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摘 要 为获得重组蝎昆虫毒素 .6Z Y<，通过 LG1方法在 .6Z Y<基因的 "[端融合了编码 #个组氨酸残基的核苷酸序列，将
其插入原核表达载体 :<\Y+&的内含肽 E=: ]C6^ YC;-3C基因下游的多克隆位点（5GE）。将获得的表达质粒转化大肠杆菌 ^X!&
（]O"）中，用 YL<S诱导融合蛋白表达。用 +3N+<9亲和层析柱从菌体裂解液中纯化了 G^]NYC;-3CN.6Z Y<73=#融合蛋白，并在柱上

诱导 YC;-3C自剪切，成功去除融合子 G^]NYC;-3C。通过 E@:-04-K %H凝胶过滤层析获得了纯度达 JH_以上的 .6Z Y<73=#蛋白，该蛋

白不仅具有正确的二级结构而且有生物活性。
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蝎毒素主要是一些多肽类物质，一般含有 "$ b
%$个氨基酸残基以及 " b I对二硫键。这类毒素特
异性地作用于哺乳动物、昆虫和甲壳类动物神经组

织的离子通道［&］。蝎毒素中的昆虫特异性毒素专一

作用于昆虫而对哺乳动物无害，因此在其作用机理

研究和新型生物杀虫剂开发利用方面倍受关注［!］。

但是，蝎毒素中，昆虫特异性毒素含量很少，仅占蝎

粗毒的 &_，因而其结构和功能及其应用等研究受



到很大的限制。目前国际上兴奋型昆虫毒素中只有

两个毒素的蛋白质结构被解析出来，即 !"#$%&’(［)］和
!"* ’(#+,［-］。近年来，国际上已有将蝎昆虫毒素
基因重组到大肠杆菌［. / 01］、酵母［00］及真核细胞［02 / 0-］

中进行表达研究，也有将其导入植物中，构建转基因

抗虫植物的研究报道［0. / 03］，还有将其重组到杆状病

毒基因组中以提高其杀虫效果［04，05］。

!"* ’(最初是从广泛分布于我国的东亚钳蝎
!#$%#& "’($)*&++ *6&789（!"*）中分离得到的一种兴
奋型昆虫毒素，该毒素与昆虫的钠离子通道上特异

性的受体结合，能够引起昆虫的快速兴奋收缩麻痹。

!"* ’(属于长链毒素，含有 :5个氨基酸残基，分子
内形成 - 对二硫键［21］。0555 年梁爱华等通过 ;(#
,<;的方法获得了该毒素的基因序列［20］，本研究将
!"* ’(基因重组到原核表达载体 =(>’?0中，并使
表达产物在其 <端融合了 :个组氨酸残基，与内含
肽 @7= AB6! ’B%CDB融合表达。通过体外诱导内含肽
自剪切，获得了纯的可溶性的 !"* ’(，并具有正确
的二级结构和杀虫活性。为利用基因工程手段获得

重组蝎昆虫毒素进而开展该毒素的结构与功能及其

应用研究奠定了基础。

! 材料与方法

!"! 载体与菌株
含有目的基因 !"* ’(的载体 =E$@C8’#!"* ’(

由本室构建［20］；表达载体 =(>’?0购自 ?CF EBGH6BI
公司，, J -./+ AK.!和 !L20（AE)）菌株由本室保藏。
!"# 试剂

0-."、1&$"、A?+聚合酶 E$ (6M和 (- A?+连
接酶购自 (6*6;6；’,(N 和蛋白质分子量标准为
,&OPCG6产品；质粒抽提试剂盒、胶回收试剂盒购自
上海华舜生物工程有限公司；?D#?(+ 树脂购自
Q’+NE?公司；抗 KD7单克隆抗体和 +,标记的羊抗
小鼠 ’GN分别购自 <HOB%C89 和 @DBO#+PC&D86B 生物技
术公司。其他化学试剂均为分析纯，购自上海生工

有限公司。

!"$ 表达载体 %&’()!*!"+ (&,-./的构建
从质粒 =E$@C8’#!"* ’(中经 ,<;扩增出 !"*

’(基因。上游引物为：.R#< (N+ N22 345 5N< ++N
++N ++( NN+ (+< N<(#)R，下游引物为：.R#<N N<N
245 235 ((+ +(N +(N +(N +(N +(N +(N +<<
++( (+( ((N N+< N(<#)R。分别在上下游引物的 .R
端引入限制性内切酶 0-."和 1&$"的识别序列，并
且在下游引物 .R端加上编码 :个组氨酸残基的互补

