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东亚钳蝎 Ｎａ＋通道毒素 ＢｍｋＮａＴｘ１２的基因克隆与重组表达
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摘　要　利用野生东亚钳蝎毒腺构建ｃＤＮＡ文库，并通过序列比对确定了一条全新的Ｎａ＋通道长链毒素 ＢｍｋＮａＴｘ１２并克
隆出其全长ｃＤＮＡ序列。序列比对显示ＢｍｋＮａＴｘ１２的序列与墨西哥毒蝎的β毒素Ｃｎ１２具有较高的结构相似性，通过同源
模型构建并选取打分最高的模型得到ＢｍｋＮａＴｘ１２的预测结构，经分子动力学优化发现蛋白结构在３００ｎｓ趋于稳定，而蛋
白２０、３５、５２个氨基酸处的波动很可能由于这些氨基酸所处位置在ｌｏｏｐ区域导致。进一步构建了ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ融合蛋白
重组表达系统，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术确定重组蛋白最佳表达时间，并在ＨＥＫ２９３细胞中成功表达出ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ融合蛋
白。经蛋白Ａ亲和色谱纯化后获得的重组融合蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳及高效液相鉴定后纯度高达９５％。此外，全细
胞膜片钳实验结果显示：ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ在１μｍｏｌ／Ｌ浓度下能增大２０％ Ｎａｖ１７峰电流。研究结果为后续的生物学功能研
究奠定了理论基础。
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　　东亚钳蝎作为传统中医药用于脑卒中、癫痫、
抽搐等疾病的治疗已经有几千年的历史［１－２］。研

究表明，蝎毒的活性物质主要是大量作用于 Ｎａ＋、
Ｋ＋、Ｃｌ－、Ｃａ２＋等离子通道的毒素多肽。多数毒素
多肽含有３对或４对二硫键，由２９～３９个氨基酸
组成的主要作用于Ｋ＋通道或者Ｃｌ－通道。作用于
Ｎａ＋通道的长链毒素主要由６０～７０个氨基酸组成
并含有４对二硫键。

电压门控Ｎａ＋通道在外周神经向中枢神经传
递疼痛信号过程中扮演着关键角色，有研究表明，

蝎毒中作用于钠通道的毒素是蝎毒致痛的主要原

因［１］。根据蝎毒在Ｎａ＋通道上电生理作用的差异
将其分成α和β两类［２］。α毒素的主要效应是延
迟Ｎａ＋通道的失活，而 β毒素则主要是通过上调
激活电压从而影响Ｎａ＋通道的激活［２］。

截至目前，从东亚钳蝎蝎毒中分离鉴定出来的

毒素分子多肽超过８１条，其中 α毒素或者同源多
肽达到４５条［３－８］。由于建立 ｃＤＮＡ库的东亚钳蝎
来源的养殖地与采收季节的差别，使得蝎毒腺中蛋

白存在一定差异，从而为新毒素的发现提供了一定

的研究条件。２０１４年，梁鑫淼课题组利用东亚钳蝎
蛋白质组数据进行分析，发现并鉴定出包括ＢＭＫＰ２
在内的６个新的毒素分子［５］，这说明东亚钳蝎中依

然存在新的毒素有待发掘及深入研究［９］，例如其作

用的Ｎａ＋通道亚型、选择性、作用机制等方面的研
究。由于天然蝎毒素含量非常少，常规分离纯化难

度大能满足进行深入研究的需要，并且由于小分子

蝎毒素多肽富含二硫键的结构特异性，常规多肽合

成十分困难，给研究带来困难。因此克隆出蝎毒素

的基因序列，并进行重组制备成为获得活性蝎毒多

肽，提升其药用价值的重要选择。

当前有多个蝎毒素分别在哺乳动物细胞、酿酒

酵母、大肠埃希菌中成功表达并且获得与天然毒素

相近的活性。如 ＢｍＫＭ１、ＢｍＫＡＧＡＰ、ＬｑｈＬＴ２
等［１０－１２］。因此，本课题组通过构建 ｃＤＮＡ文库来

筛选具有功能活性的毒素序列，并通过重组的方式

实现毒素蛋白的高表达，并研究其功能效应。
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　材　料

１１　药品与试剂
东亚钳蝎（ＢｕｔｈｕｓｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ，ＢｍＫ，山东

