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蛇神经毒素的表达和鉴定

钱友存 沈 雁 范春阳 胡太山 杨胜利 龚 毅"

（中国科学院上海生命科学院生物工程研究中心 上海 $%%$##）

摘 要 抽提中华眼镜蛇毒腺总5+4，通过反转录675扩增8(9:(;(<=>8?+4，克隆并测序。该8?+4编码@#个

氨基酸，包括$!个氨基酸的信号肽和"$个氨基酸的成熟蛋白。该成熟蛋白的氨基酸序列和通过蛋白测序从台湾

眼镜蛇鉴定的7(9:(;(<=>完全一致。675扩增编码7(9:(;(<=>的?+4，并亚克隆到表达载体A,4B06$。此外，通

过合成寡核苷酸片段，拼接成完整的7,0!!基因，并将其克隆至A,4B06$。经C6DE诱导，两种神经毒素基因在大

肠杆菌中都得到高效的可溶性融合表达。表达产物通过F?F064EG和蛋白印迹杂交加以鉴定。表达的融合蛋白

经过FHAI-:(JH"K0-L.)(JH亲和色谱和?G4G0FHAI-:(JHMM离子交换色谱得到有效纯化。经N-因子酶切后得到的

两种重组神经毒素都具有小白鼠体内毒性。
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蛇神经毒素广泛存在于眼镜蛇科和海蛇科。根

