范大学生物 系，广西桂林 541004；2．广西农 业科学 院 ，广西南宁 530007) 

摘 要 ：从 3个豇 豆品种幼嫩 叶片中分离 出核基 因组 DNA，参照 已知 的几 种 Bowman—Birk型胰蛋 白酶抑制 

剂基 因序列 ，设计合成 了 27 bp，且 含有 BamH I位 点的寡核苷 酸引物 ，分别 以 3种豇 豆核 基因组 DNA 为模 

板 ，PCR扩增 ，均得到长度 约为 340 bp的 DNA片段 。产物 DNA 片段经 DNA 序列分析 ，结果表 明三者 的碱 

基 序列相同 ，与报道的胰 蛋 白酶抑制剂基因相 比，同源性为 100 和 99．7 。 
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Abstract：The total nuclear genomic DNA were respectively extracted from young leaf tissue of three varieties of 

cowpea．A 27 bp—long oligonucleotide primer with BamH I in 5 terminus was designed and synthesized by con— 

ferring the gene sequence of cowpea Bowman—Birk type trypsin inhibitor that have been known
． The special 

DNA fragment about 340 bp was amplified through PCR by using the primer and extracted DNA as template
． 

M oreover，tlm amplified bands were sequenced．The results showed that they were the same seuuence
． Com— 

pared the sequences with that of published CPTI cDNA，the cloned CPTI genes respectively shared 100％ and 

99．7 homology with published CPTI eDNA nucleotide sequence． 

Key words：cowpea；cowpea tryptin inhibitor gene；polymerase chain reaction amplification 

植物 蛋 白酶 抑制 剂是 一类 含量较 为丰 富 ，对蛋 

白水解酶有抑制作用的一类小分子蛋白质，在植物 

对危害昆虫及病原体侵染的防御系统 中担 当着重 

要的角色 。豇豆胰蛋白酶抑制剂(Cowpea Trypsin 

Inhibitor，CPTI)属丝氨酸蛋白酶类，Bowman—Birk 

家族蛋 白酶 抑制剂 ，具有 2个 抑制活性位点 ，可同时 

抑制 胰 蛋 白酶 和凝乳 蛋 白酶 的 活性 ，对鳞 翅 目、鼓 

翅 目、双翅 目以及部分鞘翅 目昆虫具有较强的毒杀 

作用。由于 CPTI具有广泛的抗虫谱，在植物抗虫基 

因工程 中具有广泛的应用前景，从而受到人们 的关 

注 ，相 继对 CPTI基 因进 行 了 克 隆 和 转 基 因研 

究“ 。 
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本文参照几种 Bowman—Birk型胰蛋 白酶抑制 