东亚钳蝎养殖场）；东亚钳蝎 ｃＤＮＡ文库和含连接
于ｐＬＩＢ载体上ＢｍｋＮａＴｘ１２基因的菌株（上海欧易
生物医学科技有限公司构建）；ｐｔｔ５ＦＣ质粒载体、
ＤＨ５α感受态细胞和ＨＥＫ２９３细胞（本室保存）；细
胞培养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；ＨｉｎｄⅢ
酶、ＸｂａⅠ酶限制酶、ＤＮＡ连接酶和ＤＮＡＭａｔｅｒ（日
本ＴａＫａＲａ公司）；酵母提取物和蛋白胨（英国 Ｏｘ
ｏｉｄ公司）；ＰＢＯ酶、ＰＣＲ反应缓冲液、引物和质粒
（南京金斯瑞生物科技有限公司）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ用
ＦＩＴＣ标记的羊抗人 Ｆｃ抗体（美国 ＬＩＣＯＲ公司）；
ＳＭＡＲＴｃＤＮＡ文库构建试剂盒；ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓⅡ一
步无缝克隆试剂盒（南京诺唯赞生物科技有限公

司）；乙腈（色谱纯，美国 Ｔｅｄｉａ公司）；三氟乙酸
（色谱纯，美国Ａｌａｄｄｉｎ公司）；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
Ｒｅａｇｅｎｔ转染试剂（北京索莱宝生物科技有限公
司）；其他试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
ＰＣＲ仪（美国ＡＢ公司）；ＡＫＴＡ蛋白纯化系统、

蛋白Ａ亲和色谱柱（美国ＧＥ公司）；落地式高速离
心机（德国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；ＭｉｌｌｉＱＢｉｏｃｅｌ超
纯水仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；核酸电泳仪、蛋白电
泳仪、凝胶成像系统 ＧｅｌＤｏｃＸＲ（美国 ＢｉｏＲａｄ公
司）；Ｎａｎｏｄｒｏｐ１０００紫外可见分光光度计（美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司）；高效液相色谱仪（美国Ｗａｔｅｒｓ公司）。

'

　方　法

２１　东亚钳蝎尾腺ｃＤＮＡ文库构建
利用电针刺激东亚钳蝎蝎尾毒腺促使其排毒，

４８ｈ后取下毒腺，冻存于液氮中。按 ｍｉｒＶａｎａＴＭ

１２２
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ｍｉＲＮＡ分离试剂盒操作说明书提取总 ＲＮＡ，按
Ａｄｖａｎｔａｇｅ２聚合酶试剂盒操作说明从总 ＲＮＡ中
提取并纯化ｍＲＮＡ。按 ＳＭＡＲＴｃＤＮＡ文库构建试
剂盒的操作要求反转录成 ｃＤＮＡ第一链，再利用
ＬＤＰＣＲ合成双链 ｃＤＮＡ。产物经蛋白酶 Ｋ消化
后，利用杂交和ＤＳＮ消化使得文库均一化，再通过
两次ＰＣＲ进行放大。利用 ＰＣＲ产物纯化试剂盒
纯化扩增产物，向得到的产物中加入 ＳｆｉⅠ酶，酶
切完成后纯化酶切 ｃＤＮＡ。将 ｃＤＮＡ与经改造的
ＰＵＣ１９载体连接，利用 ＤＨ５α感受态转化，菌液均
匀涂布于ＡｐｒＩＰＴＧ／ｘｇａｌＬＢ固体培养基上，３７℃
过夜。经ＰＣＲ鉴定后保存菌液。该步骤交由上海
欧易生物医学科技有限公司进行。

２２　ＢｍｋＮａＴｘ１２序列分析与同源建模
序列分析及同源模建在ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ４１中