据其作用靶位不同，可被分为两大类型，即突触前神

经毒素和突触后神经毒素［!］。突触前神经毒素阻

断乙酰胆碱从突触前运动神经末梢的释放，而突触

后神经毒素特异性地结合于突触后膜运动终板的尼

古丁乙酰胆碱受体而阻断神经传导。突触后神经毒

素又进一步分为短链神经毒素和长链神经毒素［$］。

短链神经毒素有"%!"$个氨基酸残基构成，含1对

二硫键；长链神经毒素则由P%!P1个氨基酸残基构

成，含五对二硫键。神经毒素富含二硫键的结构可

作为研究蛋白质折叠、空间构象与功能关系的模型，

根据其阻断神经传导过程的性质可开发出不成瘾的

新型镇静药，用于镇痛、麻醉和戒毒［#，1］，表达和制

备重组神经毒素是开展上述研究的基础。本文以眼

镜蛇（3+4+$+4++/*+）神经毒素7(9:(;(<=>和眼镜

王蛇（2=>Q8(9:-）神经毒素7,!!为例，报道在大肠

杆菌系统表达和鉴定重组神经毒素的技术方法。

! 材料和方法

!"! 材料

眼镜蛇产地为江西省；眼镜王蛇产地为广西省；

焦碳酸二乙酯（?G67），,R6F为4,5GF7R公司

产品；低熔点琼脂糖为F=QL-公司产品；各种限制

酶，C6DE，N0Q-)，AEG,D0SH8;(:，总5+4抽提试剂

盒，,0,B’反 转 录 酶 均 购 自6:(LHQ-公 司；D-T
?+4聚合酶为加拿大4E7D公司产品；其它产品

为国产分析纯。

!"# 蛇毒腺总$%&的抽提

总5+4的抽提方法参照6:(LHQ-总5+4抽

提试剂盒产品说明。总5+4的质量和浓度通过甲

醛变性电泳和紫外分光法检测。

!"’ $()*+$条件和,-%&克隆

$"Q总5+4模板和#%>Q()=Q(（UD）$&反向引物

混合，加?G67处 理 过 的 水 至 总 体 积!&"B，P%V
&L=>破坏5+4模板中的二级结构，迅速置于冰上，

加&W5D缓冲液，%X&LL()／BU+D6，$%Y5+4酶

抑制剂和$%%Y,0,B’反转录酶，再加水至总体积

$&"B，1$V温育!I，/&V&L=>灭活反转录酶，以反

转录产物为模板，以设计的引物进行675反应。#&
个循环之后，最后P$V延伸!%L=>。675产物克隆

于AEG,D载体。在4KC#P#荧光自动测序仪上测

定克隆的8?+4序列。

!". 寡聚核苷酸片段拼接

根据蛋白质序列设计合成寡聚核苷酸片段，将



对应的寡聚核苷酸片段分别溶解于退火缓冲液中，

浓度约为!"#$%&／!’，然后等体积混合后通过缓慢

降温退火。在用()激酶在寡聚核苷酸片段*+端加

上磷酸基团后，将所有寡聚核苷酸片段混合，用()
,-.连接酶连接，插入载体#/012，用琼脂糖凝胶

电泳，,-.序列测定验证。

!"# 重组蛋白印迹杂交

蛋白印迹法参照文献［*］。眼镜蛇神经毒素抗

血清由台湾高雄医学院03456’%567895教授赠送。

$ 结 果

$"! %&’(&)&*+,和%-!!基因的克隆

0%:;%<%=>5和0?11的天然蛋白质序列已有报

道［"，@］。制备重组0%:;%<%=>5和0?11的基础是获

得其基因。0%:;%<%=>5基因采用A(7B0A技术克

隆。比较分析眼镜蛇科神经毒素C,-.序列发现这

些序列的*+端和D+端以及信号肽编码区比较保守，

据 此 合 成 B0A 引 物 ［-/1］：*+7.E.(7
E....0(0(E（0／(）(E0(E（.／(）00((EE7D+；

［-/!］：*+EE.(EE(00.(E.(（(／E）E.（(／E）

E.E.E0..7D+用于扩增眼镜蛇神经毒素基因。

用于A(7B0A扩增的眼镜蛇总A-.经1F甲

醛变性琼脂糖电泳分析验证，1G8和!G8两条;A-.
条带清晰完整。紫外分光检测结果显!!"H／!GHI
1JG，!!"H／!DHI!KH，浓 度 约 为 HJ2!6／!’，表 明

