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摘 要 豇豆胰蛋白酶抑制剂（6’IJ<, ;/0JHA- K-CALAF’/）基因（!345）因其抗虫谱广及不易耐受等优点在植物基因
工程中得到广泛应用。为进行遗传修饰食品（M<-<FAG,((0 @’NAOA<N O’’NH，MP=）中所含 !345 基因表达产物的安全性评
价，我们需要在体外微生物体系中获得大量的 6J;K蛋白。采用 JM?Q融合蛋白表达系统，将 6J;K与 MR;的编码序
列在大肠杆菌 7S#!中进行融合表达，表达产物达到菌体总蛋白的 9$T。经一步 M(.F,FCA’-< R<JC/’H< 97亲和纯化，
融合蛋白 MR;16J;K纯度达到 "$T以上。将 ;C/’@LA-蛋白酶与融合蛋白过夜作用，可获得切掉了 MR;标签的 6J;K
蛋白。活性测定显示 MR;16J;K及 6J;K蛋白均具有明显的胰蛋白酶抑制剂活性。用纯化的融合蛋白免疫家兔还可
诱导产生高效价的抗体，经 ?SKR8检测抗体滴度 U !V#$$$$。W<HF</- 7(’FFA-E 实验显示，无论是菌体超声裂解后总蛋
白中的 6J;K蛋白或是经纯化后的 6J;K蛋白均可与自制的抗体发生特异性结合。这为进一步进行 6J;K蛋白的安
全性评价工作奠定了良好基础。
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豇豆胰蛋白酶抑制剂（6’IJ<, ;/0JHA- K-CALAF’/，
6J;K）是一种植源性的抗虫蛋白，来源于有悠久食
用历史的豇豆栽培品种加利福尼亚黑眼豆，属丝氨

酸蛋白酶抑制剂的一种［!］。而农业害虫主要以丝氨

酸蛋白酶进行蛋白质的消化，若昆虫摄入 6J;K后，
其蛋白消化酶的活性将受到抑制；同时，蛋白酶和蛋

白酶抑制剂的复合物还可作为一个反馈信号抑制昆

虫的进食，最终使昆虫由于缺乏必需的营养而死

亡［#］。抗虫谱检测表明，6J;K几乎对所有测试的主
要农业害虫都有抑制作用，包括大部分的鳞翅目害

虫和部分翘翅目害虫，抗虫谱极广。由于它直接作

用于昆虫的消化酶，还具有不易产生耐受性的特点。

因此它已成为目前除 7) F毒蛋白外使用得最为广泛
的抗虫蛋白［%］。

在我国，水稻是主要的粮食作物，在国民经济中

占有举足轻重的地位。以 !"""年为例，我国稻谷总
产量为 !"292万吨，占我国粮食产量的 %"T［9］。但
同时水稻也是遭受虫害最严重的粮食作物，其中分

布广泛且为害严重的是：二化螟、三化螟、大螟等鳞

翅目害虫［3］。因此，培育具有抗虫能力的水稻新品

种是控制水稻害虫的一条重要途径，且可避免化学

杀虫剂对生态环境的破坏。我们实验室已成功地将

!345 基因转化模式植物烟草，并获得了高效抗虫转
基因植株［:］。此外，我们对 !345 基因进行修饰得到
6!7 基因。修饰后的 !345 基因编码的蛋白除具有
6J;K序列外，尚含有 RY;K的信号肽序列，但进入内
质网后即被切除，形成的 6J;K蛋白与野生型基本相
同，只是改变了在细胞内的定位方式，从而增加了外

源蛋白在受体植物中的积累水平［4］。在此基础上，

我们以性能优越的籼稻恢复系进行了水稻的转化工

作。实验证明转 6!7 基因水稻中 6J;K蛋白含量明
显提高，并表现了优良的抗鳞翅目害虫的特性。与

转 7) F毒蛋白基因水稻相比，转 6!7 基因水稻对二
化螟具有更强的抗性。上述转 6!7 水稻品种已经
于 !""2年通过中国农业部批准进入环境释放（批准
文号："271$!1!"）。并于 #$$$ 春季在福建完成了小



