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Клубни картофеля (Solanum tuberosum L.) содер�
жат значительную группу водорастворимых белков,
в состав которой входят ингибиторы протеолитиче�
ских ферментов различных классов [1]. В ряде сортов
европейской и японской селекции в их составе при�
сутствуют белки с молекулярной массой 20–24 кДа,
структурно родственные соевому ингибитору трип�
сина Кунитца, которые действуют на сериновые и
цистеиновые протеиназы. Эти ингибиторы выделя�
ют в подсемейство картофельных ингибиторов про�
теиназ Кунитца и обозначают PKPI (potato Kunitz�
type proteinase inhibitors) [2]. На основании строения
N�концевых аминокислотных последовательностей
белки PKPI разделяют на пять структурных групп,
три из которых, A, B и C, наиболее изучены [2]. Фи�
зиологические функции, которые осуществляют эти
ингибиторы в растениях, и пути их экспрессии in vi�
vo, окончательно еще не установлены. Однако пока�
зано, что белки PKPI участвуют в защитной реакции
растения при атаке фитопатогенными микроорга�
низмами, подавляя не только действие секретируе�
мых ими протеиназ, но и их рост и развитие [3, 4]. 

К настоящему времени описано более ста нук�
леотидных последовательностей (в большинстве,
кДНК), кодирующих белки PKPI в различных сор�
тах картофеля как европейской, так и азиатской се�
лекции (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Предполага�
ют, что каждый сорт картофеля содержит свой уни�
кальный набор таких генов, при этом в процессе
селекции происходит непрерывная эволюция их по�
следовательностей [5].

В нашей предыдущей работе [6] был детально
охарактеризован белок PKCI�23, выделенный из
клубней картофеля сорта Юбилей Жукова, выведен�
ного в последние годы российскими селекционера�
ми и районированного в средней полосе России. Бе�

лок PKCI�23 действовал не только как эффектив�
ный ингибитор химотрипсина и трипсина, но и
подавлял рост мицелия двух фитопатогенов Phytoph�
thora infestans Mont. de Bary и Fusarium culmorum (Wm.
G. Sm.) Sacc., поражающих картофель. На основа�
нии структуры N�концевой аминокислотной после�
довательности белок PKCI�23 был отнесен к подсе�
мейству PKPI и локализован в структурной группе
PKPI�B [6]. В эту группу объединены родственные
белки, действующие как ингибиторы сериновых
протеиназ клана химотрипсина [2, 5, 7].

Цель работы – выделение, секвенирование и
анализ последовательности фрагмента гена, кодиру�
ющего белок PKCI�23 в клубнях картофеля.

МЕТОДИКА

Тотальную ДНК картофеля (Solanum tuberosum L.
сорт Юбилей Жукова) выделяли из двухнедельных
проростков в соответствии с методом, описанным в
работе [8]. Клубни проращивали во влажной камере
при естественном освещении и комнатной темпера�
туре.

Для создания праймеров был проведен сравни�
тельный анализ нуклеотидных последовательно�
стей белков PKPI�B, опубликованных в работах
[2, 5, 9, 10] и базе данных NCBI. С использовани�
ем программ Primer�BLAST (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer�blast/) и Vector NTI (http://
www.invitrogen.com) были сконструированы пря�
мой и обратный праймеры: 

5'�(ACCTAGTGATGCTACTCCAGTACTTGACG)�3'

и 

5'�(TTACTGGACTTGGTTGAAGGAGACATC)�3'.

ФРАГМЕНТ ГЕНА, КОДИРУЮЩЕГО БЕЛОК�ИНГИБИТОР 
ХИМОТРИПСИНА И ТРИПСИНА В КЛУБНЯХ КАРТОФЕЛЯ 

© 2011 г.   И. А. Парфёнов*, Т. А. Ревина*, П. П. Пашковский**, Н. Л. Радюкина**, Т. А. Валуева*
*Институт биохимии им. А.Н. Баха РАН, Москва, 119071

e�mail: valueva@inbi.ras.ru
**Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, Москва, 127276

Поступила в редакцию 15.11.2010 г.

