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东亚钳蝎神经毒素基因 Bm KCT的克隆与表达
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　　 [摘　要 ]　从蝎毒腺中提取总 RNA ,通过R T 2PCR 得到东亚钳蝎神经毒素Bm KCT 的 cDNA , 将其连接到

pU Cm 2T 载体中。序列分析表明,该基因开放阅读框架编码 59个氨基酸残基,其中 24个为信号肽,其余 35个为成

熟肽,与 Genebank 上登录的相同。将蝎神经毒素 cDNA 再经 PCR 扩增除去信号肽序列,克隆到 pT rcH isA 表达载

体中,转化大肠杆菌BL 21 (D E3) ,经 IPT G 诱导可高效表达分子质量为 10 ku 左右的融合蛋白。表达产物约占菌体

总蛋白的 25%。
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　　全蝎作为动物源性中药,具有抗肿瘤、镇痛、抗

惊厥、抗癫痫、抗凝血、增强免疫功能、消炎[1～ 4 ]等医

疗作用,已在临床上应用上千年。蝎毒为蝎尾毒囊中

排出的一种有毒分泌物,是全蝎治疗疾病的有效成

分,其大部分是具有药理学活性的蛋白质。作为研究

蛋白质结构和功能关系的极好模型和神经药理学研

究的理想工具,蝎毒素已受到国内外学者的广泛关

注[5, 6 ]。由于蝎毒素成分复杂,从新鲜蝎毒中制备和

纯化天然神经毒素很困难,同时,各成分分子质量比

较接近,纯化难度较大,有一定的毒副作用,临床应

用受到一定限制。随着生物技术的发展,将具有药理

活性、昆虫毒性的毒素蛋白 cDNA 或基因引入细胞

或动植物体内,以利于中药的合理开发和利用,这是

中药现代化的需要[7 ]。

本试验克隆表达的Bm KCT 是东亚钳蝎短链蝎

神经毒素, 与从 L eiu rus qu ing uestria tus 中分离的

ch lo ro tox in 有 68%的同源性[8 ] ,根据其结构推测可

能是小电导的C l- 通道阻断剂。蝎毒素C l- 通道阻断

剂的代表 ch lo ro tox in 对脑神经胶质瘤细胞迁移、扩

散和增殖具有显著的抑制作用[9～ 11 ]。本研究扩增到

Bm KCT 成熟肽基因片段,使其克隆在L ac 启动子

的下游,在大肠杆菌中获得了高效表达。

1　材料与方法
1. 1　材　料

　　东亚钳蝎 (B u thus m a rtensii Karsch)购自河南

个体养殖户, 宿主菌 JM 109, pU Cm 2T 质粒购自上

海生工生物工程有限公司; pT rcH isA 质粒、宿主菌

BL 21 (D E3)由西北农林科技大学崔晓峰惠赠; 逆转

录酶、T aq 酶、T 4 DNA 连接酶、蛋白标准分子质量

M arker 和DNA M arker 均为 P rom ega 公司产品;

限制性内切酶为M B I公司产品; 所用引物皆由上海

生工生物工程有限公司合成。

1. 2　方　法

1. 2. 1　引物设计　对已发表的东亚钳蝎毒素

cDNA序列进行分析,发现在 5′2端起始密码子附
近区域和 3′2端非编码区高度保守, 据此设计 3

条特征性引物: 引物 1 为 5′2gcgcgaattcaaaatga; 引物 2

为5′2gcgcgaattcaagatg;引物 3为 5′2gcgcggatcct t t t t t t t t t t t。

引物 1 和 2 设计在起始密码子位点,引物 3 为

蝎毒素基因 3′2端非编码区互补序列。分别以引物 1

和 2作为上游引物、引物 3 为下游引物组成 2 对引

物。

1. 2. 2　总RNA 的提取　蝎子电刺激排毒后,分别

于 2, 4, 8, 12, 24, 48 h 切下毒腺, 加液氮研磨成粉

末,加入异硫氰酸胍,按分子克隆上的异硫氰酸胍热

酚法提取总RNA [12 ] ,总RNA 质量和浓度通过甲醛

变性电泳检测。

1. 2. 3　R T 2PCR 和重组克隆　加D EPC 水到总体

积 15 ΛL , 70 ℃, 5 m in 破坏RNA 模板中的二级结

构,迅速置于冰上, 加 5×R T 缓冲液, 0. 5 mmo löL
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的 dN T P, 20 Λmo lömL RNA 酶抑制剂和 200

