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摘   要：本研究旨在通过蛋白质工程手段获得结构均一性更好、活性更高、抗真菌能力更强的家

蚕蛋白酶抑制剂 BmSPI38 的串联多聚体蛋白。利用原核表达技术获得 BmSPI38 串联多聚体蛋白，

并通过蛋白酶抑制剂胶内活性染色、蛋白酶抑制实验和真菌生长抑制实验等探讨串联多聚体化对

BmSPI38的结构均一性、抑制活性和抗真菌能力的影响。活性染色结果表明，基于多肽柔性接头的

串联表达能够极大提高 BmSPI38 蛋白的结构均一性。蛋白酶抑制实验表明，基于接头的串联三聚

体化和四聚体化能提高 BmSPI38 对微生物蛋白酶的抑制能力。孢子萌发实验表明，

His6-SPI38L-tetramer 对球孢白僵菌 (Beauveria bassiana)分生孢子萌发的抑制能力显著强于

His6-SPI38-monomer。真菌生长抑制实验显示，能够通过串联多聚体化来增强 BmSPI38 对酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)和白色念珠菌(Candida albicans)的抑制能力。本研究成功实现 BmSPI38
的串联多聚体在大肠杆菌中的异源活性表达，并证实可通过串联多聚体化来增强 BmSPI38 的结构

均一性和抗真菌能力，不仅可为培育抗真菌转基因家蚕提供重要的理论依据和新策略，还将推动

BmSPI38 的外源生产及在医疗领域的应用。 
关键词：家蚕；蛋白酶抑制剂；串联多聚体；异源表达；结构均一性；抗真菌活性 

·生物技术与方法· 
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Abstract: The aim of this study was to prepare tandem multimeric proteins of BmSPI38, a 
silkworm protease inhibitor, with better structural homogeneity, higher activity and stronger 
antifungal ability by protein engineering. The tandem multimeric proteins of BmSPI38 were 
prepared by prokaryotic expression technology. The effects of tandem multimerization on the 
structural homogeneity, inhibitory activity and antifungal ability of BmSPI38 were explored by 
in-gel activity staining of protease inhibitor, protease inhibition assays and fungal growth 
inhibition experiments. Activity staining showed that the tandem expression based on the 
peptide flexible linker greatly improved the structural homogeneity of BmSPI38 protein. 
Protease inhibition experiments showed that the tandem trimerization and tetramerization based 
on the linker improved the inhibitory ability of BmSPI38 to microbial proteases. Conidial 
germination assays showed that His6-SPI38L-tetramer had stronger inhibition on conidial 
germination of Beauveria bassiana than that of His6-SPI38-monomer. Fungal growth inhibition 
assay showed that the inhibitory ability of BmSPI38 against Saccharomyces cerevisiae and 
Candida albicans could be enhanced by tandem multimerization. The present study successfully 
achieved the heterologous active expression of the silkworm protease inhibitor BmSPI38 in 
Escherichia coli, and confirmed that the structural homogeneity and antifungal ability of 
BmSPI38 could be enhanced by tandem multimerization. This study provides important 
theoretical basis and new strategies for cultivating antifungal transgenic silkworm. Moreover, it 
may promote the exogenous production of BmSPI38 and its application in the medical field. 
Keywords: Bombyx mori; protease inhibitor; tandem multimer; heterologous expression; structural 
homogeneity; antifungal activity 

 
家蚕(Bombyx mori)是一种具有巨大的经济

价值的绢丝昆虫，有大量的基础研究积累，已成

为昆虫生物化学、遗传学和基因组学的最佳模型

之一[1-4]。家蚕经过数千年人工驯化，尽管获得

了适合群居饲养和发育整齐等有利于生产的特

性，却也积累了易受病原微生物感染的不利性

状。昆虫致病性真菌，作为一种新型生物农药，

已被广泛应用于农林害虫防治和蚊虫控制。真菌

生物农药的使用，不可避免地会与家蚕发生交叉

感染，引发高致病性蚕病，严重影响茧丝产量和

质量，给整个桑蚕行业造成重大经济损失。因此

阐明家蚕对真菌病害的防御机制，寻求新的防御
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措施，创新家蚕遗传素材，对整个蚕业生产具有

