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摘要: Kunitz型蛋白酶抑制剂(KPI)是植物在长期进化过程中所形成的一类抗性多肽, 参与调控胞外及胞内靶蛋

白酶的活性, 调控植物细胞生长、细胞周期、细胞凋亡、蛋白质的降解与运输、胁迫应答与生长发育等生理

过程。KPI家族成员中常含有1、2个Kunitz结构域, 具有典型的β-三叶草型结构。KPI能够抑制丝氨酸蛋白

酶、巯基蛋白酶与天冬氨酸蛋白酶, 其对靶蛋白酶的抑制特异性与强弱主要依赖其抑制中心的若干氨基酸残

基。目前, 已从绝大多数被子植物中发现并筛选出KPI, 它受到很多胁迫的诱导。本文结合我们实验室开展的

植物KPI的结构与抗虫分子机制的研究, 对有关植物KPI的结构和功能研究进展进行综述。
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 Kunitz型蛋白酶抑制剂(Kunitz-type protease 
inhibitor, KPI)是植物在长期进化过程中所形成的

一类抗性多肽, 通常呈现β-三叶草形状, 其抑制中

心突出于三维结构的表面, 能够深入到靶酶的底

物口袋, 与其靶蛋白酶形成稳定的靶蛋白酶-抑制

剂复合物, 封闭靶蛋白酶的活性中心, 从而抑制丝

氨酸蛋白酶、巯基蛋白酶及天门冬氨酸蛋白酶的

活性。由于KPI对靶酶具有较强的特异性, 也已成

为研究蛋白质与蛋白质相互作用的模型分子(Ma-
jumder等2015; 罗玉娇等2012)。根据Rawlings等
(2004)的分类, KPI属于I3抑制剂家族, 其主要功能

是调控胞外及胞内靶蛋白酶的活性, 参与植物细

胞生长、细胞周期、细胞凋亡、蛋白质的降解与

运输、胁迫应答与生长发育等生理过程(罗玉娇等

2012; 王荣春等2013; Islam等2015, 2017)。结合我

们实验室开展的植物KPI分子作用机制和抗逆基

因工程的研究, 本文概述了有关植物KPI结构和功

能的研究进展。

1  KPI的分布与种类

参考Santamaría等(2014)的方法, 我们首先利

用植物基因组数据库Phytozome (https://phyto-
zome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)在线查询, 再利用

Pfam网站(http://pfam.xfam.org/)验证KPI结构域。

统计结果显示绝大多数被子植物中均含有KPI成
员, 单子叶与双子叶植物的KPI成员数量有明显区

别, 其中单子叶植物KPI成员的数量普遍较少, 仅
有1~3个, 而双子叶植物KPI成员较多, 比如苜蓿

KPI成员的数量最多, 达到51个, 其次为大豆(50

个), 最少如玉吊钟、野生猴面花等植物, 仅1个(表
1), 推测KPI在双子叶植物生长发育与抗逆响应过

程中发挥了更重要的作用。此外, 采用蛋白质分

离技术与基因克隆技术也从一些无基因组信息

的植物中发现了KPI成员, 其中尤以豆科植物最多

(表2)。

2  KPI的结构特征

植物KPI家族成员中常含有1、2个Kunitz结构

域, 有一段由F**GGC******F*****C组成的特征

序列(Ranasinghe和McManus 2013)。植物KPI大多

含有4个半胱氨酸残基, 能够形成2个二硫键(Cys63- 
Cys110和Cys160-Cys169), 这对于维持KPI的三维

结构与功能稳定性非常重要(张亚光等2011); 动物

KPI往往有6个半胱氨酸残基, 形成3个二硫键, 这
也是植物与动物来源KPI的第一个区别。Hansen
等(2007)还推测氢键在维系β-三叶草结构中也发

挥了重要作用, 比如来源于Bauhinia bauhinioides
的BbCI不含有半胱氨酸, 却能够形成植物KPI家族

共有的β-三叶草三维结构。此外, 植物KPI的三维

结构中不含有α-螺旋, 这也与动物不同。

植物KPI的抑制中心位置在一级结构中较为
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表1  KPI的分布

