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日本囊对虾 Kunitz型蛋白酶抑制剂在毕赤酵母中的表
达纯化及活性分析 

陈丹丹 1,2, 何南海 1,2, 张名昌 1,2 
1 厦门大学生命科学学院, 厦门 361005 
2 国家海洋局第三海洋研究所, 海洋生物工程重点实验室, 厦门 361005 

摘  要: SKPI(shrimp Kunitz-type protease inhibitor)是日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)体内的一个小分子多肽, 含有

一个 Kunitz 型结构域, 属于丝氨酸蛋白酶抑制剂。目前已知丝氨酸蛋白酶抑制剂在节肢动物免疫系统中起着非常重要

的作用, 为了了解 SKPI 在对虾天然免疫系统中的作用, 首先对其进行了重组表达。从日本囊对虾肝胰腺中扩增 skpi 的

cDNA 片段, 插入改造后的 pPIC9K 酵母表达载体, 获得的重组质粒转化至毕赤酵母 GS115 进行表达。由于改造的

pPIC9K 载体加入了 6-His 标签, 因此利用 Ni Sepharose High Performance 对 SKPI 进行了高效纯化。初步的活性研究表

明, 重组表达的 SKPI 能特异性地抑制胰蛋白酶的水解活性。 
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Abstract: SKPI (shrimp Kunitz-type protease inhibitor) from Marsupenaeus japonicus is a member of serine protease inhibitors 
which play an important role in the arthropod immunity. To fully understand its function in the innate immunity of shrimp, the skpi 
gene was cloned into a modified pPIC9K vector with a 6-His tag and expressed by Pichia pastoris GS115. The secretory SKPI was 
purified from the medium with high purity by using Ni Sepharose High Performance. This results also indicated that the purified 
SKPI could inhibit the activity of trypsin specifically. 
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对虾是海产品中产值最高的品种之一, 日趋严

重的对虾病害给对虾养殖业造成了巨大的经济损

失。由于使用抗生素等药物有安全性和抗药性等方

面的考虑, 因此国内外研究学者希望通过研究对虾

的天然免疫机制, 提高对虾本身的抗病能力来解决

病害问题。本研究小组在前期的工作中利用抑制性
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差减杂交(Suppression subtractive hybridization, SSH)

的方法, 得到了许多与日本囊对虾天然免疫相关的

基因, 其中有些更是首次在对虾中发现[1,2], skpi 就

是其中之一(GenBank accession No. AY435042)。 

skpi编码区全长 243 bp, 编码一个由 15个氨基

酸的信号肽和 Kunitz蛋白酶抑制剂结构域组成的小

分子多肽。Kunitz 结构域中含有 4 个半胱氨酸所形

成的 2 对二硫键, 含有此结构域的蛋白广泛存在于

动植物当中, 是一类丝氨酸蛋白酶抑制剂[3–6]。研究

发现, 节肢动物的丝氨酸蛋白酶抑制剂可以保护宿

主免受病原的感染。有些可能是通过抑制真菌或细

菌的蛋白酶; 有些可能是调节内源的蛋白酶, 而这

些蛋白酶参与了体内的凝集反应、酚氧化酶激活反

应或是细胞因子的激活反应[7]。另外, 丝氨酸蛋白酶

抑制剂也是治疗一些病毒性疾病的潜在药物[8]。由

此可见, 丝氨酸蛋白酶抑制剂在宿主的免疫系统中

起着重要的作用。为了了解 SKPI在日本囊对虾中的

功能, 本研究首先利用毕赤酵母表达系统成功地对

其进行了表达, 并获得了高纯度的重组蛋白。进一

步研究发现, 此重组蛋白能明显的抑制胰蛋白酶的

水解活性, 但不能抑制蛋白酶 K和枯草菌溶素。 

1  材料与方法 

1.1  质粒及菌株 
大肠杆菌 Top10F’为本实验室保存, 毕赤酵母

菌 GS115购自 Invitrogen公司, 改造的 pPIC9K酵母

表达载体由中国科技大学周丛照教授馈赠。 

1.2  主要试剂 
逆转录酶购自 Invitrogen公司, 限制性内切酶、

T4 连接酶购自 TaKaRa 公司。蛋白质定量试剂盒购

自 PIERCE公司。Ni Sepharose High Performance购

自 Amersham 公司。低分子量蛋白标准物及胰蛋白

酶购自上海生工。BAPNA购自 Sigma公司。 

1.3  引物设计及目的基因的扩增 
实验室前期的 SSH 工作获得了 skpi 的全长

cDNA 序列, 利用 SignalP 3.0 软件进行了信号肽分

析, 然后结合改造的 pPIC9K载体序列设计引物。上

游引物为: YSKPI-F: 5′-CCGGAATTCCAAATTCA 

CCCGAAAGAA -3′ (EcoR I), 下游引物为: YSKPI-R: 
5 ′-CGCGGATCCGCGCTCGCAAAGCCACAT-3 ′ 
(BamH I)。取日本囊对虾肝胰腺, 按 Trizol试剂操作