重要意义。 
昆虫致病性真菌是通过机械压力及酶的降

解的联合作用来穿透昆虫体壁的[5-7]。许多昆虫

致病性真菌都会分泌类枯草杆菌蛋白酶，即体壁

降解蛋白酶。体壁降解蛋白酶是一种重要的毒力

因子，通常在孢子萌发时分泌于昆虫体壁，并参

与宿主表皮的穿透过程[8-9]。过表达这些毒性蛋

白酶，能够显著增强致病性真菌毒力[10-12]。与哺

乳动物不同，昆虫缺少淋巴细胞或免疫球蛋白，

丝氨酸蛋白酶抑制剂被认为在昆虫免疫中起重

要作用[13-15]。前期的研究对免疫相关的家蚕蛋白

酶抑制剂进行了系统鉴定，发现很多胰蛋白酶抑

制剂样富含半胱氨酸的结构域(trypsin inhibitor- 
like cysteine-rich domain, TIL)类蛋白酶抑制剂

在微生物添食感染后上调表达，暗示 TIL 类蛋白

酶抑制剂可能参与家蚕的免疫过程[16-17]。两个结

构独特的 TIL 类蛋白酶抑制剂 BmSPI38 和

BmSPI39 能够通过抑制昆虫致病性真菌分泌的

体壁降解蛋白酶 CDEP-1，来阻断 CDEP-1 诱导的

有害黑化和抑制球孢白僵菌(Beauveria bassiana) 
的分生孢子萌发，进而增强家蚕的抗真菌能力[18-19]。

另有研究发现，很多蛋白酶抑制剂，特别是 TIL
类蛋白酶抑制剂，能够随吐丝过程进入茧层中，

并通过抑制病原微生物分泌的外源蛋白酶活性

来为茧内的蛹提供有效保护，表明该类抑制剂可

作为抗真菌因子应用于医药和农业领域[20-21]。 
笔者前期的研究发现，重组表达的家蚕蛋白

酶抑制剂 BmSPI38 易自发多聚化，形成二聚体、

三聚体和四聚体 [22-23] 。进一步研究发现，

BmSPI38 在家蚕组织中主要以四聚体形式存在

和发挥功能，而非单体形式 [23]。迄今为止，

BmSPI38 的活性和功能已较为清楚，但多聚化

对其抑制活性和抗真菌能力的影响仍不可知。此

外，单个拷贝的 BmSPI38 基因在大肠杆菌中异

源表达的重组蛋白结构均一性很差，这也极大限

制了其开发应用。能否通过蛋白质工程手段获得

结构均一性更好、活性更高、抗真菌能力更强的

BmSPI38 串联多聚体蛋白亟待探索。 
本研究拟构建 BmSPI38 同型串联多聚体的

表达载体，利用原核表达技术获得重组多聚体蛋

白，筛选结构均一性更好、活性更强的串联多聚

体蛋白，并探讨多聚体化对其抑制活性和抗真菌

能力的影响。该研究不仅有助于深化家蚕抗性因

子 BmSPI38 作用机制的认识，为培育抗真菌转

基因家蚕素材提供重要的理论依据和新策略，还

将推动其外源生产及在医疗领域的开发和应用。 

1  材料与方法 
1.1  供试真菌、大肠杆菌和试剂 

TransStart® TopTaq DNA 聚合酶购自北京全

式金生物技术股份有限公司。Nde Ⅰ、Not Ⅰ、 
BamH Ⅰ、Bgl Ⅱ内切酶购自 TaKaRa 公司。林伯

氏白色念球菌(Tritirachium album limber)的蛋白

酶 K 购自 Roche 公司。地衣芽孢杆菌(Bacillus 
licheniformis)的枯草杆菌蛋白酶 A、N-乙酰基- 
D,L-苯丙氨酸 -β-萘酯(N-acetyl-D,L-phenylalanine- 
β-naphthylester)、Fast Blue B Salt 等购自 Sigma 公

司。FITC-酪蛋白购自 Thermo Fisher Scientific
公司。p28 质粒(由 pET28b 删减部分多克隆位点

衍生而来表达质粒)、大肠杆菌(Escherichia coli) 
Origami 2(DE3)菌株、球孢白僵菌、酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae) 和 白 色 念 珠 菌

(Candida albicans)均由陕西理工大学生物科学

与工程学院保存。 

1.2  基础单元载体的构建 
以前期构建的 BmSPI38-p28 质粒为模板，

BmSPI38-Nde Ⅰ-BamH Ⅰ-F 为上游引物，再分别以

BmSPI38-Not Ⅰ-R、BmSPI38-Bgl Ⅱ-R、BmSPI38-L- 
Bgl Ⅱ-R 为下游引物进行 PCR 扩增(表 1)。扩增
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程序为：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 30 s，58 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 30 个循环；72 ℃
再延伸 10 min。利用 1.5%琼脂糖凝胶对 PCR 产

物 进 行 电 泳 检 测 。 将 胶 回 收 的 目 的 片 段     
Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-Not Ⅰ (207 bp)、Nde Ⅰ/BamH Ⅰ- 
SPI38-Bgl Ⅱ (200 bp)和Nde Ⅰ/BamH Ⅰ- SPI38L-Bgl 
Ⅱ (245 bp)分别连接至 pEASY-T1- simple 载体 (北
京全式金生物技术股份有限公司)，转化 Trans-T1
感受态细胞(北京全式金生物技术股份有限公

司)，利用菌液 PCR 技术筛选阳性克隆，最后测

序验证。选择测序正确的克隆，提取质粒，分别

命名为基础单元载体 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ- SPI38-Not Ⅰ- 
TA (4 036 bp)、Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-Bgl Ⅱ-TA    
(4 029 bp)和 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38L-Bgl Ⅱ-TA   
(4 074 bp)。 

1.3  BmSPI38 串联多聚体的表达载体构建 
利用 Nde Ⅰ 和 Not Ⅰ 对 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ- 

SPI38-Not Ⅰ-TA 质粒和 p28 表达载体进行双酶

切，在 T4 DNA 连接酶(TaKaRa 公司)作用下构

建 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-Not Ⅰ-p28 质粒，命名为

His6-SPI38-monomer 表达载体。 BamH Ⅰ (G/ 
GATCC)和 Bgl Ⅱ (A/GATCT)是一对同尾酶。使

用 Nde Ⅰ、Bgl Ⅱ对基础单元载体 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ- 
SPI38Bgl Ⅱ-TA，Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38L-Bgl Ⅱ-TA
进行双酶切，再使用 Nde Ⅰ和 BamH Ⅰ对构建成功

的 His6-SPI38-monomer 表达载体进行双酶切。

分别将酶切回收后的 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-Bgl Ⅱ

片段和 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38L-Bgl Ⅱ 片段与

His6-SPI38-monomer 载体片段连接，获得两种形

式的串联二聚体表达载体 His6-SPI38-dimer 和

His6-SPI38L-dimer。同理，利用同尾酶法在二聚

体表达质粒的基础上，连入 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ- 
SPI38-Bgl Ⅱ，Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38L-Bgl Ⅱ片段，

构建同型三聚体表达质粒(His6-SPI38-trimer 和

His6-SPI38L-trimer)；在同型三聚体表达质粒的基

础之上构建四聚体表达质粒(His6-SPI38-tetramer
和 His6-SPI38L-tetramer)。使用限制性核酸内切

酶 Nde Ⅰ、Not Ⅰ内切酶，对构建成功的 BmSPI38
同型串联多聚体表达质粒进行双酶切验证，并送

公司进行测序验证。 

1.4  蛋白表达和纯化 
将构建成功的 BmSPI38 同型串联多聚体表

达质粒转化大肠杆菌 Origami 2(DE3)菌株。在

37 ℃、220 r/min 条件下培养至菌体 OD600 为

0.6−1.0 时，加入 IPTG 至终浓度为 0.1、0.05 或  
0.02 mmol/L，于 16 ℃下诱导表达 20 h。6 000 r/min
离心 30 min 收集菌体，用结合缓冲液(20 mmol/L 
Tris-HCl, 500 mmol/L NaCl, pH 7.9)重悬菌体。经

过超声破碎、离心，收集菌体上清，然后采用

16.5% SDS-PAGE 进行电泳分离，最后利用考马

斯亮蓝进行染色。融合表达的 BmSPI38 串联多

聚体蛋白的 N 末端连有一个多聚组氨酸标签

(MGHHHHHHMGGS)。利用 Ni2+-NTA [生工生

物工程(上海)股份有限公司]亲和层析法对重组 
 

表 1  基础单元载体构建所需引物 
Table 1  Primers required for vector construction of the basic units 
Primers Sequence (5′→3′) 