完成。首先采用 ＢｌａｓｔＳｅａｒｃｈ模块在 ＰＤＢ数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｒｃｓｂｏｒｇ）中搜寻 ＢｍｋＮａＴｘ１２的同源
结构，发现来自墨西哥毒蝎的 Ｃｎ１２毒素（ＰＤＢＩＤ：
１ＰＥ４）与之同源性最高，ｉｄｅｎｔｉｔｙ为 ３５％，因此以
Ｃｎ１２的结构为模板模建ＢｍｋＮａＴｘ１２的三维空间结
构。首先使用ＡｌｉｇｎＳｅｑｕｅｎｃｅｔｏＴｅｍｐｌａｔｅｓ模块对目
标序列和模板序列进行比对，然后使用ＢｕｉｌｄＨｏｍｏｌ
ｏｇｙＭｏｄｅｌｓ模块进行同源模建，设置生成４对二硫键
（Ｃ１２Ｃ６２，Ｃ１６Ｃ３９，Ｃ２５Ｃ４４，Ｃ２９Ｃ４６）。选取打分
最高的模型进行后续分子动力学优化。

２３　ＢｍｋＮａＴｘ１２的分子动力学模拟
分子 动 力 学 模 拟 （ＭＤ）所 用 的 软 件 为

Ａｍｂｅｒ１２，硬件为 ＤＥＬＬＴ７６１０工作站，使用 Ｋ２０ｃ
ＧＰＵ计算显卡。选用蛋白力场为 ｆｆ１２ＳＢ。水分子
的模型选用 ＴＩＰ３Ｐ，使用周期边界条件，水盒子的
大小为距离蛋白原子１０?。加入抗衡离子使体系
的电荷为中性。为避免溶质与溶剂之间的碰撞，在

ＭＤ之前首先进行能量最小化（分两步，先固定蛋
白对水分子进行１０００步的能量优化，然后放开蛋
白，对整个体系进行 ５０００步优化）。继而使用
Ｌａｎｇｅｖｉｎ算法２００ｐｓ内使体系温度升至３００Ｋ，步
长为１ｆｓ，非键阈值为１００?，静电相互作用使用
ｐａｒｔｉｃｌｅｍｅｓｈＥｗａｌｄ方法计算，采用ＳＨＡＫＥ算法约
束氢键。每个体系在 ＮＰＴ系综下平衡５００ｐｓ，恒
温３００Ｋ，恒压１０ａｔｍ。平衡之后，使用 ｐｍｅｍｄ．
ｃｕｄａ进行ＭＤ模拟５００ｎｓ，步长为２ｆｓ。利用 ｐｔｒａｊ
数据库进行ＲＭＳＤ和ＲＭＳＦ分析。

２４　ＢｍｋＮａＴｘ１２重组表达载体构建
根据 ＢｍｋＮａＴｘ１２的序列设计引物：正向（ＦＰ

１２）：５′ＡＣＴＧＧＧＧＴＣＣＡＣＴＣＴＴＣＴＡＧＡＡＣＣＡＧＡＡＡＴ
ＧＧＣＴＴＴＴＴＧＴＴＧ３′，含 ＸｂａⅠ酶切位点（单线）；反
向引物（ＲＰ１２）：５′ＡＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＣＧＡＧＡＡＧＣＴ
ＴＡＴＧＡＡＡＴＧＴＴＴＴＧＣＡＴＴＴＧＡＣＴＣＴＡ３′，含 ＨｉｎｄⅢ
酶切位点（单线）。以含有目的基因ＢｍｋＮａＴｘ１２的
ｐＬＩＢ载体（ｃＤＮＡ文库反馈）为模板，进行 ＰＣＲ反
应，条件为：９４℃５ｍｉｎ→（９４℃１ｍｉｎ，５６℃３０ｓ，
７２℃ ３０ｓ）３０个循环→７２℃ ５ｍｉｎ。选用本课题
组改造的ｐＴＴ５Ｆｃ载体作为重组表达载体，该载体
为氨苄抗性，并装载 ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切位点，便
于酶切鉴定和测序。ｐＴＴ５Ｆｃ酶切反应体系：
ｐＴＴ５Ｆｃ载体质粒２０μＬ＋Ｍ缓冲液５μＬ＋ＸｂａⅠ
１０μＬ＋ＨｉｎｄⅢ １０μＬ＋ｄｄＨ２Ｏ５μＬ，在３７℃条件
下反应３ｈ，对双酶切产物进行琼脂糖凝胶电泳，按
照ＤＮＡ快速回收试剂盒说明回收线性ｐＴＴ５Ｆｃ双
酶切载体片段。利用ＣｌｏｎｅＥｘｐｒｅｓｓⅡ重组克隆试剂
盒进行重组反应，反应体系：ＢｍｋＮａＴｘ１２ＰＣＲ产物
４μＬ＋ｐＴＴ５Ｆｃ双酶切载体片段２０μＬ＋５×ＣＥⅡ
ｂｕｆｆｅｒ４μＬ＋ＥｘｎａｓｅⅡ ０４μＬ＋ｄｄＨ２Ｏ７６μＬ，在
３７℃条件下反应１ｈ。将重组产物加入装有商业化
ＤＨ５α感受态细胞１００μＬ的离心管中，冰上静置
转化３０ｍｉｎ，４２℃水浴热激９０ｓ，冰上静置５ｍｉｎ，
向混合物中加入 ＬＢ培养基６００μＬ，３７℃摇床上
２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养９０ｍｉｎ。取菌液１００μＬ均匀
涂布于氨苄西林抗性ＬＢ平板上，３７℃培养箱倒置
培养过夜。挑选生长良好的转化菌落，提取重组质

