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Abstract:Snake venom contains a number of small proteins , enzymes and other components ,which displays a broad

spectrum of biological activities. With the abi lity of specifically binding on acetylcholine acceptor , α-bungarotoxins are

not only useful molecular probes in investigating the mechanism of neural signal transmission, but also potential pharmic

preparations for neural disease treatment. In current research, cDNAs of Bungarusmulticinutus venom gland were syn-

thesized using SMARTTM cDNA amplification kit and then, α-bungarotoxin genes were cloned and sequenced. Total of 20

clones were sequenced representing 14 isotoxin mRNAs ofα-bungarotoxins. Among those clones , a novel isotoxin gene

was subcloned into two expression plasmids , α-BgTX/pQE30a andα-BgTX/ pGEX-4T-1 , and transformed into E. coli .

After inducing with IPTG, fused protein of GST-α-BgTX was successfully expressed at level of 30% gross proteins of

bacteria. More than 25% of fused protein was in the soluble fraction and the rest in inclusion body.
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α-银环蛇毒素同工毒素基因的克隆和表达
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摘　要:α-银环蛇毒素是存在于银环蛇蛇毒中的一种长链神经毒素 , 能与神经递质受体特异性结合 , 因此它不仅是

神经信号传导机制研究的重要分子探针 ,更具有开发治疗某些神经性疾病新型药物的可能性。用 SMART 技术 ,

反转录合成银环蛇毒腺 cDNA ,克隆并测定了α-银环蛇毒素基因 ,得到 14 种 mRNA 序列;进而将其中一种新的α-

银环蛇毒素基因亚克隆到原核表达载体 pQE30a和 pGEX-4T-1 中 ,在大肠杆菌中通过 IPTG 诱导表达 , 其中带有

GST 融合蛋白的重组质粒α-BgTX(P22-A31) /pGEX-4T-1 在 BL21 菌株中得到高效表达 , 表达量占菌总蛋白的

30%,可溶形式存在的融合蛋白大于 25%。
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　　神经毒素是蛇毒蛋白中的一种重要成分 ,在不