BmSPI38-Nde Ⅰ-BamH Ⅰ-F CGCCATATGGGCGGATCCACCGAATATGGATGCCCTGAA 
BmSPI38-Not Ⅰ-R ATTTGCGGCCGCTCAGCAATCAGAAATGGGCAC 
BmSPI38-Bgl Ⅱ-R GAAGATCTGCAATCAGAAATGGGCACACAT 
BmSPI38-L-Bgl Ⅱ-R GAAGATCTTGAGCCACCACCGCCTGAGCCACCACCGCCTGAGCCACCA

CCGCCGCAATCAGAAATGGGCACACAT 
Nde Ⅰ (CA/TATG), BamH Ⅰ (G/GATCC), Not Ⅰ (GC/GGCCGC) and Bgl Ⅱ (A/GATCT) restriction sites are shown in bold. The 
coding sequence of the fusion protein linker (L) are underlined. 
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蛋白进行纯化。含有重组蛋白的菌体上清经

0.45 μm 滤膜过滤后上 1 mL 柱，流速控制在

0.5−1.0 mL/min。使用含有 0、20、50、100、
400 mmol/L 咪唑的结合缓冲液依次进行漂洗和洗

脱。根据 16.5%的 SDS-PAGE 的检测结果，收集

高度富集目的蛋白的洗脱部分，透析至结合缓存

液后，进行第二轮镍离子螯合亲和层析。经电泳

检测后最终收集不同形式的串联多聚体纯蛋白，

透析至 20 mmol/L 的 PBS 缓冲液(pH 7.8)中保存。 

1.5  蛋白酶抑制剂的胶内活性染色 
将诱导表达的蛋白样品与 4×Native PAGE

上样缓冲液(40 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0，40%
甘油，0.032%溴酚蓝)混合后，利用 10% Native 
PAGE 进行分离，然后进行胶内活性染色。蛋白

酶抑制剂的胶内活性染色可参照前期报道的方

法[18,24]。将电泳后的凝胶置于蛋白酶溶液中，于

37 ℃、45 r/min 避光振荡孵育 30 min。回收蛋白

酶溶液，用 ddH2O 清洗胶面，然后 37 ℃避光静

置 30 min。按照 1:10 的体积比加入基质液(200 mg 
N-乙酰基 -D,L-苯丙氨酸 -β-萘酯溶于 100 mL 
N,N′-二甲基甲酰胺)和染色液(100 mg Fast Blue 
B Salt 溶于 100 mL 含 20 mmol/L CaCl2 pH 8.0
的 100 mmol/L Tris-HCl 缓冲液 )的混合液，

37 ℃、45 r/min 避光孵育 15 min。弃掉染色液，

加入 ddH2O 清洗胶面以终止反应。染色原理如

下：凝胶上的蛋白酶可分解生色底物 N-乙酰基- 
D,L-苯丙氨酸-β-萘酯，生成的 β-萘酚通过重氮偶

合反应将胶染成紫红色[25-26]。胶内蛋白酶抑制剂

若能抑制相应的蛋白酶活性，其所在位置将不会

被染色，而呈现为白色条带。 

1.6  蛋白酶抑制实验 
根据蛋白酶抑制剂分子中 TIL 结构域的物

质的量，将 BmSPI38 串联多聚体蛋白的物质的

量换算成 TIL 结构域的物质的量。例如 1 mol 
His6-SPI38-dimer 或 His6-SPI38L-dimer 蛋白具有

2 mol TIL 结构域。取 0.003 nmol 的枯草杆菌蛋

白酶(分子量为 27 kDa)或蛋白酶 K (分子量为

28.8 kDa)与蛋白酶抑制剂混合后，补充缓冲液

(100 mmol/L Tris-HCl，20 mmol/L CaCl2, pH 8.0)
至 100 μL，37 ℃孵育 30 min。抑制剂的 TIL 结

构域与蛋白酶的摩尔比设置为 0.5、1、2、5、10
和 15。然后，加入 100 μL FITC-酪蛋白，37 ℃
避光孵育 60 min。于 485 nm 激发/528 nm 发射

波长下，测定其荧光强度，计算剩余酶活。对照

组以等体积的 PBS 缓冲液(pH 7.8)替代蛋白酶抑

制剂。通过以下公式来评估蛋白酶抑制剂对蛋白

酶的抑制活性：剩余酶活%=实验组酶活/对照组

酶活×100%。 

1.7  球孢白僵菌分生孢子萌发实验 
将球孢白僵菌接种于马铃薯葡萄糖琼脂

(potato dextrose agar, PDA)固体培养基，28 ℃培

养 10 d 后，收集孢子。经无菌脱脂棉过滤除去

菌丝。利用灭菌 ddH2O 配制 9×107孢子/mL 的球

孢白僵菌分生孢子悬液。将 200 μL 马铃薯葡萄糖

液体(potato dextrose liquid, PDL)培养基与 100 μL
具有 0.03 nmol/µL TIL 结构域的蛋白酶抑制剂 
混匀后，加入 100 μL 分生孢子悬液，于 28 ℃、

80 r/min 振荡培养 4、8 h 和 12 h。以等体积的

20 mmol/L PBS (pH 7.8)处理作为对照。取培养

不同时间后的孢子进行显微观察，计算孢子萌发

率。当分子孢子的萌芽管长度大于等于其宽度

时，则被认定为已经萌发。所有实验均重复 3 次。

孢子萌发率%=萌发孢子数/总孢子数×100%。 

1.8  真菌生长抑制实验 
将过夜培养的白色念珠菌或酿酒酵母按

1:1 000 比例接种于 PDL 培养基中，于 28 ℃、

100 r/min 培养 24 h。利用无菌脱脂棉过滤菌液，

4 ℃、4 000×g 离心 20 min 收集孢子。经细胞计

数后，利用无菌 ddH2O 配制 1×105 个/mL 的孢子

悬液。取 160 µL 菌液、160 µL 培养基与 160 µL
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具有 0.01 nmol/µL TIL结构域的蛋白酶抑制剂于

