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摘 要 以东亚钳蝎（[5:?5< -B/:,6<22 TB/<1?，[-T）[-!>Z"J 全长 1X*8 序列设计引物，克隆 [-!>Z"J 成熟肽，插入毕赤酵母表

达载体 9\WG=T 中，转化酵母，诱导表达。>/2126,KEXEK \8SL 和 R,<:,/6 .(’: 分析显示，表达产物以可溶性分子形式存在于培养

上清中，诱导 IJ? 时的表达量达到高峰，约为 "!$-;]O。通过 *2 金属螯合层析柱亲和层析、聚乙二醇沉淀、凝胶分子筛层析获

得纯化的 /[-!>Z"J 融合蛋白，经毒性实验表明，具有明显的抗昆虫活性。同时以蝎基因组总 X*8 为模板进行 \G0 扩增，得到

[-!>Z"J 基因克隆，序列分析显示：[-!>Z"J 在编码信号肽的基因序列中有 " 个长 J$I.9 的内含子，其基因组织结构具有!型

*B^ 通道毒素的特征。从功能活性和基因组织结构两个角度证实 [-!>Z"J 为!型 *B^ 通道毒素。
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蝎毒素的主要成分是一类由 !$ b =$ 个氨基酸

组成的具有多种生物活性的小分子多肽，它们可以

选择性、特异性的与细胞膜上的离子通道（T^ 通道、

GB! ^ 通道、G(c 通道和 *B^ 通道）结合，从而改变细胞



对离子的通透能力，不仅可以调节细胞体积、膜电位

及兴奋性等多种细胞生理效应，而且可调节细胞分

泌、激素作用和信号转导等多种生理过程［!，"］。全蝎

或蝎尾还在中药中被用来治疗癫痫、中疯、偏瘫等，

已有 !### 多年的历史。然而对蝎毒素单组分的研

究，最近 !# 多年才开始。据估计蝎毒腺中大约有

!## ###种不同生物活性的多肽［$］，已发现的大约只

占 #%#$&：!’# 多个 ()* 通道毒素，+# 多个 ,* 通道

毒素，近 "# 个 -./ 通 道 毒 素，几 个 -)" * 通 道 毒

素［012］。绝大多数毒素的功能和其在通道上的结合

位点还不清楚，这主要是因为通过直接从蝎粗毒中

分离纯化的方式无法得到足够量的单一蛋白作为研

究材料。通过基因工程的方式来表达某一蛋白，不

仅可能获得大量的活性蛋白，而且还可以通过定点

突变的方法，对多肽进行有目的的改造。因此，基因

工程表达蝎毒素不但具有重要的应用开发价值，而

且也具有重要的基础理论研究意义。

蝎子的种类很多，我国主要产东亚钳蝎（!"#$"%