粒的ＤＮＡ，进行ＰＣＲ鉴定、ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切
鉴定。选取核酸电泳结果阳性样品送交测序公司

测序验证，根据结果保存载体构建成功的菌种。

２５　重组ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ表达纯化与鉴定
提前培养ＨＥＫ２９３细胞，使细胞状态与数量达

到转染要求后进行转染；利用表达载体的菌种进行

接菌扩增，利用质粒 ＤＮＡ少量提取试剂盒提取
ｐＴＴ５ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ载体质粒；利用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００Ｒｅａｇｅｎｔ进行转染，收集对照孔和不同时间点
的表达上清液，１２０００ｒ／ｍｉｎ于４℃离心１５ｍｉｎ，取
上清液。分别加入还原／非还原上样缓冲液，１００℃
煮样５ｍｉｎ，进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳。电泳结束后
转ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉溶液封闭２ｈ，羊抗人 Ｆｃ
抗体（１∶５００稀释）４℃孵育过夜，经 ＰＢＳＴ（含

２２２
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００５％吐温）清洗６次后曝光；根据Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果显示的最佳表达时间进行大批量转染。收集细

胞上清液，加入 ＰＭＳＦ，利用 ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和色谱柱
过柱纯化；各步骤取样，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，利用
考马斯亮蓝染色法观察蛋白表达情况；通过高效液

相色谱法检测样品纯度。

２６　电生理活性检测
传代ＨＥＫ２９３细胞及 ＮＤ７２３细胞至 ３５ｃｍ

小皿中。每个小皿放５～６片无菌盖玻片（８ｍｍ×
８ｍｍ），３７℃、５％ ＣＯ２培养２４ｈ后，Ｎａｖ１７的转
染：采用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００Ｒｅａｇｅｎｔ的标准流程
将 ｐｃＤＮＡ３ｈＮａｖ１７ＥＧＦＰ转染 ＨＥＫ２９３细胞，同
时按同样的方法将 ｐＥＧＦＰＮａｖ１８质粒转染 ＮＤ７
２３细胞，转染后２ｈ换液，转染后３７℃、５％ ＣＯ２
培养过夜，于次日进行电生理检测。电生理记录采