2.0 mL 离心管中混匀。以 20 mmol/L PBS 为阴

性对照，以 100 mmol/L EDTA 为阳性对照，将

混合液在 28 ℃、100 r/min 条件下振荡培养。培

养 0、12、24、36、48 h 后，取 100 µL 培养物

至 96 孔板中，测定 600 nm 处的吸光度，并绘制

真菌生长动力学曲线图。所有试验均重复 3 次。

按照以下公式计算真菌生长抑制率：抑制

率%=(1−OD600exp/OD600pbs)×100%。 

1.9  统计学分析 
利用 DPS 数据处理系统软件 9.01 版本对蛋

白酶抑制试验、孢子萌发试验和真菌生长抑制试

验进行统计学分析。采用单因素试验的方差分析

[最小显著性差异法(least-significant difference, 
LSD)]对统计学显著性差异进行评估。误差棒表

示平均值的标准偏差(n=3)。标有不同字母“a–e”
表示处理组间差异显著(P<0.05)，标有一个相同

字母表示处理组间差异不显著(P<0.05)。 

2  结果与分析 
2.1  BmSPI38 串联多聚体表达载体的设计

与构建 
为了获得有活性的 BmSPI38 同型串联多聚

体蛋白，共设计了两套表达载体的构建策略(图
1A)：第一套策略在融合蛋白间不添加接头

(linker)序列；第二套策略在融合蛋白间添加接头

序列。接头序列是 2 个融合蛋白间起连接作用的

氨基酸链，具有一定的柔性，有助于蛋白表达过

程中的正确折叠，以允许两侧的蛋白完成各自独

立的功能[27-28]。富含甘氨酸的接头如(GGGGS)n
是连接融合蛋白不同部分最常用的接头序列。这

里采用的接头序列为“GGGGSGGGGSGGGGS”，
其对应的编码序列为“GGCGGTGGTGGCTCAG 
GCGGTGGTGGCTCAGGCGGTGGTGGCTCA”。
首先构建基础单元载体 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-  

Not Ⅰ-TA、Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-Bgl Ⅱ-TA 和   
Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38L-Bgl Ⅱ-TA；然后利用双酶

切法将基因片段“Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-Not Ⅰ”连
入 p28 表达载体，构建 His6-SPI38-monomer 表

达载体；接着，利用同尾酶法分别将基因片段

“Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-Bgl Ⅱ”和“Nde Ⅰ/BamH Ⅰ- 
SPI38L-Bgl Ⅱ”插入质粒 His6-SPI38-monomer 中

的 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ位点，得到重组质粒 His6- 
SPI38-dimer 和 His6-SPI38L-dimer；最后，利用

同 尾 酶 法 依 次 构 建 同 型 三 聚 体 表 达 质 粒

(His6-SPI38-trimer 和 His6-SPI38L-trimer)和四聚

体表达质粒(His6-SPI38-tetramer 和 His6-SPI38L- 
tetramer)。 

为了获得 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-Not Ⅰ (207 bp)、
Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-Bgl Ⅱ (200 bp)与 Nde Ⅰ/ 
BamH Ⅰ-SPI38L-Bgl Ⅱ (245 bp)基因片段，分别利

用表 1 中所述引物进行 PCR 扩增，并对 PCR 产

物进行琼脂糖凝胶电泳检测(图 1B)。电泳结果

显示，在预期大小位置出现 3 条信号较强的目的

条带。将上述 3 个基因片段分别克隆至

pEASY-T1-simple 质粒中，利用菌液 PCR 技术

筛选阳性克隆，并送公司测序。测序结果表明，

基础单元载体 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-Not Ⅰ-TA   
(4 036 bp) 、 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38-Bgl Ⅱ-TA     
(4 029 bp)、 Nde Ⅰ/BamH Ⅰ-SPI38L-Bgl Ⅱ-TA    
(4 074 bp)构建成功。 

参照 1.3 方法构建 BmSPI38 串联多聚体的表

达载体。在重组表达载体 His6-SPI38-monomer、
His6-SPI38-dimer、His6-SPI38-trimer、His6-SPI38- 
tetramer、His6-SPI38L-dimer、His6-SPI38L-trimer
和 His6-SPI38L-tetramer 的 Nde Ⅰ/Not Ⅰ的双酶切

产物中分别检测到 196、376、556、736、421、
646、871 bp 的 DNA 片段(图 1C)，与预期大小

一致。最后经测序验证，上述 7 个重组表达载体

构建成功。 
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2.2  BmSPI38 串联多聚体的蛋白活性表达

及结构均一性分析 
为了获得具有活性的 BmSPI38 串联多聚体

蛋白，将构建好的 BmSPI38 串联多聚体表达质

粒转入 Origami 2(DE3)菌株中，并以工作浓度为

0.1、0.05 或 0.02 mmol/L 的 IPTG 进行诱导表达。

最后，利用 16.5% SDS-PAGE 对大肠杆菌中异源

表达的 BmSPI38 串联多聚体蛋白进行分离检测(图
2A–2C)。His6-SPI38-monomer、His6-SPI38-dimer、

His6-SPI38-trimer 和 His6-SPI38- tetramer 蛋白的理

论分子量分别为 7 709.54、14 300.86、20 892.18、
27 483.50 Da。His6-SPI38L-dimer、His6- 
SPI38L-trimer、His6-SPI38L-tetramer 蛋白的理论

分子量分别为 15 246.71、22 783.89、30 321.07 Da。
结果表明，在 3 种不同浓度的 IPTG 诱导下，

BmSPI38 串联多聚体的蛋白均主要以包涵体形式

表达；在 0.05 mmol/L 浓度 IPTG 诱导下，His6- 
SPI38-monomer 在菌体裂解物上清中也检测到 
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图 1  BmSPI38 串联多聚体表达载体的设计与构建 
Figure 1  Design and construction of expression vector of BmSPI38 tandem multimers. A: Schematic diagram 
of expression vector construction of BmSPI38 tandem multimers. Glycine-rich flexible linker was used to 
connect protein modules. “SPI38” represents the coding sequence of BmSPI38 protein module, and “SPI38L” 
represents the coding sequence of BmSPI38 protein module connected by flexible linker. The amino acid 
sequence and the coding sequence of the linker are “GGGGSGGGGSGGGGS” and 
“GGCGGTGGTGGCTCAGGCGGTGGTGGCTCAGGCGGTGGTGGCTCA”, respectively. BamH Ⅰ 
(G/GATCC) and Bgl Ⅱ (A/GATCT) are a pair of isocaudarner. B: Agarose gel electrophoresis detection of PCR 
products of basic unit fragments. Target products of the PCR are indicated by arrows. C: Double digestion of 
recombinant expression vector using Nde Ⅰ/Not Ⅰ. p28 is a derivative expression plasmid of pET28b. The bands 
of about 5 000 bp are linearized vector fragments produced by double digestion. 