Table 1  Distribution of KPI

        纲名               科名                                    植物名称 KPI成员数量

双子叶植物纲 杨柳科 红皮柳(Salix purpurea)	 30
  毛果杨(Populus trichocarpa)	 32
 苋科 千穗谷(Amaranthus hypochondriacus)	 17
 毛茛科 洛矶山耧斗菜(Aquilegia coerulea) 4
 十字花科 拟南芥(Arabidopsis thaliana)	 7
  异叶拟南芥(Arabidopsis halleri)	 8
  芹叶拟南芥(Arabidopsis lyrata)	 9
  Boechera stricta	 10
  卷心菜(Brassica oleracea capitata)	 27
  芜青(Brassica rapa)	 32
  大花荠菜(Capsella grandiflora)	 5
  荠菜(Capsella rubella)	 8
  Eutrema salsugineum	 8
 景天科 玉吊钟(Kalanchoe fedtschenkoi)	 1
  卵形落地生根(Kalanchoe laxiflora)	 2
 蔷薇科 野草莓(Fragaria vesca)	 5
  苹果(Malus domestica)	 4
  碧桃(Prunus persica)	 3
 豆科 大豆(Glycine max)	 50
  蒺藜苜蓿(Medicago truncatula)	 51
  菜豆(Phaseolus vulgaris)	 24
  红车轴草(Trifolium pratense)	 29
 亚麻科 亚麻(Linum usitatissimum)	 21
 大戟科 蓖麻(Ricinus communis) 3
  木薯(Manihot esculenta)	 5
 芸香科 克莱门柚(Citrus clementina)	 33
  甜橙(Citrus sinensis)	 17
 葡萄科 葡萄(Vitis vinifera)	 5
 锦葵科 雷蒙德氏棉(Gossypium raimondii)	 8
 梧桐科 可可(Theobroma cacao)	 10
 番木瓜科 番木瓜(Carica papaya)	 7
 葫芦科 黄瓜(Cucumis sativus)	 5
 桃金娘科 大桉(Eucalyptus grandis)	 4
 伞形科 胡萝卜(Daucus carota)	 15
 茄科 马铃薯(Solanum tuberosum)	 36
 玄参科 野生猴面花(Mimulus guttatus)	 1
单子叶植物纲 凤梨科 凤梨(Ananas comosus)	 1
 禾本科 二穗短柄草(Brachypodium distachyon) 2
  复原草(Oropetium thomaeum)	 1
  水稻(Oryza sativa)	 1
  Panicum hallii	 2
  柳枝稷(Panicum virgatum)	 3
  小米(Setaria italica)	 2
  狗尾草(Setaria viridis)	 1
  高粱(Sorghum bicolor)	 2
  Brachypodium stacei	 3
  玉米(Zea mays)	 1
 芭蕉科 小果野蕉(Musa acuminata)	 2
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表2  近年来鉴定的胰蛋白酶抑制剂

Table 2  Trypsin inhibitors identified in recent years

                                                            名称                                                                              来源物种科名                参考文献

菠菜胰蛋白酶抑制剂(Spinacia oleracea trypsin inhibitor, SoTI) 藜科 Kang等2009
凤凰木胰蛋白酶抑制剂(Delonix regia trypsin inhibitor, DrTI)	 豆科 Krauchenco等2003
小决明胰蛋白酶抑制剂(Cassia tora trypsin inhibitor, CtTI) 豆科 Tripathi等2011
银合欢胰蛋白酶抑制剂(Leucaena leucocephala trypsin inhibitor, LTI)	 豆科 Sattar等2004
决明胰蛋白酶抑制剂(Cassia obtusifolia trypsin inhibitor, CoTI) 豆科 Liao等2007
褐毛羊蹄甲胰蛋白酶抑制剂(Bauhinia rufa trypsin inhibitor, BrTI) 豆科 Nakahata等2006
月桂印加豆胰蛋白酶抑制剂(Inga laurina trypsin inhibitor, IlTI)	 豆科 Macedo等2011
酸角Kunitz型抑制剂(tamarind Kunitz-type inhibitor, TKI)	 豆科 Patil等2012
Pithecellobium dumosum Kunitz型胰蛋白酶抑制剂(Pithecellobium dumosum 	 豆科 Oliveira等2007
Kunitz-type trypsin inhibitor, PdKI)	
鹰嘴豆Kunitz蛋白酶抑制剂(Cicer arietinum Kunitz proteinase inhibitor, CaKPI)	 豆科 Srinivasan等2005
阿拉伯胶树蛋白酶抑制剂(Acacia senegal proteinase inhibitor, AsPI)	 豆科 Babu和Subrahmanyam 2010
Pithecellobium dumosum Kunitz型胰蛋白酶抑制剂4 (Pithecellobium dumosum 	 豆科 Rufino等2013
Kunitz trypsin inhibitor-4, PdKI-4)
山合欢胰蛋白酶抑制剂(Albizzia kalkora trypsin inhibitor, AkTI)	 豆科 Zhou等2008
Bauhinia bauhinioides Cruzipain型抑制剂(Bauhinia bauhinioides Cruzipain  豆科 Hansen等2007
inhibitor, BbCI)
鸡蛋果胰蛋白酶抑制剂(Passiflora edulis trypsin inhibitor, PeTI)	 西番莲科 Pereira等2011
马铃薯丝氨酸蛋白酶抑制剂(potato serine protease inhibitor, PSPI)	 茄科 Meulenbroek等2012

