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摘 要 对 "K份小麦和山羊草材料的小麦抗虫 !O?E!S淀粉酶抑制因子成熟蛋白编码基因进行了分离克隆和序列分析。结
果发现，在二倍体材料中!S淀粉酶抑制因子由单个基因编码，而在普通小麦中是以多拷贝的形式存在。从中得到 "K个 !O?E

!S淀粉酶抑制因子基因，其中 !个来自普通小麦与 "个来自粗山羊草的基因编码的抑制因子与 VE7M $\"%的氨基酸序列完全
相同，为同一蛋白。在普通小麦中得到 "个编码蛋白质与 VE7M $\#J十分相似的基因。序列分析表明，!O?E!S淀粉酶抑制因
子成熟蛋白编码基因在序列大小与核酸组成上都十分相似，一致性达到 %"\!]。这说明小麦和山羊草中 !O?E!S淀粉酶抑制
因子基因可能起源于相同原始基因。
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由于受到各种害虫的攻击，每年世界上的粮食

会减产 !"#［$］。淀粉类的植物种子富含蛋白质、
糖、脂质，因此容易受到害虫（特别是象鼻虫）的“攻

击”。通常植物本身有一些抵抗害虫的机制，在一定

程度上可以减低害虫的危害，这些机制是在植物长

期进化过程中形成的［%］。参与植物自身的防御体系

有抗生素、生物碱、萜烯、氰化物和一些蛋白质，而酶

抑制因子就是蛋白质类中重要的一种。

!&淀粉酶抑制因子属于糖（苷）水解酶抑制因
子，是一个庞大的蛋白质家族，目前在医药和农业上

具有广泛的用途。临床医学上用于防治糖尿病、高

血糖、高血脂等病症；农业上!&淀粉酶抑制因子基因
可作为抗虫基因，改良植物抗虫性，减少杀虫剂的使

用。另外，在酶学研究方面，可作为探究!&淀粉酶活
性部位的分析工具，通过选择作用来测定!&淀粉酶
同工酶的反应物，也可作为建立蛋白质与蛋白质之

间识别与相互作用的模拟体系［!］。麦类作物中存在

可抑制!&淀粉酶活性的且在胚乳中合成的多种蛋
白，称为!&淀粉酶抑制因子；按其分子量可分为三
类，第一类抑制麦类作物!&淀粉酶与枯草杆菌蛋白
酶，在大麦、小麦、黑麦中都存在；第二、三类抑制哺

乳动物!&淀粉酶、胰蛋白酶与昆虫的!&淀粉酶，在农
业害虫生物防治与疾病治疗中常作为蛋白抑制物加

以利用［’&(］。

小麦种子中含有丰富的抗虫!&淀粉酶抑制因
子，能抑制多种来自昆虫和哺乳动物的外源或内源

!&淀粉酶。部分!&淀粉酶抑制因子只专一针对昆虫
淀粉酶，因为其对来源于昆虫的酶有强抑制作用，而

对来源于哺乳动物的唾液淀粉酶和胰淀粉酶作用却

很小或者没有［’，"］。其中，对分子量为 $%)*（+,%-家
族）和 %’)*（+,$.家族）的两个抑制因子家族研究较
多［-］。%’)*二聚!&淀粉酶抑制因子是一类天然的
抗虫蛋白，对某些害虫的!&淀粉酶具有抑制作用，该
家族中抑制因子均为 $%’ 个氨基酸残基的小蛋白
质，其中 /*01 +,$.和 /*01 +,2!两个因子在氨基
酸序列上仅有 " 个位置发生替换，有 .’#的同源
性，但是 +,$.因子作用范围非常广泛，而 +,2!因子
则专一作用于昆虫!&淀粉酶，对同一淀粉酶的抑制
活力也存在 $++倍的差异［$］。345等对 +,$.因子的
晶体结构做了详细研究，目前它是谷物!&淀粉酶抑
制因子中唯一一个已知 !* 结构的蛋白因子（6*7
1*&894:：$;<<），对于其与哺乳动物、昆虫!&淀粉酶
的作用机理也有了深入的研究［.］。