 
 
较高水平的表达。尽管菌体上清中没有检测到

His6-SPI38-dimer、His6-SPI38-trimer、His6-SPI38- 

tetramer、His6-SPI38L-dimer、His6-SPI38L-trimer

和 His6-SPI38L-tetramer 高水平表达，但不排除

它们在大肠杆菌中以可溶形式较低水平表达的

可能。 

为 了 进 一 步 探 究 家 蚕 蛋 白 酶 抑 制 剂

BmSPI38 的串联多聚体能否在大肠杆菌中的异

源活性表达，利用蛋白酶抑制剂胶内活性染色技

术对菌体裂解物上清中的 BmSPI38 串联多聚体

蛋白进行分析(图 2D–2F)。活性染色结果表明，

0.1、0.05 或 0.02 mmol/L 的 IPTG 诱导表达的菌

体上清中均检测到 His 6 -SPI38-monomer、

His6-SPI38-dimer、His6-SPI38-trimer、His6-SPI38- 

tetramer、His6-SPI38L-dimer、His6-SPI38L-trimer

和 His6-SPI38L-tetramer 对枯草杆菌蛋白酶的抑 
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图 2   BmSPI38 串联多聚体的蛋白表达及结构均一性分析 
Figure 2  Protein expression and structural homogeneity analysis of BmSPI38 tandem multimers. 
SDS-PAGE analysis of BmSPI38 tandem multimers induced by (A) 0.1 mmol/L, (B) 0.05 mmol/L and (C) 
0.02 mmol/L IPTG. The Escherichia coli cells containing the p28 empty vector induced by the same final 
concentration of IPTG were used as control. The “supernatant” and “unsolubilized” indicate the supernatant 
and unsolubilized part of the E. coli lysate, respectively. Arrows represent the fusion proteins of BmSPI38 
tandem multimers. In-gel activity staining of BmSPI38 tandem multimers induced by (D) 0.1 mmol/L, (E) 
0.05 mmol/L and (F) 0.02 mmol/L IPTG. The supernatant of E. coli cells transformed with p28 plasmid was 
used as a negative control. The hemolymph of the fifth instar larvae of the silkworm contains a variety of 
protease inhibitors, so it can be used as a positive control to detect whether the in-gel activity staining of 
protease inhibitor is successful. 
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制活性带。重组表达的各种串联体蛋白对应的抑

制活性条带随着串联单元数增加而呈阶梯状分

布。整体而言，0.1 mmol/L IPTG 诱导组中

BmSPI38 的串联多聚体的抑制活性带要强于

0.05、0.02 mmol/L IPTG 诱导组。需要指出的是，

单拷贝 BmSPI38 基因在大肠杆菌中异源表达的

重组蛋白结构均一性较差，至少存在 3 条抑制活

性条带[23]。不添加接头序列的串联多聚体形式

(His6-SPI38-monomer、His6-SPI38-dimer、His6- 
SPI38-trimer 和 His6-SPI38-tetramer)均检测到 2 条

以上的抑制活性带(图 2D、2E)，而添加接头序

列 的 串 联 多 聚 体 形 式 (His6-SPI38L-dimer 、
His6-SPI38L-trimer 和 His6-SPI38L-tetramer)只检

测到一条抑制活性条带(图 2D–2F)，表明基于柔

性接头的串联多聚体化可提高 BmSPI38 的结构

均一性。 

2.3  BmSPI38 串联多聚体的纯化 
为了获得 BmSPI38 串联多聚体的纯蛋白，

对携有重组表达载体的 Origami 2(DE3)进行扩

大培养和诱导表达，并利用镍离子螯合亲和层析

法纯化目的蛋白。经第一轮镍柱亲和层析后，

BmSPI38 串联多聚体的 SDS-PAGE 结果表明(图
3A–3G)，含 50−400 mmol/L 咪唑的洗脱缓冲液

可将目的蛋白 His6-SPI38-monomer、His6-SPI38- 
dimer、His6-SPI38-trimer、His6-SPI38- tetramer、
His6-SPI38L-dimer、His6-SPI38L-trimer 和 His6- 
SPI38L-tetramer 洗脱下来，但尚有较多杂蛋白。

除了检测到 His6-SPI38-monomer 的单体形式  
(7 709.54 Da)之外，还检测到其分子间寡聚化形

成的二聚体形式(15 419.08 Da)。His6-SPI38-dimer 
(14 300.86 Da)、His6-SPI38-trimer (20 892.18 Da)、
His6-SPI38-tetramer (27 483.50 Da)、His6-SPI38L- 
dimer (15 246.71 Da) 、 His6-SPI38L-trimer     
(22 783.89 Da)和His6-SPI38L-tetramer (30 321.07 Da)
的预期大小位置均检测到两条靠得很近的蛋白

条带，这可能与二硫键桥还原不充分引起的蛋白

酶抑制剂分子内的二硫键异常形成有关[23]。收集

合并 50、100、400 mmol/L 咪唑的洗脱产物，透

析 除 咪 唑 后 ， 再 次 进 行 镍 柱 亲 和 层 析 。

SDS-PAGE 结果表明，经两轮亲和层析后的

BmSPI38 串联多聚体蛋白的纯度较高，可用于

后续实验(图 3H)。 

2.4  BmSPI38 串联多聚体对微生物蛋白酶

抑制能力的比较 
为了进一步探究串联多聚体化对 BmSPI38

活性的影响，选取枯草杆菌蛋白酶和蛋白酶 K
进行蛋白酶抑制活性测定。在 TIL 结构域摩尔当

量相同的条件下，测定 7 种形式的抑制剂处理蛋白

酶后的剩余酶活。就枯草杆菌蛋白酶的抑制能力而

言，His6-SPI38L-trimer>>His6-SPI38L-tetramer 和

His6-SPI38-monomer>His6-SPI38L-dimer 和 His6- 
SPI38-trimer>His6-SPI38-dimer 和 His6-SPI38-tetramer 
(图 4A、4B)。His6-SPI38-monomer 对蛋白酶 K 的