保守, 通常位于Kunitz结构域中。植物KPI发挥抑

制作用的抑制中心包括6个氨基酸残基(P3′-P3′-
P2′-P1-P2-P3), 位于Loop的顶部, 突出于三维结构

的表面, 并能插入到靶蛋白酶的底物口袋。P1位
氨基酸残基的侧链可以深入到底物口袋的底部, 
与靶蛋白酶的催化残基形成氢键、离子键等非共

价键, 在抑制过程中发挥最关键的作用。不同的

P1残基往往具有不同的抑制特异性, 比如来源于

大豆、决明与合欢等植物的P1位残基是Arg或Lys, 
这两种氨基酸残基的碱性侧链能够与胰蛋白酶底

物口袋中的Asp189形成离子键, 因此它们对胰蛋

白酶的抑制特异性最强。然而, 鹰嘴豆与凤凰木

KPI也能够特异性地抑制胰蛋白酶的活性, 但它们

P1位的Arg/Lys残基被Gly/Glu-Ile-Ser取代, 可能是

由于抑制剂中Glu与Ser残基能够形成一个口袋并

与胰蛋白酶的Arg和(或) Lys结合, 从而起到抑制胰

蛋白酶活性的作用(Pando等2001; Srinivasan等2005)。
四棱豆、豌豆等植物的KPI能够特异性地抑制胰

凝乳蛋白酶的活性, 它们P1位点的氨基酸残基通

常为非极性的异亮氨酸或亮氨酸(如四棱豆KPI的
P1位点为Leu89)。而弹性蛋白酶抑制剂P1位点多

为丙氨酸(Bode和Huber 2000)。

抑制中心中其他位置的氨基酸残基通过疏水

作用与氢键等次级键与靶蛋白酶底物口袋顶部及

中部区域的侧面残基相互作用, 稳定靶蛋白酶-抑
制剂复合物。比如, 决明胰蛋白酶抑制剂CoTI的
P1位点残基(Arg86)进行定点突变后, 突变体的活

性只有野生型的17%; 对P3′及P3位点残基(Leu84
与Thr88)进行定点突变后, 突变体分别失去了59%
与64%的抑制活性, 表明P3′及P3位点残基对于增

强CoTI与靶蛋白酶的结合也起到了重要作用。

Araújo等(2005)发现N-末端的Asn13是高度保守的, 
三维结构分析认为Asn13能够稳定活性Loop。Ma-
jumder等(2015)也发现了高度保守的Trp91, Trp91
位于β-三叶草结构的顶盖区域并与β-三叶草结构

底部的氨基酸残基侧链发生相互作用, 参与β-三叶

草结构疏水核心的程序化堆积。大豆胰蛋白酶抑

制剂(soybean trypsin inhibitor, STI)的Trp91突变后, 
突变体的三维结构虽未发生明显变化, 然而热稳

定性却迅速下降。

某些植物KPI还具有一些新的结构特征。比

如, 来源于褐毛羊蹄甲的BrTI分子中含有精氨酸-
甘氨酸-天冬氨酸(arginine-glycine-aspartate, RGD)
序列, 该三肽序列与抑制活性无关, 在三级结构上
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与抑制中心处于不同的区域。RGD序列存在于多