同种类的蛇毒成分中差别较大 。目前蛇毒中有效成

分的获取主要是通过捕蛇或养蛇取毒 ,得到粗蛇毒

后再分离纯化有效成分 。由于粗蛇毒来源复杂 ,分

离纯化难度大 ,不易形成固定的纯化生产工艺 ,尤其

是无法实现规模化 、低成本生产;同时通过直接从自

然界中大量捕蛇获取蛇毒 ,还会破坏生态平衡 。与

此相比 ,用基因工程技术生产蛇毒有效成分则具有

巨大的优势。它不仅能实现规模化生产特定的蛇毒

有效成分 ,而且还可通过基因的定点突变 ,改造天然

成分的特性 ,有望生产出药效更高 、副作用更小的蛇

毒有效成分制品。因此 ,用基因工程技术克隆和表

达蛇毒有效成分对保护自然资源 ,实现可持续发展

具有重要意义。

α-银环蛇毒素(α-bungaro to xin , α-BgTX)是银

环蛇毒素中一种由 74个氨基酸组成的碱性多肽 ,属

于长链神经毒素 ,有典型的三指型空间结构[ 1 , 2] ,是

探讨蛋白结构与功能的理想材料 。α-银环蛇毒素可

与乙酰胆碱受体上的α亚基特异性结合 ,从而竞争

性阻断神经递质的传递 ,因此α-银环蛇毒素是研究

神经系统中乙酰胆碱受体 ,神经递质的产生及其传

递过程中分子机制的重要探针。正是由于α-银环

蛇毒素与神经递质受体特异性结合的特点 ,因而具

有将其开发成治疗某些神经性疾病药物和新型 、高

效镇痛剂的可能性。

对α-银环蛇毒素基因结构的研究结果显示 ,该

蛇毒素为多个基因编码产物 ,因此可能存在多种同

工毒素(isotoxin),目前只报道了其中 2种同工毒素

基因的 DNA 序列[ 3 , 4] 。国内虽有人报道过α-银环

蛇毒素基因的克隆和在大肠杆菌中的表达[ 5 , 6] , 但

均是国外已报道过的 α-银环蛇毒素同工毒素基

因[ 7] 。我们在对银环蛇毒素基因的研究过程中 ,从

大陆产银环蛇(Bungar us mul ticinctus)毒腺 cDNA

中克隆到数种同工毒素基因 ,并用其中 1 种新的

α-银环蛇毒素同工毒素基因构建大肠杆菌表达质

粒 ,获得了高效表达 。

1　材料和方法

1. 1　材　料

银环蛇(Bungar us mul ticinctus)购自南京惠民

桥农贸市场 。DEPC(焦碳酸二乙脂)和 SDS 为

Amresco 公司产品;T rizol购自 Gibco 公司;反转录

酶购自 Life Technologies公司;质粒提取试剂盒购

自 Promega 公司;PCR产物纯化和胶纯化试剂盒购

自上海华舜生物工程公司;SMART
TM

cDNA 文库

构建试剂盒系 Clo tech 公司产品;pMD18-T 载体 ,

BamH Ⅰ , P st Ⅰ , Not Ⅰ , T4 DNA Ligase 均为

TaKaRa公司产;原核表达质粒 pQE30a 、pG EX-4T-

1和宿主菌大肠杆菌 M15 、BL21 分别为南京师范大

学张双全教授和李朝军教授惠赠;丙烯酰胺 、双丙烯

酰胺 、三羟甲基氨基甲烷(Tris)购自 Roche 公司;

TEMED购自 Bio-Rad 公司;Tryptone 、Yeast Ex-

t ract购自 Oxoid公司。RNA 提取和 cDNA 合成过

程中用到的所有器皿均经 0.05%的 DEPC 水浸泡

24 h后高压灭菌处理 。

1. 2　方　法

1. 2. 1　样品处理和 cDN A合成

活蛇经人工排毒诱导毒腺mRNA 表达数日后 ,

断下蛇头 ,取出双侧毒腺 ,氮中研磨成粉 。总 RNA

提取和全长 cDNA 合成与此前报道相似
[ 8]
:组织粉

沫转入匀浆器中 ,加入适量 Trizol ,上下匀浆数次 ,

分装至 1. 5 mL 离心管中 ,室温静置 5 min ,加入为

Trizol 体积 0. 2 倍的氯仿 , 剧烈摇晃 15 s;4℃

12 000 g 离心 15 min ,取上清至新离心管中 ,再加入

0.5倍体积的异丙醇 ,室温静置 10 min ,12 000 g 离

心 10 min ,沉淀物用 75%的乙醇洗涤 ,然后离心 5

min ,倾弃上清 ,自然干燥 5 ～ 10 min ,加入适量无

Rnase 的超纯水 ,溶解沉淀的总 RNA , 1.4%琼脂糖

胶电泳检测。

双链 cDNA 合成用 Clo tech 公司的 SMART
TM

cDNA文库构建试剂盒 ,操作步骤按照试剂盒提供

的手册。该试剂盒根据 mRNA 的 3′-端有 po ly A

和 5′-端有帽子的特点 ,提供了一套引物 ,从而可以

获得质量较高的全长 cDNA 。

1. 2. 2　α-银环蛇毒素基因的克隆和测序

α-银环蛇毒素基因的 3′-RACE 方法与已报道

的心脏毒素类似物基因的 RACE 方法基本相同
[ 9]
,

α-银环蛇毒素基因特异性引物 CTXS 序列为:5′-

AAGATGAAAACTCTGCTGCTGAC-3′, 下游引

物 CDS3依据 SMART 试剂盒中所用接头 CDS Ⅲ /

3′-PCR Primer 序列合成;以反转录的全长双链

cDNA为模板 ,用该对引物扩增α-银环蛇毒素基因。

PCR反应条件为:95℃预变性 4 min后 ,反应 30个

循环 ,循环参数 95℃变性 30 s , 62℃退火 30 s , 72℃
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延伸 40 s;最后72℃补齐 2 min 。PCR产物电泳后 ,