用全细胞模式。将转染后含有 Ｎａｖ１８ＧＦＰ阳性
的ＮＤ７２３细胞的小玻片放于ｐＨ７４的浴液（ＣｓＣｌ
５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣｄＣｌ２
０１ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｈｅｐｅｓ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｄｇｌｕｃｏｓｅ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ＴＴＸ５００ｎｍｏｌ／Ｌ）中，充有ｐＨ７３的电极内液（ＣｓＦ
１４０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＧＴＡ１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＣｌ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，
Ｈｅｐｅｓ１０ｍｍｏｌ／Ｌ）的玻璃电极电阻保持在 ２～３
ＭΩ。电生理刺激方法如下，维持静息电位电压为
－７０ｍＶ。对细胞进行高阻封接、破膜及电容补偿
后实施一系列步阶电压为５ｍＶ刺激间隔为１００ｍｓ，
从 －２０ｍＶ到 ５０ｍＶ的电压刺激，电流数据用
ＡＸＯＮ２００Ｂ放大器记录，数据由 ｃｌａｍｐｅｘ进行记
录。破膜补偿稳定２ｍｉｎ后记录的数据作为给药前
对照，通过给药管给予ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ（１μｍｏｌ／Ｌ）刺
激。２ｍｉｎ后用同样的方法再记录１次。重复５个
细胞，数据分析用 ｃｌａｍｐｆｉｔ１０５软件进行分析。
Ｎａｖ１７的全细胞记录方法如下：将转染后含有
Ｎａｖ１７ＧＦＰ阳性的ＨＥＫ２９３细胞的小玻片放于细
胞 外 液 （ＮａＣｌ１４０ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ３ ｍｍｏｌ／Ｌ，
Ｈｅｐｅｓ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２１ｍｍｏｌ／Ｌ，
Ｄｅｘｔｒｏｓｅ１０ｍｍｏｌ／Ｌ）中，装有 ｐＨ７３的电极内液
（ＣｓＦ１４０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＧＴＡ１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＣｌ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，
Ｈｅｐｅｓ１０ｍｍｏｌ／Ｌ）的玻璃电极电阻保持在 ２～
３ＭΩ。电生理刺激方法如下，维持静息电位电压
为－１２０ｍＶ。对细胞进行高阻封接、破膜及电容
补偿后实施一系列－１０ｍＶ单电压刺激，时间间隔
为 ５ｓ。记录 ２ｍｉｎ后，在记录的过程中给予

ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ（１μｍｏｌ／Ｌ）刺激并记录电流改变。
数据处理与上述相同，重复５个细胞。

(

　结 果

３１　ＢｍｋＮａＴｘ１２的序列分析
蓝白斑筛选显示重组率为９４０％，２４个随机

挑选的单菌落ＰＣＲ结果均显示含有重组ｃＤＮＡ，其
中由１８个插入片段大于１０００ｂｐ，其余６个插入
片段大于７５０ｂｐ，表明构建文库质量较高。ｃＤＮＡ
文库库容量为１６×１０６ｃｆｕ／ｍＬ。挑取的２０００个
克隆中有１２１７条不同的序列，经序列比对后与毒
素相关的多肽为７０条。

由ｃＤＮＡ文库筛选到的毒素 ＢｍｋＮａＴｘ１２经序
列比对（图 １，Ａ）后与来源于墨西哥毒蝎的毒素
Ｃｎ１２有３５％的同源相似度，所以选择以 Ｃｎ１２的
结构为模板模建ＢｍｋＮａＴｘ１２的三维空间结构。
３２　ＢｍｋＮａＴｘ１２的同源建模及分子动力学模拟

通过设置生成 ４对二硫键（Ｃ１２Ｃ６２，Ｃ１６
Ｃ３９，Ｃ２５Ｃ４４，Ｃ２９Ｃ４６）进行同源模建，根据毒素
Ｃｎ１２的结构（图１，Ｂ），对 ＢｍｋＮａＴｘ１２结构进行模
拟（图１，Ｃ，Ｄ），选取打分最高的模型（图１，Ｄ）进
行分子动力学优化。优化后的 ＲＭＳＤ结果（图１，
Ｅ）表明在３００ｎｓ后蛋白结构趋于稳定，ＲＭＳＦ分
析结果（图１，Ｆ）显示在 Ｎ端和 Ｃ端波动较大，而
在第２０、３５、５２个氨基酸处的波动可能由于其所处
位置在ｌｏｏｐ区域导致。
３３　ＢｍｋＮａＴｘ１２重组表达载体构建

载体 ｐＴＴ５ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ构建完成后以 ＦＰ
１２和ＲＰ１２为引物进行菌落 ＰＣＲ鉴定（图２，Ｂ），
得到ＢｍｋＮａＴｘ１２片段（１２６ｂｐ）显示其已成功装载
进入载体；构建完成后的载体 ｐＴＴ５ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ
质粒（图２，Ａ）经ＸｂａⅠ和ＨｉｎｄⅢ进行双酶切鉴定，
线性化载体 ｐＴＴ５Ｆｃ（４２７５ｂｐ）和 ＢｍｋＮａＴｘ１２片
段鉴定结果（图２，Ｃ）显示相应片段结果符合。测
序结果表明 ｐＴＴ５ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ的序列正确
无误。

３４　重组ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ表达纯化
ｒＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ蛋白表达选用 ＨＥＫ２９３细胞