Λmo lömL M 2M LV 反转录酶, 再加水至总体积 25

ΛL , 42 ℃温育 1 h, 94 ℃, 10 m in 灭活逆转录酶。

以电刺激后不同时间提取RNA 合成的 cDNA

为模板进行 PCR 扩增, PCR 反应条件为: 94 ℃, 1

m in; 94 ℃, 40 s; 58 ℃, 50 s; 72 ℃, 60 s; 72 ℃, 5

m in,共进行 38个循环。PCR 产物于 2%的琼脂糖凝

胶电泳分析。对电泳条带针刺粘取后二次扩增,分为

单条带。二次扩增产物和pU Cm 2T 载体连接后转化

大肠杆菌 JM l09。挑取单菌落、抽提质粒、PCR 及酶

切鉴定。送到大连宝生物公司测序。

1. 2. 4　诱导表达蝎毒素基因　提取重组 pU CBm KCT

质粒,根据测序结果设计新的引物扩增其成熟肽部

分。

引物 4: 5′2gcgcggatcctg tgggcct tgct t tacaacggat;

引物 5: 5′2gcgcgaat tctca ta tacggt tacacagacat tg。

在引物 4 和 5 中分别引入 E coR É 和B am H É
位点,扩增成熟肽基因 (扩增反应条件同上) ,酶切后

克 隆 到 pT rcH isA 载 体 中。 将 重 组 质 粒

pT rcBm KCT 转化BL 21 (D E3) , 37 ℃, 240 röm in 培

养过夜,取该培养物 1 mL 加到 50 mL LB 培养基中

(含 90 ΛgömL 氨苄青霉素) , 37 ℃, 280 röm in 培养

2 h,加入 IPT G 诱导表达,继续培养,分别于 1, 2, 3,

4 h 取 1 mL ,离心收获菌体进行 SD S2PA GE 电泳检

测。

2　结果与讨论

2. 1　R T 2PCR 法获得Bm KCT 基因

　　用异硫氰酸胍热酚法提取总RNA ,经电泳检查

后看到 28 S和 18 S两条 rRNA 带,说明总RNA 无

明显降解。引物 1和 2分别作为上游引物与下游引

物的引物 3组合,以逆转录产物为模板合成 cDNA ,

共得到 30多个条带。由于在Genebank 登录的蝎毒

素分子质量都较小,故选取 100～ 600 bp 的 24个条

带 (图 1,横线上面的) ,对这些条带针刺粘取后进行

二次扩增,分成单条带。

图 1　R T 2PCR 产物经 2%琼脂糖电泳分析结果

泳道 1～ 6, 8～ 12为RT 2PCR 产物;泳道 7为

M arker pU C19 DNA öM sp É (H p aÉ )

F ig. 1　Am lifying cDNA w ith PCR

1- 6, 8- 12. PCR p roducts;

7. M arker pU C19 DNA öM sp É (H p aÉ )

　　

图 3　Bm KCT 成熟肽基因扩增结果

泳道 1～ 5为 PCR 得到的Bm KCT 成熟

肽基因;泳道 6为M arker

F ig. 3　PCR am lifying of the gene

codin Bm KCT m ature pep tide

1- 5. PCR p roducts; 6. M arker

pU C19 DNA öM sp É (H p aÉ )

2. 2　蝎毒素 cDNA 克隆和序列分析

二次 PCR 产物和 pU Cm 2T 质粒连接, 连接产

物转化大肠杆菌 JM 109。挑取白色菌落于LB 培养

基中培养,经 PCR 和酶切鉴定,获得数个阳性克隆,

随机挑取 8 个进行序列分析, 其中 1 个 (见图 1)与

已发表的蝎毒素 Bm KCT ( genebank 登录号为

A F135821)完全一致, 其序列及其推导的氨基酸序

列如图 2所示。该基因共 180 bp ,编码 59个氨基酸

残基,包含 24 个氨基酸的信号肽和 35 个氨基酸的

成 熟 肽, 共 有 4 个 二 硫 键, 与 从 L eiu rus

qu ing uestria tus中分离的 cho lo tox in 有 68%的同源

性[8 ]。
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1　　M K F L Y G I V F I A L F L T V M F A T
1 atgaagt tcctctacggaatcg t t t tca t tgcact t t t tctaactg taa tg t tcgcaact
21 Q T D G C G P C F T T D A N M A R K C R
61 caaactgatggatg tgggcct tgct t tacaacggatgctaa ta tggcaaggaaatg tagg
41 E C C G G I G K C F G P Q C L C N R I stop
121 gaatg t tgcggaggta t tggaaaatgct t tggcccacaatg tctg tg taaccgta ta tga