将约 500 bp 大小的片段切胶纯化 ,插入克隆载体

中 ,筛选阳性克隆。

得到的阳性克隆用 PCR方法鉴定载体中是否

已插入目的基因 ,选取含有目的基因的阳性克隆 ,扩

大培养后提取质粒 ,重组质粒用荧光标记方法 ,全自

动测序。每个克隆的双向测序数据匀经过仔细核

对 ,然后将全部序列数据连同已报道的 2 个α-银环

蛇毒素同工毒素一起用 Clustal X 1. 8比对。

1. 2. 3　融合表达质粒构建和阳性克隆筛选与鉴定

从上述已测序的 20阳性克隆中选取克隆 I5为

目的基因 ,构建融合表达质粒 。根据α-BgTX 成熟

肽编码区 cDNA 序列以及质粒 pQE30a 和 pGEX-

4T-1的多克隆位点另设计 1条上游引物 BgTXE1:

5′-TCTAGGA TCCA TCG TA TGCCACAC-3′和 2

条下游引物BgTXE2:5′-AATCCTGCAGTCAAC-

CAGGTCTC-3′, BgTXE4:5′-ACAGCGGCCGCT-

AACCAGGTCTCTG -3′。其中 BgTXE1 中含有

BamH Ⅰ酶切位点 ,BgTXE2 中含有 Pst Ⅰ酶切位

点 ,BgTXE4中含有 Not Ⅰ酶切位点。

以含有序列 I5的重组质粒 DNA 为模板 ,分别

用引物对 BgTXE1 /BgTXE2 和 BgTXE1 /BgTXE4

扩增 I5中α-银环蛇毒素成熟肽编码区 , PCR反应

体积为 30 μL ,内含 10 mmol /L 的上下游引物各 1

mL ,2 mmo l /L 的 dN TPs 2 μL , PCR采用普通的循

环条件 ,退火温度分别为 55℃和 60℃。 PCR产物

经酶切后与表达质粒连接 , 构建成 α-BgTX(P22-

A31)/pQ E30a 和 α-BgTX(P22-A31) /pGEX-4T-1

融合表达质粒。

两种重组的融合表达质粒分别转化各自的宿主

菌 ,用蓝白斑筛选 ,挑取阳性单克隆菌落 ,经短暂培

养后 ,用基因特异性引物做菌落 PCR ,筛选出 PCR

为阳性的克隆;进一步提取阳性克隆的重组质粒 ,用

全自动荧光标记测序 ,以检验插入的 DNA 片段是

否为目的基因 ,及插入的位置是否正确 。

1. 2. 4　融合基因的诱导表达

经检验插入片段准确无误的重组质粒α-BgTX

(P22-A31) /pQE30a 再转化大肠杆菌 M15 ,转化后

的单克隆培养液在 37℃250 r /min振摇至 OD 600为

0.4时 ,加入 IPTG 至终浓度为 0.2 mmo l /L , 诱导

表达 4 h ,并每隔 1 h取 1 mL 菌液 ,12 000 g 离心 2

min ,弃上清 ,菌体沉淀物置 - 20℃冻存备用 。重组

质粒α-BgTX(P22-A31) /pGEX4T 的诱导表达与α-

BgTX(P22-A31) /pQE30a基本相同 ,不同的是使用

大肠杆菌 BL21 ,液体培养基为 2×YTA , IPTG 诱

导后采用 28℃低温培养。

将不同诱导时间的样品 ,分别用 100 μL 1×

SSB重悬菌体沉淀物 ,于 100℃水浴5 min ,恒压 100

V 进行 18%或 12%SDS-PAGE电泳 ,考马斯亮蓝

染色显带 ,凝胶成像系统分析并拍照。

表达产物分布情况的确定是将培养4 h后的 50

mL 诱导培养物冷冻离心后 ,取 2 mL PBS 重悬菌

体 ,在冰浴中经超声破碎后再次离心 ,取 10 mL 上