区试种，同时已有科丰 !号，科丰 "号两个杂交组合
参加了福建省本年度的中、晚稻区试。结果显示，上

述转基因水稻品种田间抗虫效果显著，农艺性状优

良，其研究水平已处于国内领先、国际先进水平。这

些抗虫水稻品种如能进入商品化生产和推广将对我

国水稻乃至整个粮食生产产生重大影响。

按照农业部《农业基因工程安全管理办法》规

定，转基因农作物最终实现上市需要经过实验室、中

间试验、环境释放和商品化生产四个阶段。目前，我

们开发研制的转 #$%水稻品种已经完成了前两个
阶段；环境释放也已经进入了后期结果总结和数据

整理阶段。在进行商品化生产之前尚需完成转基因

水稻的食品安全性的评估工作。

对于转基因食品的安全性问题一直争议颇多，

引起了各国政府、媒体及公众的关注。有关的国际

组织和各国对此已陆续出台相关的管理办法、条例

和法规。这是因为转基因作物食品是通过基因工程

的方法，按照人的意图和目的而设计作物的性状，显

然不同于传统的有性杂交方法所产生的作物。另外

所操作基因可来源于任何生物，生物种（类）之间的

界限完全打破。对出现的新组合和性状在不同遗传

背景下的表达，对环境、人类的影响还缺乏足够的认

识，有些甚至是一无所知。它们可能导致或衍生的

一些社会、道德和伦理等方面的问题甚至会超出过

去的想象。因此对其生态学风险和生物安全性的评

价显得十分重要和必要［&］。’($)（经合组织）!**+
年提出了食品安全性评价的“实质等同性”（#,-./012
/304 56,37045185）原则［*］。!**9年:;’将这一原则用
于现代生物技术产品的植物食品的安全性评价。即

生物技术产生的食品及食品成分是否与目前市场上

销售的食品具有实质等同性，包括有无毒性，有无致

敏性，以及营养成分上有无改变等［!<］。

在这方面我们已对转 #$%基因大米及其转化
受体进行了营养成分及抗营养因子的比较分析，同

时还进行包括大鼠、小鼠及小型猪等动物在内的各

种毒理学试验，营养代谢生物利用实验及一些免疫

致敏学方面的实验。目前尚未发现该转基因大米营

养成分有任何不良的改变或毒性效应。此外，我们

还需进一步在蛋白水平上对大米中所引入的目的基

因表达蛋白进行直接的安全性评价及等同性分析，

这些均需要获得大量的 $=>?蛋白。但植物作为一
种高等生物，其蛋白质的含量丰富、种类繁多、背景

复杂，若直接从本源植物中提取含量极低的目的蛋

白进行安全性评价实属不易，并会存在同工酶的干

扰。而将目标基因的 8)@A克隆到体外大肠杆菌表
达系统中进行高效表达，再从该系统中纯化出目的

蛋白的方法较为简便易行，在技术及机理研究方面

均较为成熟。因此本研究中，我们采用 =B(C融合
表达系统，将 $=>?蛋白与 B#>进行融合表达和亲和
纯化，得到了纯化的抗虫蛋白。同时我们还对表达

产物的活性、免疫原性进行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料
大肠杆菌菌株 );9!由本室保存，DE"!由北京

大学医学部分子免疫室惠赠。质粒表达载体

=B(CF>2!及克隆有 !"#$ 基因的质粒 =G$"$=>?均
由本室保存。

工具酶购自宝生物工程（大连）有限公司，兔抗

B#>2$=>?的免疫血清由作者自制，羊抗兔 ?HBI ;JK
购自中山生物工程公司。显色底物 >LD #/0-343M5N
#,-./O0/5 PQO ;JK购自 KOQR5H0公司。B4,/0/S3Q15 #52
=SOQ.5 FD为 AR5O.S0OR KS0OR0830 D3Q/58S 公司产品。
!"# 方法
!"#"! 融合蛋白表达质粒的构建：用 %&’ ? 酶切
=G$"$=>?载体，回收的 $=>? 片段经 KOQR5H0 公司
:3M0ON>L K$J回收系统回收纯化。同时对 =B(CF>2!
载体用 %&’ ?进行单酶切，并经去磷酸化处理。用
>F )@A E3H0.5对两者进行连接，构建重组表达载体
=B(CF>2$=>?。对重组体进行酶切鉴定，并经 =B(C
通用引物测序验证。

!"#"# B#>2$=>?融合蛋白的诱导表达及可溶性分
析：将 =B(CF>2$=>? 重组质粒转化 ( T )*+, 菌株
DE"!，挑取阳性克隆接种于含 AR=的 ED培养基中，
+UV过夜培养，第二天以 "W接种量接入新鲜的 ED
培养基（AR=）中，继续培养至 -.X<<约为 <YX Z <Y&，
加入 ?K>B 至终浓度 <Y!RRQ4IE，+UV继续培养 + Z
FS。收集菌体用适当体积的超声裂解液（如 KD#）
重悬，冰浴下超声破菌，留出少量样品进行聚丙烯酰