序列。,<; 产物经 0S琼脂糖凝胶电泳后切胶回
收，再用 0-."和 1&$"双酶切，与经过相同双酶切
的载体 =(>’?0连接，对重组质粒进行 ,<;和双酶
切鉴定，然后进行基因测序，筛选得到的重组载体命

名为 =(>’?0#!"* ’(9D7:（TDGU0）。

图 0 表达质粒 =(>’?0#!"* ’(9D7:的构建

TDGJ0 <OB7%&V8%DOB OW %9C C$=&C77DOB XC8%O& =(>’?0#!"* ’(9D7:

!"0 融合蛋白 123*(456-4*!"+ (&,-./的表达

将重组质粒 <!A#’B%CDB#!"* ’(9D7:转化到大肠杆

菌 !L20（AE)）中，挑取单菌落接种至含氨苄青霉素
（.1#GYPL）的 .PL L! 培养基中，)3Z振荡培养至
3:11达到 1U: 时，加入终浓度分别为 1U2、1U-、1U:、

1U4和 0U1PPOHYL ’,(N，2.Z培养 49，0.S @A@#,+NE
检测 <!A#’B%CDB#!"* ’(9D7:的表达。同时，在 ’,(N终
浓度为 1U.PPOHYL培养温度分别为 0:、21、2.、)1 和
)3Z的条件下，其中 0:和 21Z诱导 029过夜；2.和
)1Z诱导 49；)3Z诱导 :9。离心收集各菌体细胞并
超声破碎，离心得上清和沉淀 0.S @A@#,+NE检测。
!"7 !"+ (&,-./的纯化

取 011PL 在 1U-PPOHYL ’,(N 终浓度下 0:Z过
夜诱导表达后的工程菌 4111&YPDB离心收集菌体，将
菌体重悬于预冷的裂解缓冲液（.1PPOHYL ?6K2,[-，

=K 4U.，01PPOHYL 咪唑）中，冰浴超声破菌，-Z，
0.111 &YPDB离心 )1PDB。首先对诱导 ’B%CDB自剪切的
=K值进行优化，取少量上清调节 =K值分别到 4U.、
4U1、3U.、3U1、:U.、:U1和 .U.，诱导 ’B%CDB自剪切 2-9
后，0:S (&D8DBC#,+NE检测切割效率。
将上清液上样于 0PL 的 ?D#?(+ 亲和柱，然后

用 01 倍 柱 床 体 积 的 洗 涤 缓 冲 液（ .1PPOHYL
?6K2,[-，=K :U.，)11PPOHYL ?6<H，21PPOHYL咪唑）洗
涤亲和柱，在 =K :U.室温条件下，诱导 ’B%CDB自剪切
2-9。待 ’B%CDB切割后，再用 01倍柱床体积的洗涤缓
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冲液洗涤亲和柱，最后用洗脱缓冲液（!"##$%&’
()*+,-.，/* 01!，2""##$%&’咪唑），洗脱下来的目的
蛋白通过 304 567879:;,<=>检测。
洗脱下来的目的蛋白经过 ?@/:6A:B C! 凝胶过

滤层析进一步纯化，使 DEF;G9H:79;!"I G5J7K0与 !"I
G5J7K0分离，收集目的峰，超滤浓缩，以 E6)AL$6A法测定
蛋白浓度。

!"# 重组蛋白的$%&’%()印迹鉴定
重组蛋白的 M:KH:69印迹鉴定参考文献［++］方

法进行，一抗为小鼠抗 *7K单克隆抗体，二抗为羊抗
鼠辣根过氧化物酶标记的 GN=，F<E显色。
!"* !"+ ,-./&#圆二色光谱的测定

将纯化好的目的蛋白 !"I G5J7K0用 3"##$%&’磷
酸钠缓冲液（/* C1"）配制成 30!#$%&’的蛋白样品。
圆二色光谱的测量在 O)K8$ O;23"圆二色光谱仪上进
行，光源系统用氮气保护（流量为 !’&#79），采用 3##
光径样品池。测量参数为：波长扫描范围 +!" P
3Q"9#，扫描速率 3""9#&#79，分辨率 "139#，响应时
间 3K，累积次数 R次。利用圆二色光谱仪附带的杨
氏法二级结构分析软件对实验数据进行各种二级结