说明抽提总 RNA。取 2 μg总 RNA为模板进行逆转

录, 再以逆转录产物为模板进行 PCR扩增。 

1.4  表达质粒 pPIC9K-SKPI-His 的构建 
回收后的 PCR产物经 EcoR I 和 BamH I双酶切

后, 与同样双酶切过的 pPIC9K-His 连接, 转化大肠

杆菌 Top10F’感受态细胞, 用含 Amp(100 μg/mL)的

LB 琼脂平板筛选阳性克隆。重组质粒经 EcoR I/ 

BamH I双酶切鉴定后, 送 TaKaRa公司测序鉴定。 

1.5  重组质粒 pPIC9K-SKPI-His 的电转化及筛选 
重组质粒 pPIC9K-SKPI-His 用 Sal I 线性化后, 

经 BTX电穿孔仪电击转化 GS115。酵母感受态的制

备参照文献[9]。电击条件: 电压 1500 V, 电容 50 μF, 

电阻 189 Ω。电击后的酵母菌涂 MD平板, 30℃放置

2~3 d。用 PCR法筛选阳性转化子。 

1.6  重组酵母的诱导表达与小量检测 
挑取阳性酵母单菌落到 20 mL的 BMGY培养基

中, 30℃ 250 r/min 培养至 OD600达到 2~6, 离心后
弃上清, 菌体重悬于 100 mL BMMY 培养基, 28℃ 
250 r/min, 每 24 h补加终浓度为 1%(V/V)的甲醇。取
诱导 48 h 和 72 h 的培养基 1 mL, 用台式离心机
12 000 g离心 5 min, 上清用三氯乙酸(TCA)浓缩 10
倍后, 进行 Tricine-SDS-PAGE 电泳。考马斯亮蓝染
色和 Western blot鉴定目的蛋白的表达, 鼠抗 6×His
的单克隆抗体为一抗, 碱性磷酸酶标记的羊抗鼠多
克隆抗体为二抗, 用 NBT/BCIP显色。 

1.7  产物的纯化与鉴定 
诱导后的培养基 1 L 离心后取上清, 借助蠕动

泵自动上样, 用 Ni Sepharose High Performance纯化

蛋白。洗脱的样品装入截留分子量为 3 kD的透析袋

后, 放入 1 L 0.9% NaCl溶液中, 4℃透析。透析后的

样品进行 Tricine-SDS-PAGE电泳和蛋白质定量。 

1.8  重组蛋白的活性鉴定 
蛋白酶抑制活性鉴定主要参照文献[10]。重点介

绍测定胰蛋白酶抑制剂活性的方法, 操作如下: 取 3

个 1.5 mL离心管, 分别加入 480 μL 0.2 mol/L三乙

醇胺缓冲液 pH 7.8(内含 0.02 mol/L CaCl2), 然后在 1

号离心管中加入 60 μL的 0.001 mol/L HCl和 60 μL 

的 0.9% NaCl(空白组), 在 2号离心管中加入 60 μL

胰蛋白酶溶液(用预冷的 0.001 mol/L HCl 配制)和 

60 μL 的 0.9% NaCl(未抑制组), 在 3号离心管中加

入 60 μL胰蛋白酶溶液和 60 μL 的 SKPI溶液(抑制



502    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech                 March 25, 2008  Vol.24  No.3 

  

Journals.im.ac.cn 

组), 混匀后 25℃温育 5 min, 然后分别加入 300 μL

的 0.1%(W/V) BAPNA, 立即混匀并迅速倒入比色杯

中, 测定 5 min内的 A405nm, 根据下列公式计算 SKPI

的抑制百分率。调整 SKPI和胰蛋白酶的摩尔比, 绘

制抑制曲线。 

450nm 405nm

405nm 405nm

/ minute / minute
(%) 100

/ minute / minute
A A
A A

Δ Δ
= ×
Δ Δ

未抑制组- 抑制组
抑制率

未抑制组- 空白组
 

 

2  结果 

2.1  阳性酵母转化子的筛选鉴定 
pPIC9K-SKPI-His 用 Sal I 线性化后, 电转化

GS115宿主菌, 涂布 MD平板, 菌落 PCR鉴定(引物

YSKPI-F/YSKPI-R)。鉴定结果见图 1, 阳性转化子

可以扩增出约 200 bp 条带。 

 

图 1  pPIC9K-SKPI-His 转化 GS115 后菌落 PCR 鉴定 
Fig. 1  Identification of positive clones by PCR 