清加入等量的 2×SSB 混合;沉淀物用 500 μL 1×

SSB重悬 。分别取 5 μL 进行 SDS-PAG E 电泳 、染

色 、观察 、拍照 。

2　结　果

2. 1　α-银环蛇毒素基因的序列分析

从 3′-RACE 的 cDNA 阳性克隆中 ,随机选出

20个阳性克隆测序 ,将测序获得的 20个 cDNA 序

列与从 GenBank中下载的 2 个α-银环蛇毒素基因

序列(登录号为:Y17057 , Y17058)一起比对 ,得到

472 bp ,序列间相似性达 98.6%以上 ,表明这些序

列同属 α-银环蛇毒素基因 ,不过在测得的 20 个

cDNA序列中 ,共有 14种互不完全相同的序列;测

序结果还表明 ,3′-RACE 扩增得到的 cDNA 已包括

了起始密码子(A TG)、终止密码子(TGA)和 mR-

NA 加尾信号(AATAAA),在这段 cDNA 序列中包

括 288 bp完整的开放阅读框 ,编码 21个氨基酸的

信号肽 、74个氨基酸的成熟肽和 3′-非翻译区的 184

bp(图 1)。

2. 2　表达质粒的构建及其在大肠杆菌中的表达

以上述克隆 I5 的重组质粒为模板 , 用引物

BgTXE1 /BgTXE2扩增得到编码 α-BgTX 成熟肽

的 cDNA 片段 ,经 BamH Ⅰ /P st Ⅰ双酶切后 ,定向

插入经过同样两种酶切的 pQ E30a 表达质粒 ,转化

大肠杆菌 JM109 ,经菌落 PCR鉴定和进一步双向测

序检测 ,得到了正确的重组表达质粒α-BgTX(P22-

A31) /QE30a。然而 ,虽然用该质粒曾成功转化了

大肠杆菌 M15 ,但用终浓度为0.2 mmol /L 的 IPTG

诱导表达 4 h ,在不同时段取出的细菌培养液经离

心沉淀 、SSB 重悬 、裂解后 ,用 18% SDS-PAGE 电

泳检测 ,匀未观察到目的基因表达产物的条带。
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图 1　α-银环蛇毒素 3′-RACE cDNA序列比对

斜体表示信号肽编码区;下划线表示加尾信号序列;方框分别表示起始和终止密码子;阴影表示突变热点;圆点表示与第一行

相同碱基;短横表示缺失。Ⅰ1～ Ⅰ14:本研究得到的 14种序列;V31:α-银环蛇毒素(Y17057);A31:α-银环蛇毒素(Y17058)。

Fig. 1　3′-RACE cDNA sequences comparison of α-bungarotoxin

T he italic s equences are signal pept ide encoding region , an d sequen ces underlined are poly (A) adding signal. Sequences

marked w ith boxes are ini tiat ion or termination codons , and that m ark ed w ith shadow denote m utat ion hot-spots. Identical

nu cleotides are indicated by dots an d deleted nu cleotides indicated by hyphens. V31:α-bungarotoxin

(Y17057);A31:α-bungarotoxin(Y17058).