Из генома картофеля (Solanum tuberosum L. сорт Юбилей Жукова) выделен продукт полимеразной
цепной реакции, амплифицированый с геномной ДНК с использованием сконструированных
праймеров, обозначенный как PKPIJ�B. Установлена нуклеотидная последовательность PKPIJ�B и
восстановлена аминокислотная последовательность кодируемого им белка. Анализ этой последова�
тельности позволил высказать предположение, что выделенный фрагмент гена кодирует белок�ин�
гибитор химотрипсина и трипсина (PKCI�23, potato Kunitz�type chymotrypsin inhibitor), присутству�
ющий в клубнях. 

УДК 577.152.3



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 47  № 4  2011

ФРАГМЕНТ ГЕНА, КОДИРУЮЩЕГО БЕЛОК�ИНГИБИТОР 403

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) осу�
ществляли в амплификаторе Eppendorf Mastercycler
personal (США). Реакционная среда (20 мкл) содер�
жала: Taq�полимеразу (5 ед.), специфические прай�
меры (прямой и обратный) (по 20 пмоль), 20 мкг
ДНК, 0.2 мМ дАТФ, 0.2 мМ дГТФ, 0.2 мМ дТТФ,
0.2 мМ дЦТФ, 60 мМ Трис�HCl pH 8.5, 1.5 мМ
MgCl2, 25 мМ KCl, 10 мМ меркаптоэтанола, 0.1%
Тритона Х�100. ПЦР проводили при следующих
условиях: 95° – 5 мин, затем 94°– 30 с, 58° – 30 с,
72°– 2 мин (30 циклов) и 72° – 5 мин. 

Амплифицированные фрагменты разделяли
электрофорезом в 0.8%�ном геле агарозы и экстра�
гировали с помощью набора для экстракции ДНК
(DNA Extraction Kit, “Fermentas”, Литва). В резуль�
тате были получены ПЦР�продукты, предполагаемо�
го размера около 550–600 н.п. Полученные фрагмен�
ты секвенировали в направлениях 5' и 3' с использова�
нием указанных выше праймеров. Нуклеотидная
последовательность продуктов ПЦР была установле�
на в научно�производственной компании “Синтол”
(Москва). 

Обработку результатов секвенирования, а также
их анализ и выравнивавание полученных последо�
вательностей проводили, используя программы
Unipro UGENE (http://genome.unipro.ru/) и Vector
NTI AlignX. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В результате ПЦР из генома картофеля был выде�
лен продукт, амплифицированный с геномной ДНК
с использованием специфических праймеров, обо�

значенный как PKPIJ�B, который по данным элек�
трофореза содержал 550–600 нуклеотидных пар
(н.п.). Cеквенирование этого продукта показало, что
фрагмент PKPIJ�B состоит из 582 н.п. 