植物种子和其他器官中的!&淀粉酶抑制因子能

有效控制食叶类昆虫的数量［$+］，特别是控制以淀粉

作为主要能量来源的昆虫［$$］。7=基因抗虫谱十分
有限，无法对付西部玉米食根虫（>:?=:@A 89@A
@99=>9@B）等农作物害虫，因为 C@D 蛋白无法结合到
这种害虫的肠膜上而不能发挥作用［$%］。相反，!&淀
粉酶抑制因子对几个目的昆虫均有毒性作用，抗虫

谱较广，可以弥补 7=毒蛋白的这一缺陷。虽然大多
数害虫可以利用多种不同特性的!&淀粉酶来消化植
物淀粉获取能量，使得没有特效的!&淀粉酶抑制因
子抑制所有种类的!&淀粉酶。但是，人们仍然可通
过植物基因工程手段利用!&淀粉酶抑制因子来控制
害虫［-］。$..+ 年 0E=5F:EE5 和 CG@H?I::E? 将菜豆中的

!01基因转入烟草并成功表达，其表达产物可以结
合到猪胰腺淀粉酶（IHJ I5A8@:5? &5BDE5?:，660）
上［$!］。$..2年 ;5@=BK=等将菜豆中!01%$的基因成
功转入两种豆科作物豌豆和豇豆，利用 6;0的启动
子获得!01%$ 蛋白的高效表达，!01可以抑制豌豆象
岬幼虫的早期发育，这样可以减少大量损失，转基因

植物具有明显的抗虫性［$’］。如果将小麦 %’)*二聚

!&淀粉酶抑制因子用于植物转基因抗虫，安全性好，
更易于人们接受。但是，目前还没有从基因水平上

研究不同!&淀粉酶抑制因子间的差异，而无法选择
合适的抑制因子基因进行植物转基因遗传改良、以

达到对不同来源的!&淀粉酶的抑制作用。本研究的
目的就是对小麦抗虫 %’)*!&淀粉酶抑制因子基因
进行分离克隆与序列分析，为筛选优异抗虫基因提

供基础。

! 材料和方法

!"! 材料
共选用 $"份小麦和山羊草材料用于小麦抗虫

%’)*!&淀粉酶抑制因子基因的分离克隆，其中包括
2份一粒小麦（ !"#$#%&’ ’()(%(%%&’ %) L %* L $’，
0B0B）、2份乌拉尔图小麦（! M &"+"$&，%) L %* L $’，
0K0K）、! 份粗山羊草（ ,- M $+&.%/## %) L %* L $’，
**）、!份拟斯卑尔脱山羊草（,- M .0-1$(#2-. %) L %*
L $’，<<）和六倍体普通小麦川农 $(（表 $）。所有材
料由四川农业大学小麦研究所提供。

!"# 方法
!"#"! 小麦!&淀粉酶抑制因子数据的收集与分析：
以小麦!&淀粉酶抑制因子编码基因 7N’%!$$+ 为基
础，在 77<OC 禾谷类功能基因组（ G==I：PP>>>M
8:@:5E?4FM K)M A:=PHA4:QM G=B）、RC71（G==I：PP>>>M A8FH M
AEBM AHG M J9S）和 T@5HAT:A:?（G==I：PP>G:5= M I>M K?45M
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!"#）数据库中进行 $%&’(比较，得到小麦及近缘物种

!)淀粉酶抑制因子核酸数据（表 *）。
!"#"# +,-提取：将 * 粒种子在黑暗条件下发芽，

取黄化苗，采用 ./-$法提取 +,-。具体操作按 0&1
等（2332）的方法［*4］进行。

表 ! 供试材料以及克隆得到的!$淀粉酶抑制因子成熟蛋白编码基因编号
%&’() ! %*) +),-)./)+ 01 2*)!$&34(&+) 5.*5’5206 7).)+ 5. 8*)&2 &.9 !"#$%&’( &//)++50.+

567897’ :71";7 -887’’9"1 :71$&1< 1=;>7?