$A-.的质量和浓度满足反转录的要求。

A(7B0A扩增产物经1J*F琼脂糖凝胶电泳分

析，在DHH:#位置有特异的,-.条带，与预测的该

神经毒素C,-.大小基本一致。B0A产物经低熔

点琼脂糖回收后直接连接于#EL?(7M9C<%;，转化大

肠杆菌,N*"，筛选有插入片段的重组子并测定插

入片段的,-.序列，共获得1H种不同的插入片

段，其中一个全长!GH:#片段所推导的氨基酸序列

含有GD个氨基酸，包含!1个氨基酸的信号肽和"!
个氨基酸的成熟蛋白（O>6K1.）。该成熟蛋白的氨

基酸序列和蛋白分离鉴定的0%:;%<%=>5一致。可认

定这一插入片段为0%:;%<%=>5基因。根据得到的

0%:;%<%=>5基因设计正向和反向两条引物用B0A
特定地扩增出编码成熟蛋白的,-.片段，并在其

*+和D+端加上"#$AP和%&’P位点。作为插入表达

载体的连接位点。

0?11基因通过设计，拼接合成寡聚核苷酸片

段克隆。根据0?11蛋白的氨基酸序列，按大肠杆

菌偏爱的密码子设计并化学合成1!条寡聚核苷酸

片段，长度从D@到)1个碱基不等，这些寡聚核苷酸

片段是两两互补配对的，经连接后形成一完整基因，

并且在两端分别加上了"#$AP和()*+PPP位点，作

为插入表达载体的连接位点（O>6K1Q）。

图1（.）0%:;%<%=>5的$A-.序列

（Q）0?11基因的序列

O>6K1（.）(39$A-.R9ST95C9%U<39C%:;%<%=>5
（Q）(39R9ST95C9R%U<390?116959

(39R<4;<>56C%;V%5（.(E）45V<39<9;$>54<>56C%;V%5（(.E）%;
（(E.）4;9V%T:&9T5V9;&>59VK(39;>63<95V$4;WR<39#%R><>%5R%U

<395TC&9%<>V9RK(39#&TR45V$>5TR#;>$9;R4;9T5V9;&>59VK

$"$ 重组%&’(&)&*+,和%-!!蛋白的表达

0%:;%<%=>5和0?11均为富含二硫键的小分子

量蛋白，在大肠杆菌内直接表达一不够稳定，二形成

无活性的包涵体。为得到有生物活性的重组蛋白，

选用了大肠杆菌融合表达系统表达0%:;%<%=>5和

0?11基因。

$"$"! 基因工程菌的构建和最适培养条件：表达

载体选用质粒#?.’7B!，B?.’7B! 含有(4C启动

子，麦芽糖结合蛋白基因，,-#P等基因表达元件，麦

芽糖结合蛋白基因下游为多克隆位点。经B0A扩

增的编码0%:;%<%=>5成熟蛋白的,-.片段插入

"#$AP7%&’P位 点，得 到0%:;%<%=>5融 合 表 达 质 粒

#?.’70Q(；经拼接得到的0?11基因的片段插入

"#$AP7()*VPPP位 点，得 到 0?11融 合 表 达 质 粒

#?.’70?11。#?.’70Q(和#?.’70?11分别转

化大 肠 杆 菌 宿 主Q’!1，得 到 表 达 0%:;%<%=>5和

0?11融合蛋白的基因工程菌Q’!1（0Q(）和Q’!1
（0?11）。经过对培养时间，诱导时刻，温度，通气

量等条件的摸索，基因工程菌最适培养条件为：接种

单菌落到’Q培养基中（含1HH!6／$’.#），D@X，
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!"#$／%&’培养过夜，取该培养物转接到(##倍体积

的)*培养基中（含(##!+／%),-），./0，!"#$／%&’
培养!1，加入2345至终浓度为#6"%%78／)诱导，

继续培养.1后离心收获菌体。9:9;3,5<电泳分

析表明在此条件下=>((和=7?$7@7A&’融合蛋白表

达量占菌体总蛋白的.#B以上（C&+D!E’FC&+D.）。

图! 9:9;聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

重组=7?$7@7A&’的表达

C&+D! 9:9;3,5<E’E8GH&H7I@1JJA-$JHH&7’
7I$JK7%?&’E’@K7?$7@7A&’

!D41JL’&’FLKJFK7’@$78；."MD41JJA-$JHHJFE’F-L$&I&JFILH&7’

-$7@J&’H；"D41JF&+JH@JF-L$&I&JFILH&7’?GIEK@7$NE；OD41J’E@L$E8

#;?L’+E$7@7A&’（-L$K1EHJFI$7%9&+%E，KD）；(，/D3$7@J&’%78JKL8E$

PJ&+1@%E$QJ$H&’Q:：R/DM，OOD!，M.D#，.(D#，!#D(E’F(MDM

图. 9:9;聚丙烯酰胺凝胶电泳检测重组=>((的表达

C&+D. 9:9;3,5<7I@1J$JK7%?&’E’@=>((
（,）<A-$JHHJFE’F-L$&I&JFILH&7’-$7@J&’7I=>((D(D41JJA;

-$JHHJFILH&7’-$7@J&’；!D41JHL-J$’E@E’@EI@J$E?H7$-@&7’?GEII&’&@G
K78L%’；.D41J-L$&I&JFILH&7’-$7@J&’D（*）41JF&+JH@JF-$7FLK@H7I

@1J-L$&I&JFILH&7’-$7@J&’?GNEIEK@7$D41J%78JKL8E$PJ&+1@H7I@1J

ILH&7’-$7@J&’E’F@1J$JK7%?&’E’@=>((E$J%E$QJFD

!"!"! 融合蛋白的纯化工艺：将离心收获菌体重

悬于4<缓冲液中（"#%%78／)4$&H，-S/DO，(%%78／

)<:4,），在冰浴中用超声波发生仪进行超声破

壁。(!###+，(#%&’，M0 高速离心后对菌体裂解液

的可溶部分和不可溶部分进行9:9;3,5<电泳分

析，表明融合蛋白R#B以上存在于可溶部分。可直

接通过 层 析 技 术 分 离 纯 化。离 子 交 换 层 析 采 用

:<,<;9J-1E$7HJCC柱。起 始 缓 冲 液 为"#%%78／)
4$&HDS=8，-STD/。上样后用#"#6"%%78／)UE=8
梯 度 洗 脱。=>(( 和 =7?$7@7A&’ 融 合 蛋 白 在

