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芋螺毒素 ｌｔ１ｃ的重组表达及镇痛功能
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摘　要：ｌｔ１ｃ是从信号芋螺毒管中发现的一种Ａ超家族毒素多肽，为深入研究其功能，采用 ｐＴＲＸ表达系统将
ｌｔ１ｃ与硫氧还蛋白基因进行融合，转入大肠杆菌进行表达后，通过超声破碎、亲和层析、酶切和凝胶过滤层析等
方法，最终得到目的蛋白。组织水平的青蛙坐骨神经－腓肠肌活性研究表明，重组表达的 ｌｔ１ｃ在６μｍｏｌ／Ｌ浓度
下，３０ｍｉｎ内完全抑制肌肉的收缩，且其作用可逆。进一步的功能研究发现，ｌｔ１ｃ能够抑制热板疼痛模型小鼠的
舔足反应，提示Ａ超家族芋螺毒素ｌｔ１ｃ可能具有一定的镇痛活性。该研究为筛选新的多肽镇痛药物奠定了基础。
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　　芋螺毒素由于能高度特异的识别和结合不同亚
型的离子通道及受体，因此成为神经药理学研究不

可多得的探针和工具，而且对神经系统疾病具有潜

在的药用价值［１］。目前已有１种芋螺毒素作为镇痛
药在临床使用，至少１０种芋螺毒素进入了临床研

究［２］。Ａ超家族是研究较多的芋螺毒素超家族之
一，目前发现的 Ａ超家族芋螺毒素主要包括含有
两对二硫键的α芋螺毒素和含有３对二硫键的 αＡ
和κＡ芋螺毒素［３］。α和 αＡ芋螺毒素主要作用于
乙酰胆碱受体家族，κＡ芋螺毒素作用于电压门控
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钾离子通道［４－６］。α芋螺毒素占目前已发现的Ａ超
家族芋螺毒素的大多数，具有 ＣＣＣＣ骨架结构，
其二硫键以１－３，２－４的配对方式形成 ｌｏｏｐ环框
架，根据ｌｏｏｐ环中的氨基酸数量的不同又可将 α
芋螺毒素分为 α３／５、α４／７和 α４／３等多个亚家
族［７］。αＡ－和 κＡ－芋螺毒素具有完全不同的二
硫键骨架，结构为 ＣＣＣＣＣＣ，这些结构上的差
异也直接导致了他们在生理功能上也有明显的分化

和不同。作为 ｎＡＣｈＲ受体的竞争性拮抗剂，α和
αＡ芋螺毒素可以选择性作用于 ｎＡＣｈＲ，而 ｋＡ－
芋螺毒素则主要作为阻断剂作用于电压敏感型钾离

子通道。

对α－家族芋螺毒素研究最多的是其镇痛功
能，如α－家族芋螺毒素家族成员 ｖｃ１１通过阻断
外周初级传入神经元的 ｎＡＣｈＲｓ而发挥止痛作
用［８－９］。具有比吗啡和Ｚｉｃｏｎｏｔｉｄｅ药效更强和持续
时间更长的镇痛效果，且无吗啡和 Ｚｉｃｏｎｏｔｉｄｅ引起
的副反应 （如便秘、呼吸抑制等），极有望开发成

为高效止痛药物。此外 α芋螺毒素因能选择性阻
断ｎＡＣｈＲｓ的某种亚型，除有止痛效果外，也有望
开发成用于治疗帕金森氏病、焦虑症和高血压等病

症的药物。中枢神经系统谷氨酸能神经传导失调造

成癫痫，α芋螺毒素 Ｃｏｎａｎｔｏｋｉｎｓ能特异阻断 ＮＭ
ＤＡ受体亚型，可开发成抗惊厥、抗癫痫药
物［１０－１１］。

本文在前期的研究中，从信号芋螺ｃＤＮＡ文库
中，发现一条Ａ超家族芋螺毒素 ｌｔ１ｃ，其序列为：
ＧＭＷＤＥＣＣＤＤＰＰＣＲＱＮＮＭＥＨＣＰＡＳ，具有与 α芋螺
毒素相同的ＣＣＣＣ骨架结构，推测其可能具有镇
痛活性。由于ｌｔ１ｃ由２３个氨基酸组成，属于小肽，
可通过化学固相合成的方法获得多肽，但前期研究