图 2　蝎毒素Bm KCT 基因的序列分析
F ig. 2　Sequences of Bm KCT

2. 3　Bm KCT 基因在大肠杆菌中的表达

重组 pU CBm KCT 用引物 4和 5扩增Bm KCT

成熟肽基因 (图 3) ,扩增产物用 E coR É ,B am H É双
酶切, 纯化后连接到表达载体 pT rcH isA 上, 构建

lac启动子下含有Bm KCT 成熟肽基因的高效表达

载体pT rcBm KCT (图 4) ,并转化大肠杆菌BL 21,挑

取单菌落, 提取重组质粒进行 PCR 和 E coR É ,

B am H É 双酶切鉴定,双酶切电泳图在 120 bp 左右

的位置有 1 条带,和Bm KCT 成熟肽基因大小一致

(图 5)。以 0. 1 mmo löL 的 IPT G 诱导表达后,按文

献 [ 12 ]的方法进行样品处理和 SD S2PA GE,脱色后

重组质粒泳道有 1条分子质量约为 10 ku 的表达条

带,与理论推算的基本一致,而非重组质粒比重组质

粒多了 1条 5 ku 左右的条带 (图 6) ,所以可以推断

前一条带即为带有融合部分的表达蛋白,而后一条

则是 pT rcH isA 原质粒基因的表达产物。表达产物

在诱导后 1 h 开始表达,在 4 h 时表达量最大,表达

产物占总蛋白的 25%左右。

图 4　重组表达载体 pT rcBm KCT 构建

F ig. 4　Construction of the recom binan t p lasm id pT rcBm KCT

图 5　重组 pT rcBm KCT 双酶切分析
泳道 1, 2, 5为双酶切重组pT rcBm KCT;

泳道 3, 4为M arker;泳道 6为未酶切重组pT rcBm KCT
F ig. 5　 Iden tificat ion of the recom binan t p lasm id

by E coR É öB am H É digest ion (2. 0% agaro se gel)
1, 2, 5. pT rcBm KCT öE coR É öB am H É ; 3, 4. M arker;

6. Recom binan t w ithou t restrication cleavage

图 6　重组质粒 pT rcBm KCT 的 15% SD S2PA GE 分析
1. 蛋白分子质量m aker (94, 67, 43, 30, 20, 14. 5 ku) ;

2. 未诱导; 3～ 6. 诱导时间分别为 4, 3, 2和 1 h
F ig. 6　SD S2PA GE analysis of the fusion

p ro tein exp ression in E. coli
1. M o lecu le m ass standards; 2. pT rcH isA ;

3- 6. Induction w ith 1 mmo löL IPT G fo r 4, 3, 2 and 1 h
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　　Cho lo tox in 是小电导的 C l- 通道阻滞剂, 对脑

神经胶质瘤细胞迁移、扩散和增殖具有显著的抑制

作用[9～ 11 ]; 又由于全蝎和已纯化的很多蝎毒素多肽

都具有医疗作用,所以初步推测该Bm KCT 编码的

多肽也具有潜在的生理活性和药用价值。关于该表

达产物的进一步分离纯化、活性和药理试验正在进

行之中。
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C lon ing and exp ression of a neu ro tox in from ch inese sco rp ion

B u thus m a rtensii Karsch in E scherich ia co li

ZHANG Shou- tao1, 2, GUO A i-guang2, X IAO L e-y i1,DONG J ian - jun1,
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3 Colleg e of M ed ica l, Z heng z hou U niversity , Z heng z hou, H eπnan 450002, Ch ina)

Abstract: A neu ro tox in cDNA w as cloned from Ch inese sco rp ion B u thus m a rtensii Karsch by R T 2
PCR. T he cDNA w as cloned in to the pU Cm 2T vecto r and sequenced. It has a OR F encoding 59 am ino acid

residues and a 24 residues signal pep t ide. T he cDNA encoding the m atu re pep t ide w as amp lif ied by PCR

and w as cloned in to pT rcH isA vecto r. T he recom b inan t vecto r w as tran sfo rm ed in to E. coli BL 21 (D E3).

T he E. coli h igh ly exp ressed the fu sion p ro tein w ho se mo llecu lar w eigh t is 10 ku, after induced by

0. 1 mo löL IPT G. T he exp ressed p ro tein w as accum u lated up to mo re than 25% of to ta l bacteria l p ro tein.

Key words: sco rp ion tox in; cDNA ; fu sion exp ression
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