&’(#)*%++ ,’(%-$ ）。34!56!0 就 是 从 其 毒 腺 组 织

78(9 文库中分离提取到的，从一级序列上分析，它

与蝎毒素!型 ()* 通道阻断剂具有较高的同源性，

同时具有哺乳动物类和昆虫类神经毒性［’］。!型神

经毒素结合于 ()* 通道的位点 $ 上，并不影响 ()*

通道的活化，而是减慢 ()* 通道的快速失活，从而引

起动作电位的延长；所以这类神经毒素在动物或昆

虫体内引发快速的麻痹［:］。

. ; /’%#0(+% 基因表达系统是一种新型外源基因

的酵母表达系统，发酵条件简单，表达水平高、适宜

高密度培养，且具有分泌型表达的优势，为工业化生

产和纯化提供了极大的方便［+］。本文从蝎基因组总

8(9 中 扩 增 得 到 34!56!0 基 因 的 克 隆；并 将

34!56!0 基因的成熟肽片段，克隆入 . ; /’%#0(+% 酵

母表达载体 <=>-?,，设计并利用 @AB1C)D（组氨酸标

签）纯化；功能性分泌表达的产量达 !"#4DEF，约为

大肠杆菌原核表达量的 !# 倍。从基因组织结构和

功能活性两个角度证实 34!56!0 为!型 ()* 通道毒

素；同时 34!56!0 成功的真核表达，表明小分子多

肽同样也能得到高效的生物工程合成，为毒素药物

的工业化应用提供了基础。

! 材料与方法

!"! 材料与试剂

蝎毒腺 78(9 文库由本室构建，从文库中筛选

出的含 34!56!0 基因的菌株 -2# 由本室保藏［’］。

东亚 钳 蝎 购 自 武 汉 市 个 体 养 殖 户。 .+-$+’
/’%#0(+% 菌 株 GH!!’［ IAB0］及 质 粒 <=>-?, 购 自

>JKACLMDNJ（OH9）公司。大肠杆菌 8@’!为本室保存，

用于质粒的扩增。各种限制酶、8(9 连接酶购自

5),)P)（Q)<)J）公司。5)R 酶及 =-P 反应缓冲液为

3AMBC)L（-9）公司产品。S(3（TEU )4AJM )7AV）和蛋白

胨购自 U6U>8（O,）公司。(A 金属离子螯合层析柱

购自 >JKACLMDNJ 公司。@P= 标记的山羊抗兔 >DG 为

华美公司产品。组氨酸标签特异性多抗血清由温国

元博士惠赠。常规生化药品均为国产分析纯。

!"# 表达质粒的构建和多拷贝转化子的筛选

酵母表达载体 <=>-?, 为分泌型表达载体，为了

方便 表 达 纯 化 并 根 据 GNJ3)JW 登 录 号 9X!’2!2?
（34!56!0）基因设计引物扩增成熟肽部分：正向引

物（X=1!0）：
!!!!!!!!!!!!!!