Как уже упоминалось, белки PKPI разделяют на
три структурные группы: PKPI�A, PKPI�B и PKPI�C
[2]. Анализ 3'�участков генов, кодирующих белки
всех трех структурных групп позволил предполо�
жить, что выделенный фрагмент гена кодирует бе�
лок, относящийся к группе PKPI�B. На рис. 1 приве�
дено сравнение нуклеотидных последовательностей
выделенного фрагмента PKPIJ�B и генов, кодирую�
щих белки PKPI�B в шести сортах картофеля, кото�
рые представлены в базе NCBI Gene Bank Blast. По�
следовательность нуклеотидов в фрагменте PKPIJ�B
характеризовалась высокой степенью сходства (от
95.2 до 96.6% идентичных н.п.) с генами PKPI�B9
(AY693424), PKPI�B10 (AF536175.1) [10], PI�2
(AY166690) [9], KPi B�k2 (DQ168333.1) [11], P1H5
(AF492359), P4D11 (AF4955584) и S1C1 (AF492769)
[5], которые были обнаружены в картофеле сортов
Истринский, Elkana, Kuras, Provita и Saturna соот�
ветственно. Однако она значительно отличалась от
последовательности gCDI�B1 (Q41484) из сорта Dan�
shaku, содержащей только 90.7% идентичных н.п.
[2]. Оценка степени сходства последовательностей
генов и полученного фрагмента PKPIJ�B, кодирую�
щих белки PKPI�B в картофеле семи сортов, показа�
ла, что они содержат от 89 до 99% идентичных н.п.
(таблица). Оказалось, что наиболее вариабельные
фрагменты последовательностей расположены в 5'�
концевой части молекул. Анализируя положения за�
мен нуклеотидов в этих последовательностях, мож�
но сделать заключение, что они локализуются в од�

 
Содержание идентичных остатков (%) в нуклеотидной и аминокислотной последовательностях белков PKPI�B

 Аминокислотная последовательность

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 89.1 93.3 86.5 93.8 90.7 94.3 94.8 91.7 89.1

2 92.6 92.2 91.7 90.2 90.2 90.2 91.2 91.2 86.8

3 96.2 94.5 90 96.8 96.4 97.4 97.3 95.9 91.7

4 90.7 94.8 92.9 90 90 90.2 91 91.4 88.2

5 96 94.3 98.5 92.6 93.7 96.9 98.2 95 93.3

6 95.2 94.5 97.3 92.8 96.7 94.8 94.6 98.6 89.1

7 96.3 93.4 98.6 92.3 98.5 97.3 93.2 95.9 97.4

8 96.6 94.8 98.9 93.1 96.1 97.1 99 95.9 93.2

9 95.4 95.2 97.9 93.4 97.3 98.8 97.6 97.7 90.6

10

 Нуклеотидная последовательность

1 – PKCI�23, 2 – PKTI�22, 3 – S1C1, 4 – gCDI�B1, 5 – P4D11, 6 – PI�2, 7 – PSPI�21�6.3, 8 – KPi B�k2, 9 – P1H5, 10 – PSPI�21�5.2.

3*
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них и тех же участках. Весьма вероятно, что в этих
участках и происходили рекомбинации. На рис. 2
приведено филогенетическое дерево, построенное
по принципу максимального подобия с помощью
программ PhyML 3.0 aLRT (http://www.phylogeny.fr/)
и MEGA 4. Видно, что сорта японской и европей�
ской (в том числе российской) селекции находятся
на разных ветвях “дерева”, что соответствует гипоте�

зе, предложенной в работе [5], о высокой внутри и
межсортовой вариабельности белков PKPI. Дей�
ствительно, замены в нуклеотидных последователь�
ностях могут приводить к полиморфизму аллелей
одного и того же генного локуса в геноме тетрапло�
идного картофеля.

На основании нуклеотидной последовательно�
сти выделенного фрагмента гена PKPIJ�B была вос�
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Рис. 1. Сравнение нуклеотидной последовательности, кодирующей белки PKPI�B в различных сортах картофеля. 1 –
PKPIJ (данная работа), 2 и 3 PKPI�B9 и PKPI�B10 [10], 4 – gCDI�B1 [2], 5 – KPi B�k2 [11], 6, 7 и 8 – S1C1, P1H5, и P4D11
[5], 9 – PI�2 [9]. Вариабельные участки окрашены серым цветом, единичные замены нуклеотидов выделены темно�серым.
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становлена аминокислотная последовательность
кодируемого им белка (рис. 3). Оказалось, что по�
следовательность первых 20 остатков полностью
совпадала с N�концевой аминокислотной последо�
вательностью белка PKCI�23, установленной в рабо�
те [6]. Это с большой степенью вероятности указы�
вало на то, что белок PCPI кодируется выделенным
фрагментом гена. В пользу этого свидетельствует так�
же тот факт, что молекулярная масса белка PKPIJ�B,
рассчитанная из восстановленной аминокислотной
последовательности, составляла 22.5 кДа и совпадала с
молекулярной массой белка PKCI�23, определенной
по результатам ПААГ�электрофореза. 