种细胞外基质中, 可与位于细胞表面的整合素特

异性结合, 介导整合素相关信号通路, 在转录水平

上诱导酶基因的表达, 从而引起细胞生理生化变

化, 但具体机制仍不清楚(Gamble等2010)。Sumi-
kawa等(2010)认为该三肽序列是在进化过程中突

变产生, 其赋予了BrTI更强的抗虫活性。本实验室

克隆了决明胰蛋白酶抑制剂CoTI基因, 序列分析

发现CoTI也含有RGD序列。我们利用同源建模的

方法, 虚拟出CoTI的三维结构, 发现CoTI的抑制中

心位于S4-S5折叠间的Loop5中 ;  而RGD序列

(Arg159-Gly160-Asp161)位于S8-S9折叠间的

Loop9中, 突出于CoTI三级结构的表面, Cys156与
Cys164之间的二硫键能够为Loop9提供稳定性, 推
测其能够有效结合鳞翅目昆虫中肠细胞表面的整

合素(图1) (Liu等2015)。

3  植物KPI的功能

3.1  参与植物生长发育

已有研究发现, 丝氨酸蛋白酶在植物胁迫应

激、衰老、细胞程序性死亡和有性繁殖过程中都

担任重要角色(Lucinski等2011)。比如, 菜豆类枯

草杆菌蛋白酶2 (Phaseolus vulgaris subtilisin-like 
protease 2, PvSLP2)在衰老叶片中的活性远超过成

熟与幼嫩叶片, 推测其活性高低与叶片的衰老程

度相关(Budic等2013)。降低丝氨酸蛋白酶活性能

够延长在胁迫环境下的生存时间(Joshi等2014); 相
反, 提高丝氨酸蛋白酶活性, 则会加速衰老过程(吴
蔚2014)。

由于植物KPI能够调控丝氨酸蛋白酶的活性, 
避免蛋白质过度降解, 促进细胞内稳态平衡, 近年

来受到越来越多的关注, 多篇报道指出其与植物的

生长发育密切相关。Rech等(2013)发现苜蓿Kunitz
蛋白酶抑制剂106 (Kunitz protease inhibitor 106, 
KPI106)作为丝氨酸羧肽酶的负调控因子, 其抑制

中心的Lys171残基与丝氨酸羧肽酶1 (serine car-
boxypeptidase 1, SCP1)发生特异性的相互作用, 从
而抑制SCP1的酶活性; 且进一步的实验发现, 过表

达KPI106基因或SCP1基因表达下调的苜蓿表现出

一致的表型, 从而从分子水平上揭示了KPI106与
SCP1相互作用, 其参与苜蓿根皮质中丛枝菌根的

发育过程。Islam等(2015)发现白车轴草Kunitz蛋
白酶抑制剂2 (Trifolium repens Kunitz proteinase in-
hibitor 2, Tr-KPI2)基因的表达降低影响了包括茎

长度、分枝数量与叶柄长度等的一系列发育性状, 
增加了形态的多样性, 降低了发育的稳定性, 表明

植物KPI对遗传变异及发育的稳定性具有重要作

用。Boex-Fontvieille等(2015)发现植物KPI家族成

员水溶性叶绿素结合蛋白(water-soluble chloro-
phyll- binding protein, WSCP)能够抑制颗粒体结构

域蛋白酶(granulin domain-containing protease)的活

性, 激活细胞凋亡信号途径, 参与拟南芥花发育过

程的调控。随后他们还发现乙烯与机械损伤能够

激活拟南芥bHLH转录因子家族成员HECATE 1 
(HEC1)的转录活性, 促进拟南芥Kunitz蛋白酶抑制

剂1 (Kunitz-protease inhibitor 1, Kunitz-PI;1)在顶端

弯勾与子叶顶端的积累(Boex-Fontvieille等2016)。
García-Valencia等(2017)发现植物自交不亲和性也

与植物KPI相关, 烟草KPI可以与线粒体磷酸转运

蛋白相互作用, 导致花粉管的生长受到抑制。

3.2  参与生物与环境胁迫

植物KPI是植物抵抗鳞翅目害虫的一类重要

图1  CoTI的三维模拟结构

Fig.1  Three dimensional simulation structure of CoTI
根据Liu等(2015)文献修改。C: 羧基端; N: 氨基端; S—S: 二

硫键; Cys156和Cys164: 第156和第164位的半胱氨酸残基; Asp161: 
第161位的天冬氨酸残基; Gly160: 第160位的甘氨酸残基; Arg159
和Arg86: 第159和第86位的精氨酸残基; Leu84: 第84位的亮氨酸