构含量的估算。

!"0 重组蛋白的生物学活性测定
以 /5MG(3&# S $%&’ E’+3细胞裂解上清为对照，

对纯化的 DEF;G9H:79;!"I G5J7K0融合蛋白和 !"I

G5J7K0进行虫试实验，棉铃虫由中国农科院植物保护

所提供。"1!N饲料中分别加入纯化后的 DEF;G9H:79;
!"I G5J7K0（浓度为 31"9#$% 蛋白&N 饲料）和 !"I
G5J7K0（浓度为 31" 和 +1"9#$%蛋白&N饲料）对二龄幼
虫进行喂养。棉铃虫置于 +!T，3.J U 3"J（白天 U黑
夜）循环的人工环境中饲养。每隔 3+J记录棉铃虫
存活数量，3+"J后终止实验并计算半致死时间 ’5!"。

本实验每个实验组含有 +"头棉铃虫，重复 R次。

1 结果

1"! 融合蛋白 2345,)’%/)5!"+ ,-./&#的表达

将经过 ,DV 和双酶切鉴定以及基因测序筛选
出的重组质粒 /5MG(3;!"I G5J7K0转化到大肠杆菌

E’+3中进行表达。?F?;,<=>结果表明，不同 G,5=
浓度诱导下，在分子量 R! WF附近均有一特异条带，
与预测的融合蛋白 DEF;G9H:79;!"I G5J7K0 分子量

R0 WF基本相符，并且 G,5=终浓度为 "1.##$%&’时，
目的蛋白表达量达到最大（X7N1 +<）。当 G,5=浓度
相同，而诱导温度不同时，可溶性目的蛋白占总表达

量的比例也不一样，30T诱导时可溶性目的蛋白的
含量最大，大于 0"4，而 RCT诱导时，可溶性目的蛋
白几乎没有（X7N1 +E）。因此，融合蛋白 DEF;G9H:79;
!"I G5J7K0的表达的条件选择为 "1.##$%&’ G,5=，

30T过夜诱导。

图 + 融合蛋白 DEF;G9H:79;!"I G5J7K0表达条件的优化

X7NS+ -/H7#7Y)H7$9 $L :B/6:KK7$9 8$9A7H7$9 $L L@K7$9 /6$H:79 DEF;G9H:79;!"I G5J7K0

<：?F?;,<=> )9)%ZK7K $L DEF;G9H:79;!"I G5J7K0 79A@8:A [Z A7LL:6:9H 8$98:9H6)H7$9 $L G,5=S 3：#)6W:6；+ P C：79A@8:A [Z A7LL:6:9H G,5= 8$98:9H6)H7$9（"，

"1+，"1.，"10，"12，31"##$%&’）)H +!T S E：?F?;,<=> )9)%ZK7K $L DEF;G9H:79;!"I G5J7K0 79A@8:A [Z "1!##$%&’ G,5= )H A7LL:6:9H H:#/:6)H@6:S 3，R，!，C

)9A Q：K$%@[%: L6)8H7$9K $L 86@A: /6$H:79 :BH6)8HK 79A@8:A )H A7LL:6:9H H:#/:6)H@6:（30，+"，+!，R" )9A RCT）；+，.，0，2 )9A 3"：79K$%@[%: L6)8H7$9K 79A@8:A )H

A7LL:6:9H H:#/:6)H@6:（30，+"，+!，R" )9A RCT）S

1"1 !"+ ,-./&#的纯化

/*值对 G9H:79 自剪切的效率影响很大，通过
567879:;,<=> 发现，融合蛋白 DEF;G9H:79;!"I G5J7K0

在所有样品中都发生切割，分别产生约 +2 和 Q WF
的两条带，在 /*01! 时，剪切效率最高（X7N1R）。

3""#’工程菌所得目的蛋白上清经过 (7;(5<亲和
柱上诱导 G9H:79 自剪切后，获得约 312 #N !"I
G5J7K0，纯度大约在 C"4左右，杂蛋白主要为未切割的
融合蛋白 DEF;G9H:79;!"I G5J7K0和切割产生的 DEF;
G9H:79（X7N1.<）。将亲和层析后样品进行浓缩经