#6(O%%78／)UE=8浓度时被洗脱。亲和层析采用

9J-1J$7HJO*;E%G87HJ柱，亲和树脂制备 参 照 文 献

［T］，起始缓冲液为"#%%78／)4$&HDS=8，-S/D!。上

样后用(#%%78／)>E8@7HJ洗脱。收集的融合蛋白

级分经电泳扫描表明法纯度为R#B以上。用CEK;
@7$NE酶切融合蛋白，得到=7?$7@7A&’（C&+D!）和

=>((（C&+D.）。

!"# 重组$%&’%(%)*+和$,--蛋白的鉴定和活性

测定

为了确定目的蛋白=7?$7@7A&’得到正确的表

达，我们对重组蛋白进行 VJH@J$’?87@鉴定。为进

一步了解重组蛋白的空间构象折叠的正确性，我们

进行了重组蛋白=7?$7@7A&’和=>((在小白鼠体内

毒性的初步试验。

!"#"- 重组=7?$7@7A&’融合蛋白 VJH@J$’?87@@&’+
印迹分析：为了验证表达的融合蛋白的正确性，我

们对纯化的融合蛋白进行蛋白印迹分析，并以自身

麦芽糖结合蛋白作为阴性对照，结果表明表达的融

合蛋白有特异性杂交条带（C&+DM）。

图M 重组=7?$7@7A&’的免疫印迹分析

C&+DM VJH@J$’?87@@&’+7I@1J$JK7%?&’E’@K7?$7@7A&’
(D41J’J+E@&WJK7’@$787I@1J-L$&I&JF%E8@7HJ?&’F&’+-$7@J&’；!D41J-L;

$&I&JFILH&7’-$7@J&’7IK7?$7@7A&’?GHJ-1E$7JO*;E%G87HJEII&’&@GK1$7;

%E@7+$E-1GD41JE’@&HJ$EPEH-$J-E$JFE+E&’H@@1J’E@L$E8K7?$7@7A&’D

!"#"! 小鼠体内神经毒活性测定：体重!#X!+小

白鼠分为"组，每组M只（雌雄各半），按不同剂量进

行皮下注射（=7?$7@7A&’）和腹腔注射（=>((）经NE
因子酶切的重组神经毒素融合蛋白，在!M1内观察

死亡情况。另外，取两只（雌雄各一）作麦芽糖结合

蛋白阴性对照。
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表! 重组"#$%#&#’()的小鼠体内神经毒活性测定

*+$,-! *.-!"#!#$&#’(/(&0#1&.-
%-/#2$()+)&/#$%#&#’()()2(/-

!"#$%&’()*+*&(,*#- . / 0 1 2 3#-,"#’
4$)*#-%"#,5*-／!6 .1 /7 1/ 28 9: 2::!6
;5&#<=*-(-,&#="#,#>*-／!6 / 1 8 7 .: :
?$<=5"#+@5(,A : : / 1 1 :

表3 重组"4!!的小鼠体内神经毒活性测定

*+$,-3 *.-!"#!#$&#’(/(&0#1&.-%-/#2$()+)&"4!!()2(/-
!"#$%&’()*+*&(,*#- . / 0 1 2
4$)*5*-%"#,5*-／!6 1/9 722 .98: 1/9 722
;5&#=*-(-,3B..／!6 02 9: .1: : :
?$<=5"#+@5(,A : 0 1 : :

5 讨 论

我们得到的重组3#="#,#>*-和3B..在小白鼠

体内的神经毒活性分别约为文献报道的天然蛋白活

性的.／0和.／.:（C(=’5.，/）。该重组蛋白未经复

性处理，有可能存在部分蛋白空间构象不完全正确

而导致活性下降。眼镜蛇神经毒素（3#="#,#>*-）是

短链神经毒素的典型代表，是研究蛋白多肽的结构

与功能的极好材料。尽管已经通过化学修饰法对其

进行了一些结构与功能的研究［D，.:］，但在某些情况

下，修饰试剂的插入可能会产生空间结构的障碍而

影响到 数 据 的 可 靠 性。天 然 眼 镜 王 蛇 神 经 毒 素

3B..的毒理学、药理学研究证实它具有较强的止

痛，麻醉及戒毒功效，可以开发成为一种新型的镇痛

和戒毒药。但眼镜王蛇是国家二类保护动物，蛇毒

来源受到限制。且3B..在蛇毒中含量少，不易分

离纯化出单一组分。用基因工程技术制备3B..可

解决这些问题。本文研究结果为对蛋白质折叠、空

间构象与功能关系研究和新型的镇痛和戒毒药的研

制奠定了良好的基础。
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2.00期 钱友存等：蛇神经毒素的表达和鉴定