残基; Thr88: 第88位的苏氨酸残基; loop5和loop9: 第5和第9个环; 
S4、S5、S8和S9: 第4、第5、第8和第9个β折叠。
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防御物质, 主要通过抑制与诱导两种机制发挥抗

虫功效: (1)植物KPI能够抑制鳞翅目幼虫肠道内类

胰蛋白酶与类胰凝乳蛋白酶对食物蛋白质的水解, 
使鳞翅目幼虫不能获取生长发育所需的必需氨基

酸(De Oliveira等2014); (2)当KPI被鳞翅目幼虫摄

食并在体内积累时, 它将刺激消化酶的合成紊乱, 
破坏鳞翅目幼虫肠道内消化酶的协调性, 同时造

成大量营养物的消耗, 扰乱幼虫正常代谢, 产生毒

害, 致使幼虫出现畸形甚至死亡(Babu和Subrah-
manyam 2010; Machado等2013)。如大豆STI能够

抑制棉铃虫与甜菜夜蛾等幼虫肠道的绝大部分类

胰蛋白酶活性, 并且诱导不同类型消化酶的过量

表达, 导致幼虫的取食量明显下降, 营养不良, 虫
体重变轻, 延缓幼虫的生长发育(Chougule等2005, 
2008)。鹰角豆、酸角和牛蹄豆胰蛋白酶抑制剂也

具有相似的抗虫活性, 能够破坏棉铃虫幼虫正常

的代谢(Pandey和Jamal 2014; Pandey等2015)。本

实验室研究发现, 决明CoTI重组蛋白不仅能够有

效抑制棉铃虫、斜纹夜蛾与菜青虫等鳞翅目害虫

中肠碱性类胰蛋白酶的活性, 还能够抑制菜青虫

的生长(Liu等2015); 随后分析菜青虫肠的转录组

数据发现, 实验组菜青虫肠中丝氨酸蛋白酶、细

胞色素P450、糖苷转移酶与丝氨酸蛋白酶抑制蛋

白(serpin)等基因的表达发生了变化, 推测CoTI的
摄入影响菜青虫中肠基因的正常表达, 出现代谢

紊乱(Xiang等2018)。
Sumikawa等(2010)发现褐毛羊蹄甲BrTI的

RGD序列与其抗代谢能力存在紧密联系。将该三

肽序列引入到B. bauhinioides胰蛋白酶抑制剂(不
含有RGD序列), 发现突变体能够导致试虫的蛹化

率下降到30%, 为对照的14倍, 抗虫能力明显提高, 
因此推测BrTI含有两个相对独立的位点(抑制作用

位点与诱导作用位点), 该三肽序列可能是BrTI发
挥诱导作用的关键位置。大豆STI与苏云金杆菌

(Bacillus thuringiensis, Bt)等其他类型抗虫性物质

的协同作用比它们的单独作用更能发挥抗虫作用, 
进一步阐明了KPI与一些抗虫物质之间存在着增

效作用(吴国昭等2013)。将植物KPI基因导入烟

草、芥菜等植物, 获得了对鳞翅目害虫有较高抗

性的转基因植株, 表明通过转基因技术将植物KPI
转入到异源植物中, 培育抗虫植物新品种是一条

比较可行和快速的途径(Khalf等2010; Srinivasan等
2009; 牛蓓等2016)。

与此同时, 植物KPI还能够提高植物对干旱、

盐、低温等逆境的耐受能力(Islam等2015; Srini-
vasan等2009)。比如, 高温、水分胁迫、茉莉酸甲

酯会明显提高卷心菜、大豆、土豆及百香果等植

物中KPI的mRNA及蛋白的含量(Botelho-Junior等
2014; Islam等2017; Kang等2002; Komatsu等2009; 
Sheshukova等2017), 表明其在响应非生物胁迫过

程中会发挥重要作用。我们分析决明CoTI在不同

胁迫条件下的表达情况, 发现其表达受到盐胁迫、

干旱和脱落酸(abscisic acid, ABA)的影响显著。

Islam等(2015)利用RNA干扰技术降低了三叶草

KPI基因的mRNA含量, 结果导致细胞内稳态的破

坏及细胞内应急分子(H2O2)的大量释放, 并激活了

黄酮类代谢途径。Shan等(2008)从抗盐能力较高

的小麦品种中克隆到WRSI5基因, 转入拟南芥之后

提高了其抗盐性, 推测该基因在盐胁迫条件下, 在调

节植物生长速率中发挥重要的作用。Srinivasan等
(2009)发现转烟草蛋白酶抑制剂(Nicotiana tabacum 
protease inhibitor, NtPI)烟草植株对盐、酸碱和干