剂基 因序 列 ，以桂 林 当地 3个豇豆 品种 (紫红 ，白色 ， 

花斑 )为材 料 ，进行 CPTI基 因 的克 隆，旨在 为重要 

农作物 的抗 虫基因工程提 供 CPTI基因 。 

1 材料 与方法 

1．1材料 

当地 紫红 、白色 、花斑 3个 豇 豆 品种 的幼 嫩 叶 

片 。质粒 pGEM一3zf(十)，大肠杆菌 DH5a。 

1．2方法 

1．2．1植 物 DNA 的提 取 参 照 Mettlep 的方 法 ， 

略作修改。取 0．5 g叶片加入液氮研磨成粉末状 ，加 

入 500 I DNA提取液，轻轻摇匀，冰浴 15 min；加 

入 250 I T 。E 10 SDS至终 浓 度为 1 ，摇 匀 ， 

68。C水浴 15 min；加入 7．5 M NH Ac 275 I ，冰上 

放置 40 min；10 000 rpm，4。C，离心 25 min；取上 

清 ，加 入 等 体 积 的酚 ／氯 仿 (1：1)，氯 仿 各抽 提 1 

次 ；上清加 入 1／10体积 的 3 M NaAc(pH5．2)和 2 

倍 体 积 的无 水 乙醇 沉淀 DNA，一20。C放 置 3O min； 

10 000 rpm，4。C，离心 10 min；去上清，倒置离心管 

凉干沉 淀；加适量 TE溶 液溶解 DNA；然后 加入 

RNase A(浓度达到 50～70 ug／mI )，一2O。C保存备 

用 。 

1．2．2聚合 酶链 式反 应 (Polymerase Chain Reaction， 

PCR) 为了便 于克 隆，在 引物 5’端加入 了一个 

BamH I酶 切 位 点 。上 游 引 物 ：5’CATGGATCT— 

GAACCACCTCGG一3’。下游 引物 ：5’一CCTACTTC— 

TACTACTCATTCT一3’。在 灭 菌 后 的 新 0．5 mI 

Eppendorf离心 管 中依 次加 入：模 板 DNA 2 I ， 

10XPCR buffer 3 I ，dNTP0．2uM ，上 游 引 物 50 

pmol，下游引物 5O pmol，PfuDNA聚合酶 5U，双蒸 

水补足 至 30 I 。反应 条件：95。C，5 min；93。C， 

lmin，50。C，1 min 30 S，70。C，2 min(36个循 环)；70 

。C，10 min。PCR扩增产 物的纯化 ，按 PCR产物 回收 

试剂盒 的说 明方法进行 。 

1．2．3 DNA 序 列 分 析 将 PCR 产 物 克 隆 到 载 体 

pGEM一3zf(+)上 ，转化 E．coli DH5a，通过菌落蓝 

白斑筛 选 和 限制酶 酶切 鉴 定 ，得 到重组 质 粒 pGM— 

CI 27。以重组质粒 pGMCI 27的 T7／SP6启动子 序 

列 为 引物 ，采 用 双 脱 氧 链 终 止 法 进 行 双 向 自动 测 

序 。由大连 宝生生物工程公 司完成 。 

1．2．4大肠杆 菌质 粒 DNA 的提取 用 碱 裂解 法提 

取 质粒 DNA 。 

1．2．5载体 酶切 产 物 的去磷 酸 化 载 体 pGEM一3zf 

(十)用 限制 性 内切 酶 BamH I消化 ，然 后按 文献。 

的方 法进行去磷酸化 。 

1．2．6 DNA 限制酶切 反应和 DNA 片段 的连接 限 

制性 内切 酶 酶解 ，klenow 补齐 末 端 和 DNA 片段 的 

连接方 法均按文献 进行 。 

1 2 3 4 5 

· 一 340bp 

图 1 三个豇 豆品种 DNA PCR扩增 

Fig．1 PCR amplification of three varieties cowpeas 

1 DNA分子量 ；2．对照；3．白色豇豆；4．紫红豇豆；5．花斑豇豆 

1．DNA marker(DL一2000)；2．CK ；3．White cowpeas； 

4．Purplish red cowpeas：5．Piebald cowpeas 

2 结 果 

2．1 CPTI基因 PCR扩增 

以 3个豇豆品种 DNA为模板 ，在 PCR反应体 

系中，用高保真 DNA聚合酶(pfu)来扩增 。36个循 

环 后 ，取 10 UI 样 品进 行 琼 脂 凝 胶 电 泳 检 测 ，以 

DNA Marker(DI 一2000)为分子量标准 ，结果在 340 

bp处有清晰的扩增带(图 1)。然后用 PCR产物纯化 

试剂 盒将 340 bp的 DNA 扩增带进 行 回收 ，并 于一20 

。C下保存 。 

2．2扩增 DNA片段的序列分 析 

将 由 3个 豇豆 品种 DNA扩增 出的 CPTI DNA 

片段 进行序 列分 析 ，结 果 表 明 3条 DNA 扩 增带 的 

碱基序列完全相同(图 2)，含有编码 CPTI成熟蛋 白 

80aa碱基序列和 27aa的前导序列 。 

2．3 CP FI基 因的克隆 

由于合成引物 5’端均带有限制性内切酶 BamH 
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I
．