3QQ许成钢等：G9H:79介导的重组昆虫毒素 !"I G5在大肠杆菌中的可溶性表达、纯化及活性分析



!"#$%&$’ () 凝胶过滤层析，结果发现，含有 !"*
+,-./0目的蛋白的有三个峰，分别为峰 1，2 和 3
（4.5637），根据分子量大小推断分别为四聚体、二聚
体和单体，收集峰 3，得到纯度约为 8)9左右的
!"* +,-./0目的蛋白（4.563:，;<=$ >?）。

图 2 不同 #@诱导 A7BC+=D$.=C!"* +,-./0

自剪切的 !B!CE:FG分析
4.5H2 !B!CE:FG <=<;I/./ JK %$LJMN.=<=D A7BC+=D$.=C

!"* +,-./0 /$;KCL;$<O<5$ .= &.KK$%$=D #@
> P (：/$;KCL;$<O<5$ .= #@ )6)，06?，06)，(6?，(6)，Q6? <=& Q6)，
%$/#$LD.O$;IH

图 3 !"* +,-./0通过 R.CR,:亲和层析和
!"#$%&$’ ()凝胶过滤层析的纯化图谱

4.5H3 E"%.K.L<D.J= JK !"* +,-./0 NI R.CR,:
<=& !"#$%&$’ () 5$; L-%JM<DJ5%<#-I

:：!B!CE:FG <=<;I/./ JK #"%.K.L<D.J= JK !"* +,-./0 H >：/"#$%=<D<=D <KD$%

.=&"LD.J=；1：D-$ S</-.=5 <KD$% .=D$.= /$;KCL;$<O<5$；2 P 8：D-$ $;"D.J= <KD$%

.=D$.= /$;KCL;$<O<5$；>?：#"%.K.$& !"* +,-./0 <KD$% !"#$%&$’ () 5$;

L-%JM<DJ5%<#-I；>>：M<%T$% H 7：A-%JM<DJ5%<M JK !"* +,-./0 #"%.K.L<D.J=

NI !"#$%&$’ () 5$; L-%JM<DJ5%<#-IH

!"# 重组蛋白的$%&’%()印迹鉴定
利用 <=D.C@./抗体进行U$/D$%=印迹，结果表明，

诱导表达的上清和经过 R.CR,:亲和纯化的样品中
均检测到分子量正确的蛋白条带的存在，而大肠杆

菌 7V1>（BG2）W#,U+R>细胞裂解液没有检测到任何
条带（4.56)），表明已经成功表达了目的蛋白。

图 ) 重组 !"* +,的 U$/D$%= N;JDD.=5鉴定
4.5H) +&$=D.K.L<D.J= JK %$LJMN.=<=D

!"* +,-./0 NI U$/D$%= N;JDD.=5
>：M<%T$%；1：D-$ $’D%<LD/ JK # H $%&’ 7V1>（BG2）W #,U+R>；2：D-$

$’D%<LD/ JK +E,FC.=&"L$& # H $%&’ 7V1>（BG2）W#,U+R>C!"* +,-./0；3：

D-$ #"%.K.$& !"* +,-./0 H

!"* !"+ ,-./&0圆二色光谱的测定

蛋白质的圆二色光谱能够得出蛋白质二级结构

的信息。对 !"* +,-./0的圆二色光谱（4.56 0）采用杨
氏法计算发现，!"* +,-./0含有!C螺旋 11689，"折叠

1(609，"C转角 >>639和无规则卷曲 2Q619。这与
预测的 !"* +,二级结构结果相吻合。

图 0 重组 !"* +,-./0的圆二色谱
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!"1 重组蛋白的虫试实验
将纯化的重组蛋白拌入人工饲料进行活性检

测。二龄幼虫取食 2? -后，对照组正常，而实验组
开始死亡，80 -后，死亡率达到 (?9，随后死亡趋势
停止（4.5 H(），可能是目的蛋白在室温暴露时间过长
而导致降解。

在 80- 的实验期间内，喂食 >6?=MJ;W5 A7BC
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!"#$%"&!"’ !()%*+融合蛋白实验组的半致死时间 ,(-.
为（/0 1 0）)，而喂食 02.和 32."45678 !"’ !()%*+的实