旱胁迫表现出更高的抗性。Huang等(2007)的研究

表明, 超表达水稻胰凝乳蛋白酶抑制剂1 (Oryza 
sativa chymotrypsin inhibitor-like 1, OCPI1)的转基

因水稻在干旱胁迫条件下, 产量及结实率均显著

高于对照组, 且总蛋白量的降低情况要明显少于

对照组; 此外转水稻胰凝乳蛋白酶抑制剂2 (Oryza 
sativa chymotrypsin inhibitor-like 2, OCPI2)基因的

拟南芥也获得了对盐及渗透胁迫的抗性(Tiwari等
2015)。Rustgi等(2017)进一步发现, 拟南芥Serpin1
与WSCP能够与响应脱水的半胱氨酸蛋白酶21 (re-
sponsive to desiccation-21, RD21)分别形成共价与

非共价复合物, 调控RD21的活动, 参与拟南芥对干

旱的响应。

有一类植物KPI兼备α-淀粉酶抑制剂的功能, 
这种抑制剂称为双功能抑制剂。本实验室从川产

道地中药川芎(Ligusticum chuanxiong)中分离出一

个具有Kunitz结构域的α-淀粉酶/枯草杆菌蛋白酶

抑制剂基因, 该基因的重组蛋白对棉铃虫、斜纹

夜蛾等鳞翅目害虫的α-淀粉酶及枯草杆菌蛋白酶

均具有抑制作用(Yu等2017)。植物KPI和淀粉酶抑
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制剂很可能起源于同一祖先, 在抗逆与生长发育