! @ "#$#%#%%&" -; -’2A* -0B2CAD4

EF G2D*GC 1" ’7H=7187 ">(&917I

EF G2D*42 1" ’7H=7187 ">(&917I

EF G2D*4G 1" ’7H=7187 ">(&917I

EF G2D*4A 1" ’7H=7187 ">(&917I

! @ &’(’)& -= EF G2D*CB -0D4A3DA

EF G2D23D 1" ’7H=7187 ">(&917I

EF G2D24B 1" ’7H=7187 ">(&917I

EF G2DJ2D -0D4A3DB

EF GDB2AD 1" ’7H=7187 ">(&917I

*+ @ ,-+.)#/0+, 5 EF GDB2J* -0D4A3DC

EF GDB2J2 -0D4A3C3

EF GDB2JJ -0D4A3C*

*+ @ )’&,%1// + -’AC -0B2CABC

EF GCC2A2 -0D4A3D4

EF GDA2AA -0D4A3DG

! @ ’+,)/2&" -$+ .K=&11"1! *A! -0B2CAB2)-0B2CABD -0DJG2*G

!"#": E.L扩增：为了扩增出!)淀粉酶抑制因子成
熟蛋白编码基因，根据序列比对的结果设计了 *对
位 于 编 码 区 内 的 保 守 引 物 E* （ 4M)
./-/:/-/:./.:/::.:-.)JM）和 E2（4M)-./.-///N
.:.//:-./-::.)JM）。 E.L 扩 增 使 用 :717-;6
E/.)233 8O8%7?（PQ L7’7&?8K，R5-）型 E.L仪。43"S
反应总体系包括 233 T J331! 总 +,-、233";"%NS、
I,/E’、引物各 G ";"%NS、*R !’3 6"%O;7?&’7、*U4
;;"%NS P!2 V 和 * W E.L >=XX7?。反应程序为 C4Y
4;91预变性、然后 C4Y *;91、A3Y J3’和 B2Y *;91
连续 G3个循环，最后 B2Y延伸 4;91。
!"#"; E.L片段克隆、序列测定与分析：将 E.L产
物直接纯化后测序，发现二倍体材料的产物为单一

组成，而普通小麦的产物为混合成分。因此，普通小

麦 E.L产物克隆到 6$%=758?96( 5Z（ V）)/载体测序，
测序由商业公司（华大中生）进行。感受态细胞制

作，阳性克隆筛选参照 [&1! 等（233G）方法［*A］。利
用 ,.$F网址中的 >%&’(等分析软件以及 +,-;&1 GU3
进行 +,-序列拼接、核苷酸与氨基酸序列分析。

# 结果和分析

#"! !$淀粉酶抑制因子编码基因克隆与测序
对 $$5L.、,.$F 和 :?&91:717’ 中小麦 2G<+ 家

族!)淀粉酶抑制因子编码基因以及其同源 \5/序列
比较得知，!)淀粉酶抑制因子编码基因内没有内含
子。用 E*NE2引物扩增 *B份供试材料，在乌拉尔图
小麦 EFG2D23D、EFG2D24B和 EFGDB2AD，拟斯卑尔脱山
羊草 EFG2D*GC、EFG2D*42、EFG2D*4G 和 EFG2D*4A 中未
能得到扩增产物。在其他材料中得到 *个特异性扩
增片段，其分子量约为 G33>6。E.L产物显示 E*NE2
引物扩增产物为同一大小的片段，在不同物种间没

有差异。将 E.L产物纯化后直接测序，来自二倍体
材料的 E.L产物由单一 +,-片段组成，而来自普通
小麦的 E.L产物测序结果出现多处杂峰，推测是由
于产物中有多种 +,-片段，因此将由普通小麦中克
隆得到的!)淀粉酶抑制因子成熟蛋白编码基因回收
并连接到 6$%=758?96( 5Z（ V）)/载体，筛选得到 D个
阳性克隆，将阳性克隆分别测序。测序结果表明，在
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普通小麦中 !"#$家族!%淀粉酶抑制因子具有不同
编码基因，且以多拷贝形式存在。

!"! 核苷酸序列分析
利用 $&’()* "+,对 -.个来自于二倍体小麦、

二倍体山羊草与普通小麦的!%淀粉酶抑制因子成熟
蛋白编码基因进行比对分析发现，多数基因长度均

为 /.012，核苷酸组成上具有很高的一致性
（34+,-5），没有大片段的插入与缺失，仅来自一粒
小麦 ’6!4-和拟斯卑尔托山羊草 78"9.!/!的两个基
因为 /.412，其变异为单个碱基的插入（图 -）。在整
个成熟蛋白编码基因中共有 "/处具有一定频率的
单碱基突变，其中多数为单核苷酸多态性（:&7）位
点。