Итак, в геноме картофеля сорта Юбилей Жукова
обнаружен и секвенирован фрагмент ДНК, который
предположительно кодирует белок PKCI�23, выде�
ленный нами ранее из клубней и действующий как
ингибитор химотрипсина и трипсина [6]. Это позво�
лило восстановить предполагаемую полную амино�
кислотную последовательность этого белка. 

Анализ аминокислотных последовательностей
PKCI�23 и известных белков PKPI�B, приведенных
на рис. 3, показал, что они содержат от 86.5 до 98.6%
идентичных остатков (таблица), часть из которых
является консервативной. Прежде всего, это два
консервативных остатка цистина, образующих ди�
сульфидные связи, соединяющие остатки Cys49–
Cys98 и Cys147–Cys164, первая из которых форми�
рует большую пептидную петлю в N�концевой части
молекулы, а вторая – малую в ее С�концевой части.
Следует отметить, что в последовательности белков,
кодируемых генами PKPI�B9, KPi B�k2, P4D11, SICI,
а также белка PKCI�23, в положении 155 присутству�
ет только остаток цистеина, в то время как в молеку�
ле белка, кодируемого геном PKPI�B10, – третья до�
полнительная дисульфидная связь между остатками
Cys155–Cys158. Несмотря на высокое сходство пер�
вичных структур, рассматриваемые белки различа�
ются по специфичности действия на химотрипсин и
трипсин. Так, белок PSPI�21�6.3, который кодирует�
ся геном PKPI�B9, эффективно подавлял активность
эластазы из лейкоцитов человека и значительно сла�

87
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Рис. 2. Филогенетическое дерево генов, кодирующих
белки PKPI�B в различных сортах картофеля. По�
строено с использованием программы MEGA 4 по
принципу максимального подобия. Числа в узлах вет�
вей (bootsraps) – индексы поддержки каждого узла,
полученные при расчете 100�кратной повторности. 
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Рис. 3. Сравнение аминокислотной последовательности белков PKPI�B из различных сортов картофеля. 1 – PKCI�23
(данная работа), 2 – PSPI�6.3 [12], 3 – PKTI�22 [13], 4 – PSPI�21�5.2 [12], 5 – P1H5 [5], 6 – gCDI�B1 [2], 7 – KPi B�k2
[11], 8 – P4D11 [5], 9 – PI�2 [9], 10 – S1C1 [5]. Последовательности 1, 3, 5–10 восстановлены по последовательностям
кодирующих их генов. Аминокислотные остатки, идентичные во всех последовательностях, не окрашены, а различа�
ющиеся обозначены серым цветом. Реактивные центры указаны стрелками, дисульфидные связи (Cys49–Cys98 и
Cys147–Cys164) обозначены звездочками.
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бее трипсина и химотрипсина [12]. Такой же специ�
фичностью действия на протеиназы характеризует�
ся белок PSPI�21�5.2, который кодируется гибрид�
ным геном, содержащим на 3'�участке фрагмент
гена PKPI�B9, а на 5'�участке – PKPI�A6 [12]. Белок
PKTI�22, кодируемый геном PKPI�B10, является
специфическим ингибитором трипсина [13], а бел�
ки PKCI�23 и P1H5 с одинаковой эффективностью
действуют на химотрипсин и трипсин [6, 14].