’YG-G9955--95-9--95-9--95-9-G5
5-GGG95G-55959 $Y，含 1-0P"酶切位点（单线）和

2 聚 @AB 序 列（ 双 线 ）； 反 向 引 物（P=1!0）：’Y
-G G-GG--G-5-995GG-95555--5G $Y，含 20#"酶

切位点（单线）。以 -2# 菌株为模板，=-P 反应条件

为：?0Z、$4AJ、?0Z、0#B、’+Z、0#B、:"Z、0’B、:"Z、

’4AJ，共 $’ 个循环。将产物经 1-0P"和20#"酶切

后插入 <=>-?, 的相同位点，得到含 @AB1C)D 的表达

载体 <=>-?,EL34!56!0，转化 1 ; -03+ 8@’!，作重组质

粒的酶切图谱鉴定，并送交测序公司测序。

按 >JKACLMDNJ 公司提供的毕赤氏酵母使用手册

制备 . ; /’%#0(+% GH!!’ 的电转感受态细胞。取 !##F
（约 ’#D）重组载体 <=>-?,EL34!56!0 经 4’3"酶切完

全线性化后，与 +##F 酵母电转感受态细胞混匀转移

于预冷的 #%"74 电转化杯，冰育 ’4AJ、电转化（参数

为 !’##[、"’#X、"##$），立即加入 ’###F 冰预冷的

!4M.EF 山梨醇混匀，铺于 P83 板上，$#Z培养 $ \
0V。

按毕赤氏酵母使用手册的方法，将 @AB* 转化子

分别对应地点到逐步增高 G0!+ 浓度（#%"’，#%’，

#%:’，!%#，!%’，"%#，$%#，0%# DEF）的 S=8 平板上，

于 $#Z培养 $ \ ’V，筛选具有高 G0!+ 抗性且生长良

好的菌株作为表达株。

!"$ %&’!()!* 蛋白的诱导表达纯化和 +,-.,%/
012. 鉴定

接 种 单 菌 落 于 "’4F 3]GS（3^__NLNV D.‘7NLM.
7M4<.Na 4NVA^4）培养基于 $#Z培养至 562##"0%#。

离心、收集菌体，用 !##4F 3]]S 培养基重悬培养。

每日取样 !4F，并补加纯甲醇于培养基至终浓度为

!&，诱导表达 2V，取样品离心收集上清作 5LA7AJN1

0’+ 7$+*)%) 80"(*’3 09 !+0#)-$*030:; 生物工程学报 "##’，[M.%"!，(M%2



!"!#$%&’ 分析。

在表达上清中补加 ()* 至 +,--./01，234/ 至

,56--./01，!#78 至 9,--./01，咪唑至 :,--./01 后，

用 2; 金 属 离 子 螯 合 层 析 柱 过 柱 纯 化。 用 含

9,,--./01 咪 唑 的 洗 涤 缓 冲 液 洗 涤 杂 蛋 白；用 含

:<,--./01 咪唑的洗脱缓冲液洗脱目的蛋白。收集

洗脱 液，并 用 <=" 孔 径 的 透 析 膜 包 裹，聚 乙 二 醇

:,,,, 覆盖，浓缩除盐 : > 6?。取浓缩液过凝胶层析

柱 &:<，除掉小分子盐分。收集液用 @A3BC.AB 法测定

纯化蛋白的浓度，而后冻干冷藏。

D8EF8AG H/.F 所用一抗为抗 *;E#F3I 的特异性多

抗血清，二抗为用辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗

血清，以 6，6#二氨基联苯胺显色。D8EF8AG 印迹参考

文献［J］的方法进行。

!"# $%&!’(!# 蛋白的活性测定

将母液浓度为 <"I0"1 的 A@-#KL9M 溶液以 : 倍

比稀释后，在（:,, N :）-I 的蟑螂尾节间注射 <"1 生

理盐水或者 A@-#KL9M 溶液，每组 9, 只蟑螂，共 O
组。观察 M+?，测定松弛麻痹单位（P$Q）。

对（:, N :）I 小鼠尾静脉注射 :,,"1 生理盐水或

者 A@-#KL9M 溶液，每组 R 只小鼠，测定半数致死剂

量（1"<,）。

!") %&!’(!# 的基因组克隆及序列测定

剪取蝎子的四肢，O,S的乙醇清洗，置于液氮中

碾粹，采用蛋白酶 (（!%@4，4?;G3）温育消化及酚0氯
仿0异戊醇（:< T :M T 9）抽提杂蛋白，无水乙醇沉淀

"2%［9,］，无菌水溶解备用。根据已知的 @-#KL9M 基

因 U"2% 全长序列［<］，设计引物：正向引物 P$9：<V
%%4&%KK4%%%%K&%%KK %KKK&& 6V；反 向 W$9：<V
%%%K%%KKK%K%KKK%KKK%%K% & 6V；巢式正向 P$:：

<V%K&%%K% KKK&&K%%K&%K4%& 6V；反 向 W$:：<V
%&KK4KK4KK%4&%4%%KK4KKK% 6V。采用两步 $4W
法扩增 @-#KL9M 基因组序列。第 9 步为 K.XU?#B.YG
$4W 方法，以 P$9 和 W$9 为正反向引物，蝎总基因组