!"# 氨基酸序列分析
根据通用三联体密码推导的!%淀粉酶抑制因子

成熟蛋白氨基酸序列对比分析发现仅有少数碱基突

变能导致氨基酸序列的变化（表 !），且多数引起氨
基酸序列改变的核酸突变发生在三联体密码的前两

位。

将!%淀粉酶抑制因子成熟蛋白氨基酸序列与
;$’8,+-3、;$’8,+0/分别进行一致性比较，发现来
自粗山羊草和普通小麦的!%淀粉酶抑制因子
’<904,9"、’<904,90、’<.!34.! 和 ’<.!34.4 与

;$’8,+-3完全相同，属于同一种抑制因子；而来自
普通小麦的 ’<.!34."和 ’<.!34.9与 ;$’8,+-3差
异最大；与 ;$’8,+0/ 最一致的是来自普通小麦的
’<9/"!-"，而差异最大的是 ’<.!34." 和 ’<.!34.9
（表 /）。

表 ! 由核苷酸突变引起的氨基酸序列变化
$%&’( ! $)( %*+,- %.+/ 0%1+%2+-,3 +, 2)( (,.-/+,4

1(4+-,3 1(35’2(/ 61-* 2)( ,5.’(-2+/( .)%,4(3
&=> 7=6?@?=*! &ABCD=@?ED 6A16@?@A@?=* ’(?*= )B?E F)G?)@?=*

- -, H’H%I’J HGK%JC*

! -/ ’’J%I’J LK6%JC*

/ -3 JJI%JII JCK%’C)

" !/ IHJ%JHJ%HHJ M)C%LDA

0 !0 ’’J%’JJ LK6%’GN

4 ". II’%IJ’%I’’ ’62%’6*%O?6

. ., IJH%IJI M)C%’C)

9 .- JI’%JHI JC*%:DG

3 9! ’’J%’IJ :DG%’GN
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表 # !7淀粉酶抑制因子成熟蛋白氨基酸序列与89:;<"=>与89:;<"?#的一致性比较结果
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33+-3
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3"+/0

3/+00
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图 ! 来自山羊草与小麦的 !"个!#淀粉酶抑制因子成熟蛋白编码基因的核苷酸序列比较
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!;"王际睿等：小麦抗虫!#淀粉酶抑制因子成熟蛋白编码基因序列分析



! 讨 论
在本研究中，利用单粒种子发芽提取的 !"#进

行 $%&扩增，从中得到特异性条带，克隆并测序，发
现在小麦和山羊草二倍体物种中!’淀粉酶抑制因子
为单一核酸编码，而在六倍体小麦中克隆得到的基

因序列显示!’淀粉酶抑制因子是以多拷贝的形式存
在。不同材料中的!’淀粉酶抑制因子编码基因具有
很高的一致性，说明该基因在进化过程中是十分保

守的。由核酸推导的氨基酸序列同源性比较发现，

部分!’淀粉酶抑制因子与小麦!’淀粉酶抑制因子
(!#) *+,-完全相同，与 (!#)*+./ 一致性也达到
--0以上、仅有 ,个氨基酸残基差异。这些结果都
进一步从分子生物学水平证实了不同物种确实具有

非常保守的!’淀粉酶抑制因子编码基因，此类抑制
因子的编码基因可能起源于很少量的原始基因［,1］。

前人研究表明在一粒小麦与乌拉尔图小麦中不能检

测到!’淀粉酶抑制因子活性［,2，,-］。本研究也未能从
大多数二倍体小麦中克隆得到此类!’淀粉酶抑制因
子编码基因，仅在 ,份材料扩增出编码基因，但是由
于有 ,个碱基的插入突变而不能编码成熟蛋白。
长期以来!’淀粉酶抑制因子都被推荐用作控制