氨凝胶电泳（#)#2KAB(）。离心分离上清和沉淀，各
取适量超声后菌体总蛋白、上清及沉淀重悬液与等

体积的 " [ #)#2KAB(上样缓冲液混合，沸水浴中煮
9R31后上样，进行 #)#2KAB(，浓缩胶浓度为 9W，分
离胶浓度为 !"W，电泳缓冲液采用 >O3.2甘氨酸系
统。并与未诱导的空载体及重组体质粒载体进行对

照。在此基础上收集不同诱导时间后的菌体进行

#)#2KAB(，观测诱导表达所需的最佳时间。
!"#"$ 融合蛋白的纯化及柱上切割：取 !Y++RE
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!"# 的 $%&’(’)*+,- .-/)0+1- 23凝胶介质装入 "45柱
体积的空层析柱中，可得到柱床体积为 645的亲和
层析柱。用 6745 83.洗涤柱子除去凝胶上所带的
乙醇保护剂，再用 945 83.对柱子进行预平衡。收
集诱导表达后菌体进行超声破菌，加入 67# :0*’+,
;<677至终浓度为 6#并混匀。离心除去不溶性成
分和未裂解的细胞。上清用 7=2"!4 滤膜过滤，上
载于预平衡好的层析柱中，弃流出液。用 " > 6745
83.洗脱非特异性吸附在柱上的蛋白，直至洗出液
在 ?@7,4 波长下检测不再含有蛋白为止。用 "45
洗脱液（67 44+%A5 还原型谷胱甘肽，"7 44+%A5 :0*1<
BC%，/B@=7）洗脱吸附在凝胶上的 $.:<C/:D融合蛋
白。融合蛋白产量可用 ?@7,4波长下的光吸收进行
估计，6!?@7 E 7=" 4FA45。
对需切掉 $.: 标签的融合蛋白，同上方法过

柱，并经 83. 进行非特异性的洗脱后，加入混合好
的切割缓冲液（按 6& ’)0+4G*, 677!F 融合蛋白 *,
83.），封口膜封好后放入 ??H > ?"H摇床上进行轻
微的震荡切割，I)后收集经柱流出的切割缓冲液，
其中含已切掉 $.:的 C/:D蛋白。还可用适当体积
的 83.洗下滞留在柱上的 C/:D，至流出液经 ?@7,4
波长下检测不再含有蛋白为止。

!"#"$ 纯化蛋白的活性测定：C/:D抑制活力测定参
照 J0%(,F-0的方法进行［66］，测定融合蛋白及切开的
C/:D蛋白的胰蛋白酶抑制剂活力。将不同量的样
品与 "!F 胰蛋白酶（:0K/1*,）在 "744+%A5 :0*1<BC%
（含 6744+%A5 C(? L，/B@=7）中保温 I74*,，取出
677!5加入 ?"H预平衡的底物缓冲液 7="44+%A5 5<
3MN8M中反应 974*,，加入终体积 "#（" A"）的冰乙
酸终止反应。以不含胰蛋白酶的反应管为空白管，

不加样品的反应管为标准管，测 #$267。胰蛋白酶的

剩余活力 E 样品的 #$267 A标准的 #$267。胰蛋白酶

抑制剂活力 E 6 O酶的剩余活力。
!"#"% 纯化蛋白的免疫原性测定：将融合蛋白 $.:<
C/:D溶液用生理盐水配制成浓度约 64FA45。取两
只新西兰雄性成年大白兔，分 2次注射，每只家兔每
次用量为 977 > "77!F，7、?、2周各免疫 6次，第 9次
免疫后 !天耳静脉采血，进行血清抗体滴度的测定。
若达到要求在第 67天从耳静脉进行加强免疫，I周
时取全血，分离血清，分装成小份 O !7H保存。
!"#"& 融合蛋白抗血清的鉴定：

J5D.M检测抗血清滴度：用纯化的融合蛋白抗
原以 ?77,F包被酶标板，以未免疫前的抗血清为阴

性对照，分别检测两只家兔抗血清的效价，方法参照

文献［6?］。
P-1’-0, 3%+’’*,F检测：样品经 .Q.<8M$J电泳后

用 3*+<R(S公司的电转仪将蛋白转至硝酸纤维素膜
上。一抗为作者用 $.:<C/:D蛋白制备的兔 DF$；二
抗为辣根过氧化物酶（BR8）标记的羊抗兔 DF$。具
体的实验操作参考分子克隆［69］。