　　再次以同样的重组质粒为模板 , 用引物

BgTXE1 / BgTXE4 扩增编码 α-BgTX 成熟肽的

cDNA片段 , 重新构建 α-BgTX(P22-A31) /pGEX-

4T-1融合表达质粒 ,经 PCR鉴定和双向测序检测 ,

得到正确的重组融合表达质粒 , 再转化大肠杆菌

BL21。同样用终浓度为 0.2 mmo l /L 的 IPTG诱导

4 h ,取不同时段的菌体裂解物 ,经 12% SDS-PAGE

检测 ,结果显示在分子量为 35 kD左右处有目的基

因的诱导表达带;光密度分析表明 ,目的基因表达产

物量约占全菌总蛋白的 30%,至此 ,得到了α-BgTX

基因的高效融合表达系统(图 2)。含重组质粒未经

诱导的培养物有较弱的本底表达 ,同样条件下无插

入基因片段的 pGEX-4T-1空载体的表达产物为 29

kD的谷胱甘肽转移酶(GST)。

表达产物分布情况研究结果表明 , α-BgTX

(P22-A31) /pG EX-4T-1 融合表达质粒在大肠杆菌

BL21中的表达产物以可溶性和包涵体两种状态存

在 ,其中可溶部分含量约占总表达产物 25%左右

(图 3)。

3　讨　论

关于α-银环蛇毒素 mRNA 在同一个体中是否

存在多态性 , 以及这种多态性是由于基因组中存在

多拷贝基因造成 , 还是由 mRNA 转录后编辑形成

的争论由来已久[ 3 , 4] 。本文测得的 20 个 α-银环蛇

毒素 cDNA 克隆中有 14种序列 , 虽然 cDNA 合成

过程中由于 PCR误差可能会引入人工假象 , 但在

上述 14种序列中至少有 6种是同时在 2 个 cDNA

克隆中测得的 , 表明α-银环蛇毒素 mRNA 多态性

客观存在 。至于这种 mRNA 多态现象是多拷贝基

因生成 , 还是由 mRNA 编辑产生 , 或二者皆有 

尚不得而知。这 14种 cDNA 中大多数突变位点为

同义突变 , 在引起编码氨基酸改变的突变中 , 除了

有已报道过的导致成熟肽第 31氨基酸变化的突变

外 , 还有一些造成其他氨基酸变化的突变 , 因此可

以推断 , 银环蛇毒腺中有两种以上α-银环蛇毒素

同工毒素存在 。
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图 2　α-BgTX(P22-A31)/ pGEX-4T-1

诱导表达产物

1～ 5:IPTG分别诱导 0、1、2、3和 4 h;6:空载体未诱导;7:

空载体诱导;M:蛋白质分子量标记(97、65、43、 31和

20 kD)。

Fig. 2　Induced products of α-BgTX

(P22-A31) /pGEX-4T-1

1 - 5:Induced by IPTG for 0 , 1 , 2 , 3 and 4 h ou rs respec-

t ively;6:pGEX-4T-1 wi thout indu cem ent;7:pGEX-4T-1

indu ced by IP TG;M:Protein molecular w eight m ark er.

图 3　α-BgTX(P22-A31)/ pGEX-4T-1

诱导产物的分布

1:未诱导;2:超声后上清;3:超声后沉淀物;M:蛋白质分子量

标记。

Fig. 3　Dist ribution of inducedα-BgTX

(P22-A31) /pGEX-4T-1 protein

1:Supernatant wi th ou t indu cem ent;2:Supernatant af ter ul tra-

s onication;3:S recipitate af ter u lt rasonication;M:Protein

molecular weight marker.