依赖!’淀粉酶来消化植物淀粉以提供能量的昆虫，

!’淀粉酶抑制因子能够有效地识别不同来源的!’淀
粉酶，但是不同!’淀粉酶抑制因子的抑制范围以及
对不同!’淀粉酶的抑制活力的差异却非常大［,］。在
一些情况下，!’淀粉酶抑制因子只对哺乳动物的!’
淀粉酶有作用，而另一些情况则只对昆虫!’淀粉酶
有抑制效果，因此可以选择专一高效的抑制因子，作

为植物抵抗外来昆虫掠夺的武器［,3］。目前研究显

示，已经有一些不同类型的植物抗虫蛋白被转基因

到作物中，成为一种经济、有效的抗虫物质［,,，,/］。因

而，筛选特效的!’淀粉酶抑制因子，并将其应用于转
基因栽培作物，以增加作物抗虫能力是十分重要的。

本研究中，已获得一些不同!’淀粉酶抑制因子基因，
下一步将对这些基因进行表达分析，从中筛选出抗

虫效果好的新基因。

"#$#"#%&#’（参考文献）

［ ,］ 456789 :;，&<=>?7 !@，A?B9 4& !" #$ C $B67D 6’6EFB6G? <7H<I<D95G
67> DH?<5 <7D?568D<97 J<DH <7G?8D 6’6EFB6G?G GD5K8DK5?，LK78D<97 67>
M9D?7D<6B L95 859M M59D?8D<97C %&’ ( )*+,-!.，3**3，()*：/-1 N
O,3

［ 3］ P8HKB?5 QR，$9MMD AS，T?55F U& !" #$ C )7G?8D’5?G<GD67D D567G=?7<8

MB67DGC /’!012 )*+"!,-0+$，,--2，+)：,V2 N ,1O
［ /］ &<<8H<59 W，#F6X9 "，PH9<8H< R !" #$ C "?J ?7YFE6D<8 GF7DH?G<G 9L

V/’E9><L<?> E6BD99B<=9G688H65<>?G 67> DH?<5 <7H<I<D95F 68D<Z<D<?G L95
HKE67!’6EFB6G?GC 3#’4+-51’#"! 6!2!#’,-，,--2，!,-：V- N 1V

［ O］ AK7>F @，Q?[=665> @，PZ?7>G?7 ) C %H6568D?5<Y6D<97 9L 6 I<LK78D<976B
JH?6D <7H<I<D95 9L ?7>9=?79KG!’6EFB6G? 67> GKID<B<G<7 C 7%)8，
,-2O，+)-（3）：3,* N 3,O

［ .］ Q?[=665> @，U[957 P\，"<?BG97 SC &F? 8H59E9G9E?G 8655F<7=
GD5K8DK5? =?7?G L95 DH? E6[95 =56<7 M59D?6G? <7H<I<D95 C 9!’!1*"#2，
,-2O，+,+：3.1 N 3.-

［ V］ A6G9[8 $， ]6J<D9JGX< @， Q9J?G "TC $9BFE95MH<GE 67>
8H59E9G9E6B B986D<97 9L ?7>9=?79KG!’6EFB6G? <7H<I<D95 =?7?G <7
89EE97 JH?6D C /-!+’ :;; <!0!"，,--/，./：,*O/ N ,*O2

［ 1］ 4?7= SQ，&<8H65>G97 A，%H?7 AP !" #$ C !’#EFB6G? <7H<I<D95G
L59E JH?6D：6 G?^K?78?G 67> M6DD?57G 9L <7H<I<D<97 9L <7G?8D 67>
HKE67!’6EFB6G?GC =02!," )*+,-!. >+$ )*+，,--V，()：O,- N O3V

［ 2］ P<BZ6 A%，!6 A，S59GG< A4 !" #$ C #76BFG<G 9L GD5K8DK56B 67>
MHFG<89’8H?E<86B M656E?D?5G <7Z9BZ?> <7 DH? GM?8<L<8<DF 9L I<7><7=
I?DJ??7 6’6EFB6G?G 67> DH?<5 <7H<I<D95GC ?’+"!*0 %0@*0!!’*0@，
3***，+!：,V1 N ,11

［ -］ $6F67 4C PD5K8DK56B I6G<G L95 DH? <7H<I<D<97 9L E6EE6B<67 67> <7G?8D
!’6EFB6G? IF MB67D <7H<I<D95GC )*+,-*. )*+;-52 :,"#，3**O，+)*)：
,1, N ,2*

［,*］ S6D?H9KG? #A&， S6D?H9KG? @#C )>?7D<LF<7= M59D?<7G J<DH
<7G?8D<8<>6B 68D<Z<DF： KG? 9L ?789><7= =?7?G D9 M59>K8? <7G?8D’
5?G<GD67D D567G=?7<8 859MGC ?!2"，,--2，/(：,V. N ,1.