的酶切位点 ，用 BamH I对回收的 PCR扩增 DNA 

片段进行酶切 ，使 DNA 片段两 端产生 5’突 出末端 。 

然后再 用 PCR产物 试剂盒 进行 回收 。质 粒 pGEM一 

340bp．一 

51 

10 

1 5 

3zf(+)同样 用 BamH I酶 切 ，经 两次去磷酸 化处理 ， 

回收线性载体 pGEM一3zf(+)。将 CPTI片段与线性 

质粒 pGEM一3zf(+)按 3：1比例混 合 ，用 T DNA 

AAACGACGGC CAGTGAATTG TAATACGACT CACTATAGGG CGAATTCGAG 

CTCGGTACCC GGG
． ． ． ．  

G
． ． ． ． ．

A
． ． ． ． ．

T
． ． ． ．

C
．．．—

C
—

GA TGATGGTGCT AAAGGTGTGT GTGCTGGTAC 

BaSil 

TTTTCCrFGT AGGGGTTACT 

0 
AG l c c ATGATGACTC 

A I △鳗  I ATe殴 AA 
PstI Neol 

AAGCGATGAA CCTTCTGAGT 

CCACCTCGGA 

CTTCAGAACC 

20 l ATGCTGCGAT TCATGCATCT GCACTAAATC AATACCTCCT CAATGCCATT 

25 l GTACAGATAT CAGGTTGAAT T． ．C． ． —

G
—

TGTCACT CGGCTTGCAA ATCCTGCATG 

EcoRI 

30 1 TGTACACGAT CAATGCCAGG CAAGTGTCGT TGCCTTGACA TTGCTGATT'I’ 

35 1 CTG'Iq'ACAAA CCTTGCAAGT CCAGGGATGA AGATGATGAG TAAGAAAAAG 

40 l GAGG~FCCTC TAGAGTCGAC CTGCAGC~AT GCAAGCTTGA GTATTCTATA 
一  

45 1 GTGTCACCTA AATAGCTTGG CGTAATCATG GTCATAGCTG TTTCCTGTGT 

50 l GAAATTGTTA TCCGCTCACA ATTCCACACA ACATACGAGC CGGAAGCATA 

5 5 I AAGTGTAAAG CCTGGGGTGC CTAATGAGTG AGCTAACTCA CATTAATTGC 

60 l GTTGCGCTCA CTGCCCGCTT TCCAGTCGGG 2~s,ACCTGTCG TGCCAGCTGC 

65l ATTAA 

图 2 胰蛋 白酶抑制剂基 因的 DNA序列 

Fig．2 Nucleotide sequence of the cowpea tryptin inhibitor gene 

2 3 4 

图 3 重组质粒 pGMCI27的 PCR扩增结 果 

Fig．3 PCR amplification of recombinant 

plasmids pGM CI27 

1．2，4．重 组质 粒 DNA；3，DNA2分子 量 

l，2，4．DNA of recombinant plasmid；3．DNA marker(DL一2000) 

连接酶连接 ，再将产物转化 感受态大肠杆菌 DH5a。 

通过蓝白斑选择，挑取 白色菌落进行小量快速提取 

重组质粒 ，质粒经 PCR扩增 ，检测到 了 340 bp的 

CPTI片段(图 3)，BanH I酶切后可得到一条 3．2 kp 

的载体 DNA带和一条 340 bp CPTI DNA 片段 (图 

4)。结果证明 CPTI基 因已连接到质粒 pGEM一3zf 

(+)上，获得了重组质粒 pGMCI 27(图 5)。 

3 讨 论 

近 年 来 ，基 因 克隆 的方 法有 了长 足 的进展 ，相 

继 发 展 出 一些 基 因克 隆 的新 方 法 。 ，其 中 RNA— 

cDNA—PCR为最常用的方法之一。许多学者运用该 

方法 成 功 的 克 隆 到 了一 些 生 物 的重 要 性 状 基 

因“ “ ，该方法虽省略了分离 mRNA 的程序 ，但仍 

需提取总 RNA。由于 RNA易降解 ，提取的实验技 

术要 求较 高 ，而 且烦琐 。刘春 明“”，龙立 如“ ，李 江 

等人“ 用 DNA 为 模板 ，利 用 特异 引物 进行 目的基 

因的扩增 ，相继克隆到 了豌豆外源凝集索基 因，水 

稻 10 KD醇溶蛋 白基因和水稻几丁质酶基因。本文 

直接以 DNA为模板，利用特异 引物进行 目的基因 
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的扩增 (DNA—PCR法 )，从 3个豇豆 品种 DNA 中扩 

增 出 了 CPTI基 因。所 得 到 的 3个 CPTI基 因 经 

DNA序列 分析，结 果与刘春 明等人 采用 RNA— 

cDNA—PCR克隆的 CPTI基因碱基序列完全相同， 

含有编码 27aa的前导序列(信号肽，前导肽)和 80aa 

的编码 CPTI成熟 蛋 白区的碱基序列 ，同源性 为 

100 。而与 Hilder等人 报道 的 CPTI基因仅在前 

导序列 中有一个碱基 不同 ，即前 导序列中倒数第 5 

340bp—一 

1 2 3 4 

图 4 重 组质粒 pGMC127的酶切 鉴定 

Fig．4 Identification recombinant plasmid by digestion 

1．2．重组 质粒 经 Hind lll消化 ；3．重 组质粒 DNA；4．DNA2分子 量 

l，2．Digestion of recombinant ptasmids by Hind III：3．DNA of 

recombinant plasmid；4．DNA marker(DL一2000) 