抑制能力强于 His6-SPI38-dimer、His6-SPI38-trimer、
His6-SPI38-tetramer 和 His6-SPI38L-dimer，却显

著弱于His6-SPI38L-trimer和His6-SPI38L-tetramer (图
4C、4D)。His6-SPI38-monomer、His6-SPI38-dimer、
His6-SPI38-trimer、His6-SPI38-tetramer、His6-SPI38L- 
dimer、His6-SPI38L-trimer 和 His6-SPI38L-tetramer
中的 TIL 结构域对枯草杆菌蛋白酶的 IC50 分  
别是 77.38、140.07、104.78、108.07、101.43、
48.52 nmol/L 和 78.20 nmol/L (表 2)。它们的 TIL
结构域对蛋白酶 K的 IC50分别是 123.84、254.43、
252.48、235.37、199.96、84.64、112.36 nmol/L。

总体而言，His6-SPI38L-trimer 对枯草杆菌蛋白

酶和蛋白酶 K 的抑制活性最强。上述结果表明，

串联多聚体化能够影响 BmSPI38 对微生物蛋白

酶的抑制活性，基于多肽柔性接头的串联三聚体

化和四聚体化能够极大提高 BmSPI38 对微生物

蛋白酶的抑制能力。 
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图 3  BmSPI38 串联多聚体的纯化 
Figure 3  Purification of BmSPI38 tandem multimers. Immobilized-nickel affinity chromatography of (A) 
His6-SPI38-monomer, (B) His6-SPI38-dimer, (C) His6-SPI38-trimer, (D) His6-SPI38-tetramer, (E) 
His6-SPI38L-dimer, (F) His6-SPI38L-trimer and (G) His6-SPI38L-tetramer. H: Purified BmSPI38 tandem 
multimers after two rounds of immobilized-nickel affinity chromatography. Arrows show target proteins. 
“Supernatant” and “Flow-through” indicate supernatant of bacterial lysate and the column flow-through, 
respectively. “Binding buffer” refers to the part eluted by binding buffer. “W20” indicates wash buffer 
containing 20 mmol/L imidazole. “E50”, “E100” and “E400” indicate elution buffers containing 50 mmol/L, 
100 mmol/L or 400 mmol/L imidazole, respectively. 
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图 4  采用蛋白酶抑制实验比较 BmSPI38 串联多聚体对微生物蛋白酶的抑制能力 
Figure 4  Comparison of inhibitory capacity of BmSPI38 tandem multimers against microbial protease using 
protease inhibition assays. A: Inhibitory effects of increasing concentrations of BmSPI38 tandem multimers 
against subtilisin from B. licheniformis. B: Inhibitory activities of BmSPI38 tandem multimers against subtilisin 
when the ratio of TIL domain to protease is 5. C: Inhibitory effects of increasing concentrations of BmSPI38 
tandem multimers against proteinase K from E. album. D: Inhibitory activities of BmSPI38 tandem multimers 
against proteinase K when the ratio of TIL domain to protease is 10. Error bars represent the standard error of 
the mean (n=3). Different letters “a–e” indicate a significant difference between groups (P<0.05), and one 
identical letter indicates no significant difference between groups (P<0.05). 

 
2.5  BmSPI38 串联多聚体对家蚕病原真菌

球孢白僵菌的分生孢子萌发的抑制能力 
为了评价 BmSPI38 串联多聚体蛋白对家蚕

病原真菌球孢白僵菌孢子萌发的抑制能力，将

TIL 结构域摩尔当量相同的抑制剂与分生孢子

共孵育。结果显示，所有形式的串联体蛋白都能

显著抑制球孢白僵菌分生孢子的萌发(图 5A、

5B)。孵育 8 h 时，His6-SPI38-trimer、His6-SPI38- 
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tetramer、His6-SPI38L-dimer 和 His6-SPI38L-trimer
对 分 生 孢 子 萌 发 的 抑 制 效 果 均 显 著 强 于

His6-SPI38-monomer。当孵育 12 h 时，PBS 处理

组的孢子萌发率已达到 93.88%，而 His6-SPI38- 
monomer、His6-SPI38-dimer、His6-SPI38-trimer、
His6-SPI38-tetramer、 His6-SPI38L-dimer、 His6- 
SPI38L-trimer 和 His6-SPI38L-tetramer 处理组的

萌发率分别为 68.50%、76.37%、67.34%、68.85%、

76.85%、67.61%和 65.94%。其中 His6-SPI38L- 
tetramer 对孢子萌发的抑制能力显著强于

His6-SPI38-monomer ，而 His6-SPI38-dimer 和

His6-SPI38L-dimer 对孢子萌发的抑制能力却不

及 His6-SPI38-monomer。His6-SPI38-trimer、His6- 
SPI38-tetramer、His6-SPI38L-trimer 与 His6-SPI38- 
monomer 处理组间的差异不显著。上述结果表

明，所有形式的串联体蛋白均能显著抑制球孢白

僵菌分生孢子的萌发，基于多肽柔性接头的串联

四聚体化能够有效增强 BmSPI38 对球孢白僵菌

分生孢子萌发的抑制能力。 

2.6  BmSPI38 串联多聚体对单细胞真菌酿

酒酵母和人类条件致病菌白色念珠菌生长

的抑制作用 
为了进一步研究 BmSPI38 串联多聚体蛋白

是否具有广谱的抗真菌作用，选取单细胞真菌酿

酒酵母和多形态的机会性人类致病菌白色念珠

菌进行抑菌试验。结果表明，所有形式的串联体

蛋白均对酿酒酵母(图 6A、6B)和白色念珠菌(图
6C, 6D)的生长均有抑制作用。当孵育 48 h 时，

His6-SPI38-trimer、His6-SPI38L-dimer、His6-SPI38L- 
trimer 和 His6-SPI38L-tetramer 对酿酒酵母的抑

制能力显著强于 His6-SPI38-monomer； His6- 
SPI38-monomer 对酿酒酵母生长的抑制率仅有

13.17%，而 His6-SPI38-trimer、His6-SPI38L-dimer、
His6-SPI38L-trimer 和 His6-SPI38L-tetramer 对酿

酒酵母的抑制率分别为 21.09%、17.38%、20.16%
和 19.23% (图 6A、6B)。抑制剂处理 24 h 时，His6- 
SPI38-monomer、His6-SPI38-dimer、His6-SPI38- 
trimer、His6-SPI38-tetramer、His6-SPI38L-dimer、
His6-SPI38L-trimer 和 His6-SPI38L-tetramer 对白