真核表达系统。为探究时间对蛋白表达的影响，在

六孔板中利用重组质粒 ｐＴＴ５ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ转染
ＨＥＫ２９３细胞探究重组蛋白表达的最适时间。转染
后４８，７２，９６，１２０ｈ各时间点取样培养基２００μＬ，离
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心后取上清液进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测（图３，Ａ），未重
组载体ｐｔｔ５设为阴性对照，ＡＧＡＰＦｃ作为阳性对照，
结果表明蛋白质量浓度随时间增长而增加。根据

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果，选定１２０ｈ为ｒＢｍｋＮａＴｘ１２的表达
时间。ｒＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ表达上清液通过ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲

和纯化柱纯化（图３，Ｂ），经 ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定后表明
蛋白经过正确折叠表达（图３，Ｃ）。经 ＨＰＬＣ验证
ｒＢｍｋＮａＴｘ１２蛋白的纯度达９５％，表明该系统成功表
达并纯化了ｒＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ蛋白。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ，ｈｏｍｏｌｏｇｙｍｏｄｅｌｉｎｇａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓｏｆＢｍｋＮａＴｘ１２
Ａ：Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄ３５％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎＣｎ１２ａｎｄＢｍｋＮａＴｘ１２（Ａ）．ＡｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＣｎ１２（Ｂ）ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＣｅｎｔｒｕｒｏｉｄｅｓ
ｎｏｘｉｕｓ，ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＢｍｋＮａＴｘ１２（Ｃ）ｗａｓｓｉｍｕｌａｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈｈｏｍｏｌｏｇｙｍｏｄｅｌｉｎｇ．Ａｆｔｅｒ５００ｎｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓ，ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＢｍｋＮａＴｘ１２ｓｅｅｍｓｔｏ
ｂｅｓｔａｂｌｅ（Ｄ）ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｆＢｍｋＮａＴｘ１２ｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙＲＭＳＤ（Ｅ）ａｎｄＲＭＳＦ（Ｆ）ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎ５００ｎｓ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＴＴ５
ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ
Ａ：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｏｆｐＴＴ５ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ；Ｂ：
ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ；Ｃ：Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

３５　重组ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ蛋白电生理活性检测
如图 ４所示，５００ｎｍｏｌ／ＬＴＴＸ不影响 ＴＴＸＲ

ｒＮａｖ１８电流。以５００ｎｍｏｌ／ＬＴＴＸ作用下的Ｎａｖ１８
作为对照，１μｍｏｌ／ＬＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ不影响 Ｎａｖ１８
的电流。Ｎａｖ１７是一种典型的 ＴＴＸＳ电压门控钠
通道，５００ｎｍｏｌ／ＬＴＴＸ能抑制９０％ Ｎａｖ１７峰电流。
以最大峰电流的单电压刺激结果显示，１μｍｏｌ／Ｌ
ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ能增大２０％ Ｎａｖ１７峰电流。该结
果表明重组的ＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ能够显著激活Ｎａｖ１７
电流，可能有潜在的致痛作用。

)

　讨　论

研究发现Ｎａ＋通道毒素是蝎毒中引起动物麻痹
和死亡的主要成分［１３］，特别是一些钠通道激活剂。

如北非肥尾蝎（ＢｕｔｈｉｄａｅＡｎｄｒｏｃｔｏｎｕｓａｕｓｔｒａｌｉｓ）体内
的神经毒素ＡａＨＩ可提高钠电流从而心血管及呼吸
系 统 而 导 致 死 亡［１４－１５］，而 从 伊 朗 黄 蝎

（Ｏｄｏｎｔｈｏｂｕｔｈｕｓｄｏｒｉａｅ）毒腺中分离得到的毒素ＯＤ１
可明显增强Ｎａｖ１７通道电流［１６］。

４２２
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎｎａｔＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒＢｍｋＮａＴｘ１２ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：ＰｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙａｆｆｉｎｉｔｙｂｉｎｄｉｎｇｗｉｔｈｃｏｌｕｍｎｐｒｏｔｅｉｎＡ；Ｃ：ｒＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃｗａｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥａｎｄＨＰＬＣ（Ｄ）