# 结 果

#"! 重组克隆的构建与鉴定
重组表达载体 /$J;2:<C/:D 的构建过程见图

6。重组质粒经 %&’R T（9977G/，6U77G/）、()* D
（?U7G/，2U!7G/）、+&’R D（"?"UG/）、 +&’R DA,-. D
（6?"@G/，2777G/）酶切均获得了与预期大小相符的
片断，测序结果进一步表明，插入的 /012 基因序列
完全正确，插入位点和中间连接区也与设计相符，

保证了 $.: 与 C/:D 的一致读框，并带有正确的
:)0+4G*,切割识别序列（5-& T(% 80+ M0F!$%K .-0）。

图 6 重组质粒 /$J;2:<C/:D的构建过程
V*FW6 C+,1’0&X’*+, +Y 0-X+4G*,(,’ /%(14*S /$J;2:<C/:D

#"# ’()*+,)-在 ! . "#$% /0#!中的表达
将 /$J;2:<C/:D重组体经 D8:$诱导后，收集菌

体进行 .Q.<8M$J，结果与未诱导的阴性对照相比有
明显的融合蛋白表达带，分子量约为 9!ZQ，与理论
值相符，经薄层层析扫描显示表达蛋白约占菌体蛋

白的 27#。表达后的菌体经超声破碎后，分别取上
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清和沉淀电泳，结果表明融合蛋白主要以可溶的形

式存在于上清中（见图 ! 泳道 "），且表达量在诱导
#$后达到峰值（见图 #泳道 #）。

图 ! 重组蛋白的可溶性分析（箭头所示为表达带）
%&’(! )*+,-&+&./ 010+/2&2 *3 4)567859 3,2&*1 8:*.;&1

图 # 4)567859融合蛋白在 <( =*+& >?!@中不同
诱导时间的表达检测（箭头所示为表达带）

%&’(# <A8:;22&*1 *3 4)567859 3,2&*1 8:*.;&1 &1
! ( "#$% >?!@0. B&33;:;1. .&C;2 03.;: &1B,=.&*1

!"# 融合蛋白的亲和纯化及柱上切割
由于嵌合蛋白的 D端融合有 4)5蛋白，它是载

体 84<EF56@上所携带的。4)5蛋白的存在可使融
合蛋白方便地利用亲和层析进行纯化。纯化获得的

融合蛋白 4)567859经 )G)6HI4<检查，只有一条约
#JKG的蛋白带，经薄层层析扫描纯度可达 L"M以上
（见图 F 的 @ N # 泳道）。融合蛋白经 5$:*C-&1 H:*6
.;02;进行 O$ 的柱上酶切后，收集酶切液进行 )G)6
HI4<，可见在约 @PKG大小处有单一特异的 7859蛋
白条带（见图 F的 F N "泳道）。
!"$ 纯化蛋白的胰蛋白酶活性测定
经与标准品胰蛋白酶 5:/82&1反应，融合蛋白及

切开的 7859蛋白均具有明显的胰蛋白酶抑制剂活
性。其抑制活力随着融合蛋白含量的增加而递增，

基本成一种线性关系（见图 "）。表明用菌体上清纯
化出的重组蛋白很好地保留了 7859蛋白的生物学
活性。

图 F 纯化蛋白的 )GI6HI4<
%&’(F 4)567859 8,:&3&;B -/ 4+,.0.$&*1; );8$0:*2; F>

图 " 7859胰蛋白酶抑制剂活性测定
%&’(" 7859 .:/82&1 &1$&-&.&*1 0=.&Q&./

!"% 融合蛋白免疫原性的 &’()*检测结果
用纯化的 4)567859 免疫家兔，经 #次免疫后取

少量血清用 <?9)I进行抗体滴度的测定。以免疫前
的家兔血清为阴性对照，将待测血清及对照均进行

倍比稀释，加入包被有抗原的酶标板中，并与羊抗兔

9’4反应，显色后测定其 F"P 1C 处的光吸收值。以
&’F"P大于相应稀释度的阴性对照 &’ 值两倍以上
者为阳性。测定结果两只家兔的抗血清效价均达到

@ R!PPPP。
!"+ 纯化蛋白的,-./-01 234//516 检测
将诱导表达前、后的重组体菌体总蛋白及纯化

出的融合蛋白 4)567859，切割后的 7859蛋白经 )G)6
HI4<后（见图 O6I），电转至硝酸纤维素膜上，用兔
抗融合蛋白的多抗进行 S;2.;:1 -+*..&1’ 杂交分析
（见图 O6>）。结果显示兔抗血清与菌体中及过柱纯
化出的融合蛋白在约 #JKG处形成了特异的抗原6抗
体反应条带，而与切开后的 7859蛋白亦有特异结合
（约 @PKG处）。证实了抗血清的特异性。