中行使相似的功能。在抗逆方面, α-淀粉酶抑制剂

能够抑制摄食害虫肠道内淀粉酶的活性, 行使蛋

白酶抑制剂功能时可以抵抗病原菌的危害; 在生

长发育中, 它们可以起到调节内源α-淀粉酶活性的

作用, 当行使蛋白酶抑制剂功能时防止不必要的

蛋白质降解。

3.3  药用价值

大豆KTI能抑制人卵巢癌细胞系HRA细胞中

尿激酶纤维蛋白溶酶原激活因子的上调(Kobayashi
等2004), 在转移初期或内渗阶段具有抑制作用。

甘薯Sporamin蛋白不仅能够消除1,1-二苯基-2-三
硝基苯肼自由基和羟基自由基的活性, 还对人体

结肠癌细胞系SW480细胞具有增殖抑制效果, 这
为Sporamin蛋白的开发和利用提供了依据(邓乐

2009)。
此外, 从牛胰腺中提取的抑胰肽酶, 药用名称

为Aprotinin, 是一种多功能抑制剂, 能够抑制胰蛋

白酶、胰凝乳蛋白酶、溶血纤维蛋白酶及各种组

织或血浆激肽释放酶。Aprotinin已广泛用于急性

胰腺炎、纤维蛋白溶解引起的出血及弥漫性血管

内凝血, 还可用于抗休克治疗, 具有独特的疗效。

张晓琦等(2007)发现α-淀粉酶/枯草杆菌蛋白

酶抑制剂能够抑制肠道内α-淀粉酶的活性, 阻碍人

体对食物中淀粉及其他糖类化合物的消化吸收, 
降低血糖含量及糖向脂肪转化 ,  从而起到糖尿

病、高血糖、高血脂患者的饮食治疗作用。

4  展望

目前, 大量文献报道过多种植物KPI的性质、

结构及功能, 但是要全面了解植物KPI, 特别是结

构与功能之间的关系, 尚需进一步的研究。KPI对
不同靶蛋白酶的特异性抑制及抑制强度是其发挥

生物学功能的重要因素。在不同植物来源的KPI
研究中发现, 尽管它们具有相似的三维结构, 但是

组成其抑制中心的氨基酸序列同源性有很大差别, 
这些差别极有可能与其特异性抑制及抑制强度有

紧密联系。因此, 能否确定这些关键位点及作用

机制是阐释KPI抑制作用的关键问题, 这些问题的

解决需要通过结构生物学、生物信息学与分子生

物学等技术的相互融合, 这对于发挥KPI在农业、

林业及生态学领域的应用具有重要的指导意义, 
值得深入研究。

此外, 虽然多篇文献报道植物KPI参与植物的

生长发育、环境胁迫及生物胁迫, 具有很高的药

用价值, 但其作用机理还知之甚少。

在植物生长发育与环境胁迫方面, KPI在植物

体内作为一种维持细胞稳态物质, 通过与不同靶

蛋白酶作用来调控细胞生长、环境胁迫的耐受能

力, 但具体的分子机制并不清楚。首先, KPI特异

性作用的靶蛋白酶迄今发现较少, 目前仅有丝氨

酸羧肽酶、RD21与颗粒体结构域蛋白酶等靶蛋白

酶被报道。由于不同KPI有不同的靶蛋白酶, 某一

种KPI只能与一种或几种丝氨酸蛋白酶形成复合

体, 发挥特定的功能。因此, 在未来的研究中, 筛
选与KPI相互作用的靶蛋白酶是认识其参与植物

生长发育与逆境响应的一个核心问题。其次, KPI
能够稳定细胞内环境, 参与植物生长发育与胁迫

应答过程。此外, KPI极有可能影响到一系列基因

的表达, 找到这些受KPI调控的下游基因也将是未

来的重点。

在生物胁迫方面, 植物KPI是植物抵抗鳞翅目

害虫的一类重要防御物质, 主要通过抑制消化酶

活性与扰乱昆虫消化系统两种机制发挥抗虫功效, 
但是昆虫在与植物的长期协同进化过程中, 产生

出适应性进化, 对来自寄主植物的蛋白酶抑制剂

不敏感。比如菜青虫的生长并不受白菜等十字花科

寄主植物蛋白酶抑制剂的影响(Broadway 1995)。棉

铃虫的生长也不受烟草等寄主植物KPI的影响

(Chougule等2005), 而受来自花生、土豆等非寄主

植物的KPI的抑制(Harsulkar等1999)。分析基因组

中丝氨酸蛋白酶基因的数量, 发现其远远超过植

物KPI基因的数量, 这其中就包括了一些对KPI不
敏感的丝氨酸蛋白酶。摄食害虫在适应KPI的过

程中, 通过改变基因的表达模式, 产生了一些新蛋

白酶代替原有的蛋白酶, 失去对KPI的敏感性。我

们推测新产生的蛋白酶底物口袋中的部分氨基酸

残基(非催化残基)发生了突变, 导致蛋白酶与KPI
的结合能力下降, 从而失去对KPI的敏感性。此外, 
摄食害虫还能够诱导表达一些非丝氨酸蛋白酶, 
这些蛋白酶能够降解KPI, 减弱KPI的抗虫活性。

因此, 在KPI抗虫基因工程应用中, 将重点选择来
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源于非寄主植物的KPI。与此同时, 对摄食害虫的

适应机制开展相关研究, 能够帮助研究人员设计

更长效与更特异性的抑制剂。

在KPI基因药物资源的进一步挖掘方面, 多篇

文献报道过植物KPI具有抗炎、抗病毒、抗癌等

作用, 有些动物来源的KPI已经在临床试验阶段。

鉴于植物KPI来源广泛且种类多样, 在未来的研

究中, 植物KPI将为我们提供更丰富的药物筛选

资源。
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Structure and function of plant Kunitz-type protease inhibitors
ZHANG Xian, LIAO Dong-Ying, GOU Xu-Zhuo, ZHOU Jia-Yu*, LIAO Hai*

School of Life Science and Engineering, Southwest Jiaotong University, Chengdu 610031, China

Abstract: Kunitz-type protease inhibitors (KPIs) in plants are a class of resistant peptides formed during long-
term evolution. They mainly regulate the activities of extracellular and intracellular target proteases which are 
involved in plant cell growth, cell cycle, cell apoptosis, protein degradation and transport, stress response, and 
growth and development. The members of this family usually contain 1–2 Kunitz domains and formed typical 
β-trefoil fold structure. KPIs are able to inhibit different enzymes, such as serine proteases, cysteine proteases 
and aspartic proteases, and those inhibitory specificity and strength mainly depend on the residues in the inhibi-
tory center. To date, KPIs have been found in most angiosperm plants, and the expression level of KPI is in-
duced by various stresses. In this paper, the research progresses in the structure and function of plant KPIs are 
reviewed, and the researches accomplished in our laboratory are also introduced. 
Key words: Kunitz-type protease inhibitor; molecular structure; physiological function
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