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖｏｌｔａｇｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｓｂｙＢｍｋＮａＴｘ１２
Ｃｕｒｒｅｎｔｓｕｎｄｅｒｃｏｎｔｒｏｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｎｄａｆｔｅｒｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ３００ｎｍｏｌ／ＬＴＴＸｏｎｒＮａｖ１８ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄｈＮａｖ１７ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
ＮＤ７２３ｃｅｌｌｓ（Ｃ）ｂｙｔｈｅｐｒｏｔｏｃｏｌｗｈｉｃｈｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｐｏｌａｒｉｚｅｄｔｏｔｅｓｔｐｏｔｅｎｔｉａｌｓｏｆ－５０ｍＶｔｏ＋２０ｍＶｉｎ１０ｍＶｉｎｃｒｅｍｅｎｔｓｆｒｏｍａｈｏｌｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ
－７０ｍＶｔｏｅｌｉｃｉｔｔｏｔａｌＴＴＸＲｃｕｒｒｅｎｔｓＡｌｌｉｎｗａｒｄｃｕｒｒｅｎｔｔｒａｃｅｓｗｅｒｅｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙａ２０ｍｓｄｅｐｏｌａｒｉｚｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ－１０ｍＶｆｒｏｍａｈｏｌｄｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｏｆ－１２０ｍＶｅｖｅｒｙ２０ｓ，ｅｆｆｅｃｔｓｏｆＢｍｋＮａＴｘ１２ｏｎｃｕｒｒｅｎｔｓｏｆｒＮａｖ１８（Ｂ）ａｎｄｈＮａｖ１７（Ｄ）

　　本研究中利用 ｃＤＮＡ文库和转录组技术从山
东野生东亚钳蝎毒腺中成功克隆出一种全新的钠

通道长链毒素。通过同源比对和分子模拟发现该

毒素是一种河豚毒素敏感型的钠通道 α毒素
ＢｍｋＮａＴｘ１２。该毒素具有４对二硫键，具有一个典
型的α螺旋核心和β折叠结构。该结构与墨西哥
毒蝎中分离得到的 Ｃｎ１２在氨基酸组成和结构具

有一定同源性，研究发现Ｃｎ１２具有类α毒素的效
应［１７］，可减慢钠离子通道的失活，因而推测

ＢｍｋＮａＴｘ１２为α毒素。
长链α毒素成熟肽一般含有６０～７０个氨基

酸，３～４对二硫键，在蝎毒中含量少，且分离提取
非常困难，这也成为限制蝎毒长链 α毒素走向应
用的主要原因［１８－２０］。本研究中采用了近年来快速
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发展的哺乳动物细胞无血清瞬时高表达技术，构建

了一种Ｆｃ融合表达技术，转染上清液３００ｍＬ中经
亲和纯化后可获得 ｒＢｍｋＮａＴｘ１２Ｆｃ蛋白 ２４ｍｇ，
相比于天然产物 ＳｅｐｈｅｒｏｓｅＧ５０ＨＰＬＣ的分离方式
（东亚钳蝎蝎毒干粉０５ｇ可获得最多的毒素单组
份蛋白约０８ｍｇ，最大得率仅为０１６％），节省了
时间，蛋白得率更高。因此，该表达纯化策略实现

了蝎毒素获得高活性，制备高产量，也为长链毒素

的活性及应用提供了理论保障。

*

　结　论

本研究以东亚钳蝎尾腺总 ＲＮＡ为模板，构建
了东亚钳蝎毒腺ｃＤＮＡ文库，经过测序比对发现了
一条全新的 Ｎａ＋通道毒素 ＢｍｋＮａＴｘ１２，该毒素由
８５个氨基酸组成，成熟肽为６６个氨基酸，含有 ４
对二硫键，与墨西哥毒蝎（Ｃｅｎｔｒｕｒｏｉｄｅｓｎｏｘｉｕｓ）的 β
毒素Ｃｎ１２具有３５％的序列同源性。本研究进一
步构建了哺乳动物细胞表达系统，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ技术确定重组蛋白最适表达时间，经 ＰｒｏｔｅｉｎＡ
柱纯化得到 Ｆｃ融合的重组毒素。融合蛋白的
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果条带
一致，证明纯化得到目的蛋白，并通过高效液相检

测其纯度达９５％。这为后续开展ＢｍｋＮａＴｘ１２的药
理学活性研究奠定了物质基础。
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