色念珠菌的抑制率分别为 9.17%、11.26%、

30.32%、13.43%、24.88%、9.56%和 13.55% (图
6D)。His6-SPI38-dimer、His6-SPI38-trimer、His6- 
SPI38-tetramer、His6-SPI38L-dimer 和 His6-SPI38L- 
tetramer 对白色念珠菌的抑制能力显著高于

His6-SPI38-monomer。在所有串联体蛋白中，以

His6-SPI38-trimer 对酿酒酵母和白色念珠菌的抑

制能力最强。上述结果表明，BmSPI38 串联多

聚体蛋白对酿酒酵母和白色念珠菌均有一定的

抑制效果，能够通过串联多聚体化来增强

BmSPI38 对上述 2 种真菌的抑制能力。 
 
表 2  BmSPI38 串联多聚体中的 TIL 结构域对枯草杆菌蛋白酶和蛋白酶 K 的 IC50 
Table 2  The IC50 of TIL domain in BmSPI38 tandem multimers for subtilisin and proteinase K 
Protease inhibitor IC50 of TIL domain for subtilisin (nmol/L) IC50 of TIL domain for proteinase K (nmol/L) 

His6-SPI38-monomer 77.38±8.45 123.84±2.99 

His6-SPI38-dimer 140.07±7.18 254.43±22.14 

His6-SPI38-trimer 104.78±3.01 252.48±7.50 

His6-SPI38-tetramer 108.07±5.55 235.37±17.74 

His6-SPI38L-dimer 101.43±4.19 199.96±7.95 

His6-SPI38L-trimer 48.52±1.40 84.64±5.36 

His6-SPI38L-tetramer 78.20±5.81 112.36±1.27 
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图 5  蛋白酶抑制剂对球孢白僵菌抑制能力的评价 
Figure 5  Evaluation of inhibitory ability of protease inhibitors on Beauveria bassiana. A: Inhibitory effects of 
BmSPI38 tandem multimers on conidial germination. B: Microscopic observation of conidial germination in 
different treatment groups after incubation for 12 h. The control group was treated with equal volume of     
20 mmol/L PBS. Error bars represent the standard error of the mean (n=3). Different letters “a–e” indicate a 
significant difference between groups (P<0.05), and one identical letter indicates no significant difference 
between groups (P<0.05). 
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图 6  蛋白酶抑制剂对单细胞真菌酿酒酵母和机会性人类致病菌白色念珠菌的抑制作用 
Figure 6  Evaluation of the inhibitory effects of protease inhibitors on single-celled fungus Saccharomyces 
cerevisiae and opportunistic human pathogen Candida albicans. A: Inhibitory effects of BmSPI38 tandem 
multimers on the growth of S. cerevisiae. B: Statistical analysis of growth inhibition rate of S. cerevisiae after 
incubation for 48 h. C: Inhibitory effects of BmSPI38 tandem multimers on the growth of C. albicans. D: 
Statistical analysis of growth inhibition rate of C. albicans after incubation for 24 h. An equal volume of sterile 
20 mmol/L PBS was used as a negative control and 100 mmol/L EDTA was applied as positive control. Error 
bars represent the standard error of the mean (n=3). Different letters “a–e” indicate a significant difference 
between groups (P<0.05), and one identical letter indicates no significant difference between groups (P<0.05). 
 

3  讨论与结论 
本研究利用蛋白质工程手段成功获得有活

性的 BmSPI38 的串联体蛋白，证实基于多肽柔

性接头的串联多聚化不仅可以极大提高 BmSPI38 

重组蛋白的结构均一性，还可以提高 BmSPI38
蛋白对枯草杆菌蛋白酶和蛋白酶 K 的抑制活性。

BmSPI38 串联多聚体蛋白对昆虫致病性真菌球

孢白僵菌、单细胞真菌酿酒酵母和机会性人类致 
病菌白色念珠菌均有一定的抑制效果，可以通过
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串联多聚体化来增强 BmSPI38 对上述 3 种真菌