验组的半致死时间 ,(-.分别为（+9 1 0）)和（:9 1 0）)。
结果表明切除融合子 !"#$%"后的 !"’ !()%*+活性明显

提高。

图 9 喂食重组 !"’ !(的棉铃虫
死亡率的时间变化曲线
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! 讨论
利用基因工程方法是大量获得蝎毒素的有效途

径之一。从 0G/G年 H5A8%*［3I］开始，许多科研工作者
尝试用大肠杆菌表达蝎毒素，从而进行性质等方面

的研究［- J 0.］。本 课题组 曾 尝 试 采 用 KHL300、
KMNO$@!、KPMQ&+R0、KM(3/> 等原核表达载体进行
H4’ !(的表达，不幸的是表达产物为包涵体或仅有
极少量可溶表达。3..- 年采用 K(S!T0 表达系统，
该系统表达的目的蛋白与一种蛋白自剪切元件（内

含肽）及几丁质结合蛋白形成融合蛋白，通过利用内

含肽的可诱导自我裂解活性，在几丁质层析柱上将

目的蛋白释放出来，具有一步快速纯化重组蛋白的

优点。利用该系统我们成功获得了 UHV&!"#$%"&!"’
!(的可溶性表达［3:］，但是诱导内含肽自我裂解后，
目的蛋白不能够释放出来，仍然吸附在柱材料上。

原因可能是在大肠杆菌细胞内表达的富含二硫键的

!"’ !(，其二硫键不能正确配对，当在几丁质层析
柱上诱导内含肽自我裂解后，导致错误折叠或形成

链间二硫键的 !"’ !(聚合沉淀，被柱材料吸附不
能够洗脱下来［3-］。由于利用几丁质层析柱纯化效

果不理想，我们当时采用两次阴离子柱和一次凝胶

过滤层析，获得了融合蛋白 UHV&!"#$%"&!"’ !(［3:］。
但纯化过程比较繁琐，而且诱导 !"#$%" 自剪切后得

不到目的蛋白 !"’ !(。因此，为了提高 !"’ !(的
得率，本研究在 !"’ !(的 U端融合 +个组氨酸残
基，通过 K(S!T0 表达系统获得了 UHV&!"#$%"&!"’
!()%*+融合蛋白，该融合蛋白除了在 T端有助溶作用
的 !"#$%"外，U 端新加了 + 个组氨酸残基的纯化标
签。将纯化与融合子的去除在 T%&T(W亲和柱上一
步完成，同时抑制了目的蛋白的聚合，大大简化了纯

化步骤，使融合蛋白 UHV&!"#$%"&!"’ !()%*+的得率达

到 +.X（0..4,工程菌可获得约 0+48）。诱导 !"#$%"
自剪切后洗脱得到相对纯的 !"’ !(，0..4,工程菌
可获得约 02/48 !"’ !()%*+。样品浓缩经过 OAK$=F$N
9-凝胶过滤层析发现，目的蛋白有三个峰，初步推
测为四聚体、二聚体和单体。我们收集单体 !"’ !(
进行圆二色光谱鉴定和生物学活性检测。本课题组

以前利用融合蛋白 UHV&!"#$%"&!"’ !(所做的活性
测定中，浓度为 -.!878（约 02:"45678）时，半致死时
间 ,(-.为（+. 1 3）)［3:］，因此本实验中为了便于对

UHV&!"#$%"&!"’ !()%*+和 !"’ !()%*+的活性比较，将两

者虫试浓度统一为 02."45678。虫试实验结果表明，
U端融合 +个组氨酸残基的 UHV&!"#$%"&!"’ !()%*+融

合蛋白的活性与先前纯化的 UHV&!"#$%"&!"’ !(活
性相当，说明 U端引入 +个组氨酸简化了纯化步骤，
但没有影响其活性。G+) 后，随后死亡趋势停止未
能达到 0..X，可能是目的蛋白在室温暴露 :F，时间
过长蛋白发生降解而失去生物活性。

本研究采用 T&端融合 UHV&!"#$%"，U&端融合 +个
组氨酸残基纯化标签的表达方式，获得可溶性的重

组蝎昆虫毒素 !"’ !(，并建立了简单有效的纯化方
法。这为研究 !"’ !(的结构与功能奠定了良好的
基础，同时为其他重组蝎毒素等富含二硫键的神经

毒素的原核表达提供借鉴。
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