Все белки, аминокислотные последовательности
которых представлены на рис. 3, являются ингиби�
торами трипсина и взаимодействуют с ферментом
по “каноническому” субстратоподобному механиз�
му. В последовательности каждого из них присут�
ствуют консервативные остатки Arg68�Phe69, рас�
положенные в большой пептидной петле. Показано,
что они входят в состав реактивного трипсин�связы�
вающего центра ингибиторов [12]. Участок амино�
кислотной последовательности, окружающий эти
остатки, идентичен в структуре всех указанных бел�
ков, а в пространственной организации их молекул
создаются условия для образования “канонической
петли” связывания трипсина.

На участке последовательностей, локализован�
ном вне пептидных петель, который практически
также идентичен у всех рассматриваемых белков,
расположены консервативные остатки Met116�
Leu117. В работе [12] было показано, что белки
PSPI�21�5.2 и PSPI�21�6.3 подвергаются посттранс�
ляционному протеолизу по пептидным связям
Ser151�Thr152 и Phe157�Ser158 с образованием двух�
цепочечных молекул. Было установлено, что остат�
ки Met116�Leu117 входят в состав химотрипсинсвя�
зывающего реактивного центра, расположенного в
пептидной петле, формирующейся между полипеп�
тидными цепями, соединенными дисульфидной
связью Cys147–Cys164. Однако молекулы других
белков, структуры которых приведены на рис. 3,
состоят из одной полипептидной цепи и в них не
может сформироваться “каноническая петля”
между остатками Ser100�Leu145. В то же время
часть из них, а именно белки PCPI, P1H5, Kpi B�k2,
P4D11, PI�2 и S1C1, достаточно эффективно по�
давляли активность химотрипсина [6, 11, 14]. Вы�
сказано предположение, что остаток Met153 может
входить в состав реактивного химотрипсинсвязы�
вающего центра, локализованного в “канониче�
ской петле”, образующейся между остатками
Cys147–Cys164 [14]. Однако в аминокислотной по�
следовательности белка gCDI�B1 в результате деле�
ции в нуклеотидной последовательности кодирую�
щей его ДНК отсутствует остаток Met153. В молеку�
ле белка PKTI�22 также существуют препятствия
для образования “канонической” петли связыва�
ния химотрипсина, поскольку между остатками
Cys147�Cys164 расположена еще одна дисульфид�
ная связь Cys155�Cys158. И, действительно, белок
gCDI�B1 не действует на химотрипсин [2], а белок

PKTI�22 очень слабо подавляет активность этого
фермента [13].

Таким образом, отсутствие или присутствие
определенных аминокислотных остатков в первич�
ной структуре определяет специфичность действия
ингибиторов PKPI. Высокая изменчивость в после�
довательностях белков PKPI�B на участке, располо�
женном между остатками Cys147 и Cys164, согласу�
ется с данными об их высокой функциональной зна�
чимости для молекулы ингибитора [11]. Можно
предположить, что образование замен, расположен�
ных на этом участке, происходит в результате неза�
висимых мутаций. Вполне вероятно, что полимор�
физм генов PKPI�B является следствием адаптивной
эволюции, направленной на защиту растений от
фитопатогенных микроорганизмов и насекомых�
вредителей. Большой набор вариантов генов бел�
ков�ингибиторов способен привести к экспрессии
их новых изоформ, которые позволят противостоять
адаптации фитопатогенов к ингибиторам.
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Fragment of the Gene Encoding Chymotrypsin and Trypsin Inhibitor 
Protein of Potato Tubers
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Abstract—Product of polymerase chain reaction designated as PKPIJ�B was isolated after amplification
from genomic DNA of potato (Solarium tuberosum L., Zhukov Jubilee cultivar) using the designed primers.
Nucleotide sequence of PKPIJ�B was determined and amino acid sequence of protein was restored. Analysis
of this sequence has allowed us to suggest that isolated gene fragment encodes chymotrypsin and trypsin
inhibitor protein (PKCI�23 potato Kunitz�type chymotrypsin inhibitor) of potato tubers.
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