# 讨 论
为进行转 ()* 基因水稻中 7859蛋白的安全性

评价，我们首先需要在体外建立合适的大肠杆菌表

达系统，以获得足量的抗虫 7859蛋白。在我们的实
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验中，采用的是刘春明［!"］从豇豆的 #$%&中扩增出
的片段，它含有由 ’(多个氨基酸编码的 )*+,成熟

蛋白，并在 -.端有一段 /0个氨基酸的引导肽序列，
但不包含 )*+, #$%&的 -.及 1.非编码区。

图 2 34+5)*+, 67897:; <=>99?;@ 分析（箭头所示为表达带）
A?@B2 67897:; <=>99?;@ C;C=D8?8 >E 34+5)*+,

&B 4$45F&3G；<B 67897:; H=>99?;@

在实验室早期的工作中，曾分别构建了 )*+,的
1个大肠杆菌表达载体 *<I)*+,//!1，*<I)*+,//(!
和 *G+5)*+,，其中前两者中 !"#$ 基因处于 FJFK 启

动子及 %! &’’-0 热诱导表达系统的调控之下。在
*G+5)*+,中，!"#$ 受控于 +0 J%&聚合酶调控的 +0
噬菌体"!(启动子，,F+3诱导宿主 +0 J%&聚合酶
的表达，进而启动 F"!(控制下的 !"#$ 的转录。但
1个表达菌诱导后进行 4$45F&3G均检测不到表达
产物，并且诱导表达对宿主细胞有致死作用［!-］。推

测可能是由于 )*+,在大肠杆菌中的表达强烈干扰
了宿主细胞的正常生理功能，从而造成了细胞死亡。

因此在本实验中我们考虑进行融合表达，一方

面融合蛋白本身并不影响 )*+,的活性，又减少了对
于细胞的毒副作用；另一方面由于天然的 )*+,蛋白
仅有 ’(多个氨基酸，分子量太小，相应的免疫原性
较低。进行融合后蛋白的分子量加大，解决了 )*+,
本身分子量太小，免疫动物制备抗体时免疫原性较

小的弊端。

*3GL表达系统［!2］是目前广泛使用的一种融合
蛋白体系，可用于表达和纯化用作免疫原和生化、生

物制剂的多肽，或用于构建 #$%&表达文库。每个
*3GL载体都有一个编码谷胱甘肽 45转移酶（34+）
的开放阅读框，其后是单一的限制性内切酶位点，然

后是相应于该阅读框的终止密码子。它带有的 34+
部分本身的免疫原性不强，但却可利用它与 3=M9C5
9N?>;7 47*NC:>87 "<的特异结合进行亲和纯化。每个
载体中的克隆位点都可相应于各自不同的读码框

架。因此我们首先需要选择恰好能使外源多肽及

34+得以符合读框表达的载体。据此原理我们选择
了 *3GL"+5! 载体，它上面还带有位点特异性的

+N:>OH?;凝血酶的切割识别序列，可在必要时用于
去掉融合的 34+标签。
在转基因食品（3PA）中除了要对目的基因表达

蛋白进行安全性评价外，为保护消费者利益，便于消

费者选择，还必须发展相应的检测手段，对 3PA中
的外源蛋白进行定性及定量标识［’］。且有证据表

明，外源抗虫基因在植物中的表达水平与抗虫性呈

正相关性，例如在转 !"#$ 基因的烟草中，随着 )*+,
表达量的增加，相应的抗虫能力也提高［!］。目前，

修饰后的 !"#$ 基因 (!) 已转入棉花、玉米和叶菜
类蔬菜等多种粮食和经济作物中，以提高这些作物

的抗虫性。因此本实验制备的具有良好生物学活性

及免疫原性的 )*+,纯蛋白为今后进一步制备高特
异性的单克隆抗体，用于获取 3PA中的 )*+, 蛋白
进行实质等同性分析；或用于进行 )*+,蛋白及其修
饰蛋白在 3PA中的定性、定量检测等打下了良好的
基础。尤其是可推广利用 GK,4&方法，简便、灵敏、
特异的对大批量转基因植株中目的蛋白的稳定表达

状况及表达水平进行测定。这些均是转基因作物安

全性评价不可或缺的环节。目前有关的工作正在进

行中。
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