M: DNA marker (100~600 bp);  
1~12: 12 different clones tested by PCR 

 

2.2  诱导后小量检测及 Western blot 结果 
预计重组 SKPI的分子量只有 8.7 kD, 用常规的

SDS-PAGE 电泳无法得到理想的电泳分辨率, 因此

所有蛋白质电泳均采用 Tricine-SDS-PAGE 电泳系

统。考马斯亮蓝染色结果显示(图 2), 诱导 48 h后已

出现一条明显的差异条带(图 2A), 且诱导 72 h后差

异条带表达量增加(图 2B)。Western blot结果证明此

差异条带即是 SKPI(图 3)。 

2.3  纯化产物的 Tricine-SDS-PAGE 分析及定量 
经 Ni Sepharose High Performance纯化后, 得到

约 4 mL的样品, 用 Tricine-SDS-PAGE进行分析, 结

果表明纯化的 SKPI 达到了电泳纯(图 4)。PIERCE

蛋白质定量试剂盒测定样品的浓度为 400 μg/mL, 

即表达产物的产率约为 1.5 mg/L培养基。 

2.4  重组蛋白的蛋白酶抑制剂活性分析 
测试了重组蛋白对 3 种丝氨酸蛋白酶的抑制活

性, 结果显示 SKPI不能抑制蛋白酶K和枯草菌溶素, 

但可以显著抑制胰蛋白酶的水解活性。通过改变

SKPI和胰蛋白酶溶液的摩尔比(0、0.25、0.5、0.75、

1.0、1.25), 证实 SKPI属于单头抑制剂, 即一分子的

SKPI可以结合一分子的胰蛋白酶(见图 5)。 

 

图 2  Tricine-SDS-PAGE 
Fig. 2  Tricine-SDS-PAGE analysis 

(A) induction with methanol for 48 h; (B) induction with methanol 
for 72 h. M: protein marker (4.1-66 kD); 1~6: recombinant Pichia 
strains with skpi gene; N: recombinant Pichia strain (no insertion) 

 

图 3  Western blot 
Fig. 3  Western blot analysis 

1~3: three samples (expression of recombinant Pichia strain with 
skpi gene); N: negative control (expression of recombinant Pichia 

strain without insertion) 

3  讨论 

由于目前缺乏稳定的虾细胞系且直接从虾体内

分离蛋白的成本极高, 因而目的蛋白的获得依赖于

体外的重组表达。本研究中, 最初使用过 pGEX-4T-2
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和 pET-His对 SKPI进行原核表达, 但表达的重组蛋

白全部以包涵体的形式存在, 最后利用毕赤酵母表

达系统成功地对 SKPI进行了分泌表达。从大体积培

养基中纯化蛋白时, 我们使用了 Ni Sepharose High 

Performance, 和传统的Ni柱相比它具有更强的结合

能力; 此外, 不需要和样品预先结合 1 h, 因此使用

简易的装置即可利用蠕动泵自动上样, 大大节省了

劳动力和缩短了纯化时间, 且获得了高纯度的目的

蛋白, 使得相关的功能研究得以顺利开展。 
 

 

图 4  纯化产物的 Tricine-SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  Analysis of purified SKPI by Tricine-SDS-PAGE 
M: protein marker (4.1~66 kD); 1: the purified protein (SKPI) 

 

图 5  SKPI 抑制胰蛋白酶水解活性的抑制曲线 
Fig. 5  Stoichiometry of the inhibition of trypsin by the 

purified SKPI 
 

由于 SKPI是由一个Kunitz结构域组成, 因此预

测它具有丝氨酸蛋白酶抑制剂活性。通过初步的活

性研究, 我们发现在摩尔比为 1:1的条件下, 重组表

达的 SKPI 能完全抑制胰蛋白酶的水解活性, 证实

SKPI 确实属于丝氨酸蛋白酶抑制剂 ; 同时发现

SKPI 不能抑制蛋白酶 K 和枯草菌溶素的水解活性, 

说明 SKPI 的丝氨酸蛋白酶抑制活性具有一定的特

异性。前期的 SSH 结果显示, 在受微生物胁迫的日

本囊对虾中, skpi 基因的表达量显著增加[1], 因而我

们推测 SKPI 在日本囊对虾抵抗微生物感染的天然

免疫过程中起着重要的作用。节肢动物的丝氨酸蛋

白酶抑制剂一般被认为可能是通过抑制微生物的蛋

白酶或是通过调节一些内源性的蛋白酶, 从而保护

宿主免受病原的感染[7]。目前, 我们正在开展一系列

的研究工作, 旨在更全面、更深入地阐明 SKPI在日

本囊对虾天然免疫中的功能及作用机制。 
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