的抑制能力。 
蛋白酶抑制剂是体内蛋白酶催化活性的主

要调节因子，它可以结合蛋白酶分子并抑制其生

理活性。蛋白酶抑制剂在消化、凝血、酚氧化酶

级联反应、细胞迁移和炎症反应等诸多生理过程

中发挥重要功能[29-33]。蛋白质的多聚化现象普遍

存在于生物体内，许多受体、真菌免疫调节蛋白、

蛋白酶等都倾向于或以多聚体的形式存在和发

挥作用。在蛋白酶抑制剂中也发现了这种多聚化

现象，多聚化对蛋白酶抑制剂的高级结构及生物

活性具有重要的调节作用[34]。Ecotin 是一种丝氨

酸蛋白酶抑制剂，可由包括病原体在内的数百种

微生物产生。Ecotin 对胰凝乳蛋白酶、胰蛋白酶、

弹性蛋白酶超家族中的几乎所有丝氨酸蛋白酶

都有非常广泛的抑制特异性，可保护微生物免受

宿主免疫反应的影响[35-37]。研究发现，二聚化的

Ecotin能够与蛋白酶结合形成具有 3个不同结合

界面的异型四聚体[35]。半胱氨酸蛋白酶抑制剂

胱抑素 C 在血管重塑、炎症等多种生理、病理

过程中发挥着重要作用，可通过改变寡聚化状态

来调节其活性 [38-39] 。 DM43 是由南美负鼠

(Didelphis marsupialis)血清中分离出来的一种同

型二聚化的金属蛋白酶抑制剂，它以非共价的方

式与巴西具窍蝮蛇(Bothrops jararaca)蛇毒中的

金属蛋白酶 Jararhagin 结合，并有效地中和其毒

性[40]。研究表明，二聚化是决定 DM43 蛋白结

构和稳定性的关键，从而使其构象适应各种不同

环境和结合蛋白[41]。 
笔者前期的研究发现，家蚕 TIL 类蛋白酶抑

制剂 BmSPI38 和 BmSPI39 能够通过抑制真菌分

泌的毒力蛋白酶活性来抑制病原性真菌入侵家

蚕[18-19]。单拷贝的 BmSPI38、BmSPI39 编码的

重组蛋白在体外的结构均一性较差，易发生多聚

体，形成二聚体、三聚体和四聚体[22-23]。Western 

blotting 等证据表明，家蚕 TIL 类蛋白酶抑制剂

BmSPI38 和 BmSPI39 在各组织中的生理形式主

要为四聚体，少量以三聚体，提示多聚化对该类

抑制剂生理活性的发挥极为重要[23]。本研究利

用串联基因融合表达的策略，极大提高了重组

BmSPI38 蛋白的结构均一性(图 2D–2F)。构建串

联表达载体可有效提高小分子重组蛋白(肽)表
达量和结构稳定性，并能屏蔽毒蛋白对宿主的伤

害作用，因而被广泛采用 [42-49]。胸腺素 β4 
(thymosin beta4, Tβ4)是人体内主要的肌动蛋白

调节因子之一，具有广泛的生物学活性，与细胞

骨架平衡、炎症反应、创伤愈合、血管再生、细

胞凋亡、角膜及心肌修复等密切相关。研究人员

在大肠杆菌中成功表达了 4xTβ4 蛋白，并证实

其活性与现有的商品化的 Tβ4 蛋白类似或更 
好[42]。将 6 个拷贝的血管紧张素Ⅰ转换酶抑制肽

(angiotensin I-converting enzyme inhibitory 
peptide, ACE-IP)基因串联起来插入表达载体，实

现串联肽在大肠杆菌BL21(DE3)pLysS中融合表

达[44]。除此之外，串联表达也为大规模生产抗

糖尿病药物苦瓜降糖肽 MC6 提供了一种方便、

经济的方法[48]。基于接头序列的串联多聚体蛋

白的结构均一性优于单拷贝 BmSPI38 基因的表

达产物的原因或许是由于串联表达避免了不同

聚合程度的多聚体的随机形成。 
前期研究证实 BmSPI38 能够强烈抑制枯草

杆菌蛋白酶、蛋白酶 K、蜂蜜曲霉蛋白酶和球孢

白僵菌的毒力蛋白酶 CDEP-1[18]。本研究发现基

于多肽柔性接头的串联三聚体化和四聚体化能

够极大提高 BmSPI38 对微生物蛋白酶的抑制能

力。需要指出的是，尽管 His6-SPI38-tetramer 对
枯草杆菌蛋白酶抑制能力弱于 His6-SPI38-trimer
和 His6-SPI38L-dimer，其对蛋白酶 K 的抑制能

力却显著强于 His6-SPI38-trimer 和 His6-SPI38L- 
dimer，表明每个串联蛋白对不同蛋白酶的抑制
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具有一定的选择性 (图 4)。迄今为止，尚无

BmSPI38 与蛋白酶结合的高级结构数据，

BmSPI38 多聚体的形成机制和对不同蛋白酶具

体的作用机制尚待深入研究。 
前期研究发现，BmSPI38 既能抑制球孢白

僵菌毒力蛋白酶诱导的有害黑化，还可以抑制球

孢白僵菌的分生孢子萌发，进而提高家蚕的生存

率 [18-19] 。本研究进一步证实了所有形式的

BmSPI38 串联体蛋白均能显著抑制球孢白僵菌

分生孢子的萌发，基于多肽柔性接头的串联四聚

体化能够有效增强 BmSPI38 对球孢白僵菌分生

孢子萌发的抑制能力(图 5)。笔者对已报道的半

胱氨酸蛋白酶抑制剂、丝氨酸蛋白酶抑制剂和金

属蛋白酶抑制剂的多聚化研究进行了简要汇总，

发现大部分的蛋白酶抑制剂以二聚体的形式发

挥功能，更高阶的多聚体形式是基于二聚体结构

的进一步寡聚[34]。许多具有抗真菌效应的丝氨

酸蛋白酶抑制剂也存在二聚化现象。研究发现，

家蚕茧壳中的丝氨酸蛋白酶抑制剂 BmSPI51 能

够显著抑制球孢白僵菌、白色念珠菌和酿酒酵母

的孢子生长[50]。SDS-PAGE 结果显示，基于原核

表达技术获得的 BmSPI51 重组蛋白的表观分子

量约为 12 kDa，与其二聚体大小一致，提示其

可能以二聚体形式发挥功能[50]。此外，玉米中

分子量约 14 kDa 的胰蛋白酶抑制剂能够抑制植

物病原真菌的分生孢子萌发和菌丝生长。

SDS-PAGE 结果表明，大肠杆菌中表达的 TI 重

组蛋白主要以单体形式存在，少部分以二聚体形

式存在[51]。BmSPI38 串联四聚体化是否基于二

聚体结构的进一步二聚化尚不清楚，BmSPI38
与靶标蛋白酶的作用机制也有待进一步研究。 

众所周知，真菌感染成为影响全球公共卫生

健康的重大威胁因素之一，现有抗真菌药物带来

的毒副反应和耐药性等问题日益突出，因此寻找

新型、高效、安全的抗真菌药物迫在眉睫。白色

念珠菌是侵袭性真菌中最常见的机会致病菌。本

研究发现 BmSPI38 蛋白对白色念珠菌有明显的

抑制效果，且串联多聚体化能够显著增强其抗真

菌能力。尽管已有不少研究证实家蚕蛋白酶抑制

剂的抗真菌效应，但其抗菌谱和具体抗菌机制尚

不完全清楚，仍需更多的实验数据支撑。具有抗

菌效应的蛋白酶抑制剂的开发与应用研究尚待

加强。需要指出的是，在所有串联体蛋白中，以

His6-SPI38-trimer 对酿酒酵母和白色念珠菌的抑

制能力最强，但其对枯草杆菌蛋白酶和蛋白酶 K
的 抑 制 活 性 却 不 及 His6-SPI38L-trimer 、

His6-SPI38L-tetramer 和 His6-SPI38-monomer，这
或许与不同真菌生长过程中分泌的蛋白酶种类

和丰度差异有关。 
综上所述，本研究成功实现家蚕蛋白酶抑制

剂 BmSPI38 在大肠杆菌中的可溶表达，并证实

串联多聚体化能够提高 BmSPI38 的结构均一性

和抗真菌能力。研究结果不仅有助于深化人们对

家蚕抗真菌因子 BmSPI38 作用机制的认识，为

培育抗真菌转基因家蚕素材提供重要的理论依

据和新策略，还将推动其外源生产及在医疗领域

的开发和应用。 
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