［,,］ 456789 :;，&<=>?7 !@，A?B9 4& !" #$ C #8D<Z<DF 9L JH?6D!’6EFB6G?
<7H<I<D95G D9J65>G I5K8H<>!’6EFB6G?G 67> GD5K8DK56B ?_MB676D<97 9L
9IG?5Z?> GM?8<L<8<D<?GC %&’ ( )*+,-!.，3***，()-（2）：,OVV N ,O1/

［,3］ R<D65?7X9 \， %H5<GM??BG A@C 8!"# 8B97<7=， I<9’8H?E<86B
8H6568D?5<Y6D<97 67> <7H<I<D<97 IF MB67D <7H<I<D95G 9L DH?!’6EFB6G?G
9L DH? (?GD?57 8957 599DJ95E，A*#4’+"*,# B*’@*C!’# B*’@*C!’# C =02!,"
)*+,-!. >+$ )*+$，3***，!,：-1- N --*

［,/］ #BD6I?BB6 R，%H5<GM??BG A@，R9I6889 MB67DG D567GL95E?> J<DH!:=
=?7? ?_M5?GG 67 <7H<I<D95 9L <7G?8D!’6EFB6G? <7 DH?<5 G??>GC ?$#0"
?-52*+$，,--*，*!：2*. N 2,*

［,O］ P8H59?>?5 Q\，S9BB6G8H P，A995? # !" #$ C U?67 !’6EFB6G?
<7H<I<D95 897L?5G 5?G<GD678? D9 DH? M?6 J??Z<B（)’&,-&2 ;*2+’&.）<7
D567G=?7<8 M?6G（?*2&. 2#"*B&. ;C）C ?$#0" ?-52*+$，,--.，+,-：
,3// N ,3/-

［,.］ ‘67 ]，(67 ‘，;<K T !" #$ C )>?7D<L<86D<97 9L 6 79Z?B QA(
=BKD?7<7 GKIK7<D 67> 89EM65<G97 9L <DG 6E<79 68<> G?^K?78? J<DH
DH9G? 9L H9E9B9=9KG GKIK7<DGC 3-*0!2! 8,*!0,! )&$$!"*0，3**3，0-
（/）：33* N 33.

［,V］ (67= @&，‘67 ]Q，(?< ‘A !" #$ C # 79Z?B H<=H’E9B?8KB65’J?<=HD
GKIK7<D =?7? \?,+. L59E %$5"’*@*# !$+0@#"#（Q9GD）"?ZGX< C (
3!’!#$ 8,*，3**O，0,：32- N 3-O

［,1］ UK979895? a，$?D5K88< R，P<B679 a，(H?6D M59D?<7 <7H<I<D95G 9L 6’
6EFB6G?C ?-5"+,-!.*2"’5，,-11，+)：2,, N 23*

［,2］ U?>?DD< %，U9YY<7< #，P<B679 a !" #$ C #EFB6G? M59D?<7 <7H<I<D95G
67> DH? 59B? 9L :!@*$+;2 GM?8<?G <7 M9BFMB9<> JH?6D GM?8<6D<97C
)*+,-*. )*+;-52 :,"#，,-1O，!)(（3）：3-- N /*1

［,-］ a<DD9YY< ;，A95<G< S，P<B679 aC %97D<7K9KG 6KD9E6D?> 6GG6F 9L
6BMH6’6EFB6G? <7H<I<D95GC ( 8,* 7++1 :@’*,，,-1V，(-（.）：OO- N
O./

3O1 3-*0!2! (+&’0#$ +C )*+"!,-0+$+@5 生物工程学报 3**.，a9B+3,，"9+.