　　同工毒素间只有个别氨基酸的变化 ,且都有非

常相似的空间结构 。由于其结构上差异微小 ,可能

在毒素的生物学活性和其他生化特性上只是略有不

同。α-银环蛇毒素与乙酰胆碱受体上的α亚基有很

强的亲合性 ,可以竞争性地阻断神经递质的传递。

银环蛇在捕食过程中以α-银环蛇毒素麻醉猎物 ,使

之麻痹瘫痪 ,然后完整地吞食下去 ,这一过程中一方

面要迅速致使猎物麻痹 ,另一方面由于蛇的吞食过

程非常缓慢 ,需要在一次注入毒素后能使猎物在足

够长的时间内持续保持麻醉状态 ,不至于中途跳脱

或伤及自身。多种同工毒素的存在可能在作用时效

方面有所不同 ,以适应毒蛇的这种捕食方式。另一

方面 ,毒蛇在自然界中猎食对象多种多样 ,变化的同

工毒素在针对不同猎物的作用效力方面也可能有所

不同 。因此 ,同一蛇体内同时存在多种同工毒素 ,是

毒蛇在自然环境中对其捕食行为方式和食物多样性

的一种适应。

在获得的 14 种 cDNA 序列的成熟肽编码区

中 ,除第 31位氨基酸外 ,还有 6个引起氨基酸代换

的突变 ,但这些代换的氨基酸中 ,都有相同的极性特

征。软件模拟分析表明 ,这些氨基酸代换匀未对三

指型空间结构发生影响 。其中克隆 I5的第 131位

碱基为 C ,从而使其编码蛋白的成熟肽部分第 22位

氨基酸由 Leu→Pro ,二者均为非极性氨基酸 ,估计

这种改变对毒素的生物学活性没有太大影响。故将

这一新的 α-银环蛇毒素基因克隆到大肠杆菌表达

系统中 ,以期得到其基因工程产品 ,用于进一步的药

理和毒理研究 。

大肠杆菌表达系统具有表达量高 、成本低廉 、易

于分离纯化和放大制备等优点 ,因此首先尝试了原

核表达系统。构建的重组质粒Ⅰ5中有α-银环蛇毒

P 22-A31基因完整的编码区和 3′-非翻译区 ,包括了

起始密码子 、终止密码子和 po ly A 加尾信号 ,用其

中的成熟肽编码区和 pQ E30a构建重组表达质粒α-

BgTX(P22-A31) /pQE30a 。pQ E30a 载体为 T5 启

动子 ,表达产物仅带 6 个 His 的 N 端融合蛋白 ,可

用 Ni
2+
-IDA亲和层析胶进行纯化。但转化相应的

表达宿主菌 ,并用 IPTG 诱导后 ,经 SDS-PAGE 电

泳检测 ,没有得到期望的目的条带 。出现这一结果

有两种可能 ,一方面是由于目的蛋白的分子量太小

(约 6 kD左右),很容易被大肠杆菌中的蛋白酶降

解 ,因而在蛋白电泳检测时 ,观察不到;另一方面不

同的蛋白需要在不同的表达体系中才能得到有效地

表达 ,α-BgTX在用pQE30a 作为表达载体时不能得

到足够的表达 。因此 ,我们又尝试了另一原核表达

载体 ———pGEX-4T-1。

pGEX-4T-1载体为 Tac启动子 ,表达产物为 N
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端连接 29 kD的 GST 融合蛋白 。将该毒素基因成

熟肽编码区与 pGEX-4T-1连接成的重组质粒转化

到大肠杆菌 BL21 中 , IPTG 诱导表达 ,结果产生与

预期分子量一致的诱导蛋白电泳条带 ,表达量约占

全菌总蛋白的 30%。外源重组蛋白在大肠杆菌中

表达产物通常表现为可溶形式(soluble f raction)和

不溶性颗粒 ,即所谓的“包涵体”(inclusion body)。

α-BgTX(P22-A31)/pGEX-4T-1 的大肠杆菌 BL21

表达体系中 ,诱导 4 h后 ,分别检测可溶形式和包含

体形式的表达产物 ,结果表明可溶形式的表达产物

占总表达产物的 25%。尝试降低诱导时的 IPTG

的浓度和诱导温度 ,提早诱导的起始时间等方式 ,发

现可以增加可溶部分的比例。α-BgTX(P22-A31) /

pGEX-4T-1表达产生的融合蛋白 N 端带有 GST ,

因此可利用谷胱甘肽-琼脂糖凝胶纯化 。至此 ,这一

新的α-银环蛇毒同工毒素在大肠杆菌中得到成功

表达 ,为进一步研究其生物学活性和药物开发研究

打下了基础。
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