"2% 为模板，J<Z预变性，然后分两轮循环，第 9 轮

$4W 条件为 JMZ、M<E，<J > <,Z、M<E，O:Z、:-;G，共

9, 个循环，每一循环退火温度降低 9Z；第 : 轮 $4W
循环条件 JMZ、M<E，<:Z、M<E，O:Z、:-;G，共 :< 个

循环。第 : 步为 28EF8B $4W，以 P$: 和 W$: 为正反

向引物，以第 9 步 $4W 产物为模板，反应条件为：

J<Z、6-;G，JMZ、M<E，<<Z、M<E，O:Z、9-;G，O:Z、

<-;G。$4W 产物经 95<S琼脂糖凝胶电泳回收，连接

于 K 载体 [7"#9+K 上，制备克隆，并将阳性克隆送

交测序公司（!3GI.G 公司）测序。

* 结果

*"! 重组表达质粒 +,-./01$%&!’(!# 的构建

直接以含有 4R, 菌株为模板，P$#9M 和 W$#9M 为

引物可扩增出含有 ?;E#F3I 和 @-#KL9M 成熟肽的片

段约 ::,H[，与 预 计 大 小 相 符。 提 取 重 组 质 粒

[$\4J(0 A@-#KL9M 经 !"#W$和 $#%$双酶切鉴定，

得到 相 应 的 片 段，测 序 结 果 表 明 [$\4J(0R?;E0
A@-#KL9M 的编码读框及序列均正确无误。

*"* $%&!’(!# 的表达纯化和 23453$6 7895 鉴定

挑选能耐受 MI01 &M9+ 的重组酵母菌株，摇瓶

培养诱导表达。用 KA;U;G8#!"!#$%&’ 分析甲醇诱导

的时间对表达量的影响时发现，甲醇诱导的第 9 天，

即有表达产物出现，但表达量较低，随着表达时间的

延长，表达量也逐步增高，到了第 +M 小时达到高峰。

从一级序列上看，@-#KL9M 成熟肽部分含有 R< 个氨

基酸残基。因为其一级序列具有典型的#型 23] 通

道毒素特征，所以其最后一位的精氨酸应该符合#
型 23] 通 道 毒 素 加 工 特 点，而 被 除 去。 因 此

A@-#KL9M 含有 RM 个氨基酸的成熟肽，另外加上组

氨酸 标 签，共 O, 个 氨 基 酸，分 子 量 +5:="。 从

KA;U;G8#!"!#$%&’ 凝胶电泳图上看（图 9），在 R5<="
> 9M5:=" 间有一明显条带（箭头所指），对照：空载

体整合子、未诱导整合子，在相应的地方没有出现条

带，证实了 A@-#KL9M 得到了表达。运用可吸附带有

R 个 *;E 的融合蛋白的 2;#2K% 层析柱进行纯化，大

部分杂质被去除。再经过聚乙二醇迅速浓缩和分子

图 9 A@-#KL9M 的表达

P;I^ 9 ’_[A8EE;.G .C ?;E#F3II8B A@-#KL9M [A.F8;G
7：[A.F8;G -3A=8A；9：3CF8A [XA;C;U3F;.G；:： ;GBXU8B EX[8AG3F3GF .C
&!99<0[$\4J(0A@-#KL9M；6：XG;GBXU8B EX[8AG3F3GF &!99<0[$\4J(0
A@-#KL9M；M： ;GBXU8B EX[8AG3F3GF &!99<0[$\4J(； <： XG;GBXU8B
EX[8AG3F3GF &!99<0[$\4J(^

<<+吕 猛等：东亚钳蝎毒素 @-#KL9M 的基因组克隆、真核表达纯化及功能的初步研究



筛除盐处理，收集的蛋白质纯度有了很大的提高。

将纯化后的溶液经 !"#$%&"$ 法测定重组蛋白的浓

度，并按照纯化浓缩比例计算知，酵母培养液中重组

蛋白表达量约为 ’()*+,- 培养基。

./01/"2 印迹结果显示，"!*!34’5 表达上清在

分子量为 67(89 处有一特异条带，而空载体转化菌

株诱导上清对照未见特异条带（图 (），证实表达产

物为组氨酸标签融合表达的 "!*!34’5。

图 ( ./01/"2 :;&1 分析 "!*!34’5 的表达

<=+> ( ./01/"2 :;&1 #2#;?0=0 &% 1@/ "!*!34’5
’：AB;1B"/ 0BC/"2#1#21 &% */1@#2&; =2$BA/$ "/A&*:=2#21 DE’’F,CGHIJK,

"!*!34’5；(："!*!34’5 #%1/" CB"=%=A#1=&2；L：AB;1B"/ 0BC/"2#1#21 &%

B2=2$BA/$ DE’’F,CGHIJK,"!*!34’5>

!"# $%&!’()* 的初步活性测定

"!*!34’5 对蟑螂有明显的松弛麻痹作用。注

入昆虫体内，L)0 后，虫体腹部剧烈抽搐，’*=2 左右

虫体松弛麻痹，()@ 后，低用药虫体苏醒，高剂量时

虫体死亡。采用 ( 倍稀释法，测定 <GM N 母液浓度,
稀释度!注入量。如图 L，用中点法计算得：稀释度

N ((7O6 N O75’，所 以 <GM N F"+,"-! F"-,O75’ N
L766F"+。尾 静 脉 注 射 小 鼠：小 鼠 无 明 显 的 反 应，