图 5 质粒 pGMCI 27的构建 

Fig． 5 Construction of plasmid pGM CI 27 

个三联 体密码 为 CTG，而不 是 TTG，但两 者编码 的 

氨 基 酸 都 是 亮 氨 酸 。碱 基 序 列 的 同 源 性 达 到 

99．7 。上 述 结 果 证 明采 用 DNA— PCR 方 法 与 

RNA—cDNA—PCR方法得到 的 CPTI基 因是一致 的 ， 

但 DNA—PC—R方法克隆基因省去了提取 RNA和反 

转 录等 步 骤 ，具有 简 便 、快 速 ，费 用低 的特 点 ，可 为 

其他基因的克隆提供参考。 

DNA 提取现有许 多简易方法 ，产 物虽然可 以用 

于 PCR扩增反应 的模 板 ，但要 从其 中扩增 出某 一特 

定的 目的基因并用于克 隆时，其纯度 则达不到要 

求 ，从而影响 目的基因的扩增 得率 。故采 用 DNA— 

PCR方法 扩增 目的基 因时 ，应 将模 板 DNA 进 行纯 

化 。本 文采用苯酚 一氯仿 一异戊醇 一核糖核酸酶法 

提取 的模 板 DNA，其 纯度 和 片 段 长度 均 可 满 足要 

求 。 

利用 DNA—PCR法进行 扩增 和克 隆 目的基 因另 

一 个值得注意的问题是 Taq DNA聚合酶 的运用。 

Taq DNA聚合酶主要用于保真度要求不高的 DNA 

扩增 ，它具有很强的 DNA聚合能力，其 DNA延伸 

速度在已知高温嗜热 DNA聚合酶 中是最高的。但 

是 ，Taq DNA 聚合 酶无 3’一 5’外 切酶 活性 ，因此 在 

DNA扩增时没有 校正功能 。如仅以 Taq DNA 聚合 

酶来 扩 增 目的基 因，碱 基 的错 误 掺入 率 是 相 当高 

的。Pfu DNA聚合酶具有 3’一5’外切酶的活性 ，能 

纠正 DNA 扩增 过程 中产 生 的错 误 ，是 目前 所 有高 

温 DNA聚合酶中出错率最低的 。在基因克隆中， 

由于对 DNA扩增产物的正确率要求特别高，所以 

在利用 DNA—PCR方法进行基 因克隆时应选 Pfu 

DNA聚合酶，以确保扩增产物 DNA的正确性。 

本实验得到广西大学生物技 术实验 中心黄 日 

波博士和冯 家勋博 士的大力 帮助 ，谨此 致谢 。 
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图 版 说 明 

图版缩写词 ：EN一内果皮；I一异细胞；ICS一胞间隙；I．-皮孑L}P一周皮；PC一薄壁细胞；SC一石细胞}SE一刺看；SU一栓质层；TR一横 

条薄壁细胞 ；TU一瘤状突 ；V一维管束 

图版 I：龙眼果皮显微结构(×250)1～2．水涨龙眼；3～4．赤壳龙眼；5．福眼龙眼；6～7．普明庵龙眼；8
． 蕉眼 龙眼 ；9．红 

核子龙眼；1O～11．油潭本龙眼 ；12～13．乌龙岭龙眼 ；14～15．风梨味龙眼 ；16~17．东壁龙眼。 

Expl anation of Pl ate 

Abbreviations used on al l figures：EN—Endocarp；l-ldioblast；ICS—lntercellu1ar space；I
． - I enticel；p-Periderm ；PC—Parenchy— 

mfl cell；SC—Stone cell；SE—Seta；SU—Suberin layer；TR—Trabecula parenchyma cell；TU—Tumor shape projecting；V—Vascu1ar bun— 

die． 

Plate I ：M icrostructure of 1ongan fruit periearp (× 250)1～ 2
． Shuizhang；3～ 4．Chike；5．Fuyan；6～ 7

． Pumingan；8 

Jiaoyan；9·Honghezi；1O～ 11．Youtanben；12~ 13．Wulongling；14～ 15
． Fengliwei；16~ 17．Dongbi． 
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