"!*!34’5 溶液与生理盐水对照组相同。

图 L "!*!34’5 对蟑螂的毒性

<=+> L H20/A1 1&P=A=1? &% "!*!34’5>

!"* %&!’()* 内含子序列测定及其基因组织结构

分析

以 <G’、QG’ 及 <G(、QG( 两组引物分步对蝎基

因组 9RS 进行扩增，得到一条明显的特异性 9RS
带（图 5），电 泳 显 示，基 因 组 扩 增 产 物 比 相 应 的

A9RS 的扩增产物长约 5)):C。

图 5 基因组 9RS 的 GIQ 扩增

<=+> 5 GIQ #*C;=%=A#1=&2 &% +/2&*=A 9RS
’ #2$ L：3@/ 1&BA@T$&U2 #2$ 2/01/$ GIQ #*C;=%=A#1=&2 C"&$BA10 &%
!*!34’5 %"&* +/2&*/ &% 0A&"C=&20，"/0C/A1=V/;?；(：’ 8: 9RS ;#$$/"
*#"8/"；5：1@/ A9RS A&21"&; &% !*!34’5>

将 R/01/$ GIQ 的产物克隆至 CW9T’63 载体中，

转化 9XF!菌株后，筛选阳性克隆子，以 W’LQ 为测

序引物测序。序列结果如图 F。

序列 分 析 表 明：!*!34’5 基 因 组 含 有 一 个

5)6:C 的内含子，其基因组结构分析表明：富含 S3，

含量达 YL7FZ，明显高于外显子（FY7OZ）；内含子

插入在 !*!34’5 信号肽 I 端编码区倒数第 5 个氨

基酸（D;?）密码子的第一位和第二位碱基之间，与其

他!型 R#[ 通道毒素相同［(］；F\、L\剪接位点序列分别

为 F\TSD +1##+#TL\、F\T1+#A#+ DSTL\，符合蝎毒素

基因内含子剪接位点保守序列的一般规律［’’］；在 L\
剪接受体位点上游 Y5 个碱基处含有一个剪接分枝点

序列元件：F\T1##1TL\，该分枝点与受体位点之间的碱基

距离符合 R#[ 通道毒素的规律［’(］。!*!34’5 基因组

织结构具有典型的!型 R#[ 通道毒素的特征。

# 讨论

体内毒性实验表明，表达的 "!*!34’5 仅具有昆

虫毒性，而对小鼠无明显影响。虫体用药后快速抽

搐至麻痹，暗示 "!*!34’5 可能抑制了蟑螂钠电流的

失活，这与!类 R#[ 通道毒素的功能特性相符［F，Y］；

同时基因组结构分析表明：!*!34’5 在内含子插入

位点、所插入的氨基酸种类、插入位点距离起始 S3D
的核苷酸数目，以及 F\剪接供体位点区的核苷酸序

列几方面都符合!类 R#[ 通道毒素的特征。这些结
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图 ! "#!$%&’ 的基因组序列
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果从多个方面证实："#!$%&’ 为!类 F7G 通道毒素。

而且，我们的研究还暗示：毒素基因内含子的组织结

构与其功能有一定程度的相关性。

目前用基因工程方法获得重组蝎毒素主要还是

利用大肠杆菌的原核表达系统，该系统在表达重组

活性蛋白时存在许多弊端，如：细菌缺少蛋白质翻译

后加工机制；细菌内环境偏于还原，不易于二硫键的

正确搭配；原核表达易形成包含体，不易于蛋白质复

性等。甲醇毕赤酵母 . + /’%#0(+% 表达系统作为第二

代酵母表达系统克服了细菌表达的这些不足，而且

为实现高密度发酵，在提高重组蛋白表达量上也超

出了酿酒酵母表达系统。此外，. + /’%#0(+% 分泌表

达载体的构建对外源蛋白分离纯化工作带来了极大

的便利，加之 . + /’%#0(+% 本身的分泌蛋白较少，这样

就更加减少了下游分离纯化的成本，具有很大的商

业利用价值［H］。

本文首次成功地利用 . + /’%#0(+% 表达系统，高效

地表达了活性重组蝎!型钠通道毒素 "#!$%&’，这对

于加快蝎毒素的研究和应用有重要的实践意义。
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