结果表明 （未发表数据），多肽合成过程中氨基酸

的偶联效率很低。因此，本研究采用了以硫氧还蛋

白为融合伴体的ｐＴＲＸ载体，在大肠杆菌中对该毒
素进行了成功的重组表达，并对其毒性、镇痛活性

进行了初步研究，为进一步的应用开发打下了基

础。

１　材料与方法
１１　质粒与菌株

原核融合表达载体质粒 ｐＴＲＸＮｅｕ５由彭立胜
博士构建，本实验室保存［１２］。大肠杆菌 ＤＨ５α购
自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，由本实验室保存。大肠杆菌表
达宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３）购自 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司，由本
实验室保存。

１２　试剂与耗材
限制性内切酶ＫｐｎⅠ、ＮｏｔⅠ及Ｔ４ＤＮＡ连接酶

购自ＴａＫａＲａ公司；ＬＡＴａｑ酶购自大连宝生物公
司；ｄＮＴＰ购自上海生工生物工程公司；１０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ购自鼎国公司；ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ和 Ｐｌａｓｍｉｄ
ＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔ为 ＯＭＥＧＡＢＩＯＴＥＫ公司产品；ＰＣＲ
ＣｌｅａｎＵｐＫｉｔ为ＡｘｙｇｅｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司产品；ＤＮＡ
ｌａｄｄｅｒ购自 Ｔｉａｎｇｅｎ公司；低相对分子质量标准蛋
白 （１４４０００００～１０８００００００）购自凯基生物公
司；Ｐｒｏ３Ｃ蛋白酶为本实验室自产；色谱级 ＴＦＡ
（三氟乙酸）为 Ｓｉｇｍａ公司产品；Ｔｒｙｐｔｏｎｅ和 Ｙｅａｓｔ
Ｅｘｔｒａｃｔ为 Ｏｘｏｉｄ公司产品；Ｔ７ｐｒｏｍｏｔｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｐｒｉｍｅｒ（Ｔ７），Ｔ７ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｐｒｉｍｅｒ（Ｔ７Ｔ），ｌｔ１ｃ基
因的寡聚核苷酸引物由 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成；ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司；Ｔｒｙｐｔｏｎ和
ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ为 Ｏｘｏｉｄ公司产品；其它试剂均为国
产分析纯试剂。

１３　主要仪器
ＰＣＲ仪为美国 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司，型号 ＰＴＣ

２００；ＤＮＡ测序仪为 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司产品，
型号３７３０ＤＮＡＡｎａｌｙｚｅｒ；电泳系统为 ＢｉｏＲＡＤ公
司产品，型号 ＭｉｎｉＰｒｏｔｅｉｎⅢ；超声波细胞粉碎机
为宁波新芝科器研究所产品，型号 ＪＹ９２Ⅱ；Ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃＬＰ层析系统为ＢＩＯＲＡＤ公司产品；ＡＫＴＡｅｘ
ｐｌｏｒｅｒ层析系统为ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公司
产品；色谱柱为上海锦华仪器设备厂和 Ｐｈａｒｍａｃｉａ
公司产品；层析柱料 Ｎｉ２＋ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔ
Ｆｌｏｗ，ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５（Ｆｉｎｅ），ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０（Ｆｉｎｅ）
均为Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司产品；激光飞行质谱仪型号为
ＲＥＦＬＥＸⅢ （ＧｅｒｍａｎｙＢｒｕｃｋｅｒ公司产品）。分光光
度计Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ为 Ｅｆｆｅｎｄｏｒｆ公司产品；肌肉张
力换能器为成都仪器厂产品，型号 ＪＺＪ０１；电刺激
器，型号 ＪＬＢ，为成都泰盟科技有限公司产品；
热板仪，型号ＲＢ－２００，为成都泰盟科技有限公司
产品。

１４　芋螺毒素基因的制备和表达载体的构建
根据ｌｔ１ｃ基因编码序列和大肠杆菌密码子的偏

好性，结合ｐＴＲＸ两端的 ＫｐｎⅠ和 ＮｏｔⅠ酶切位点
设计合成 ４段 Ｏｌｉｇｏ（Ｏｌｉｇｏ１：５′ＣＣＴＧＧＡＡＧＴＴ
ＣＴＧＴＴＣＣＡＧＧＧＧＣＣＣＧＧＣＡＴＧＴＧＧＧＡＴＧＡＡ
ＴＧＣＴＧＴ３′；Ｏｌｉｇｏ２：３′ＣＡＴＧＧＧＡＣＣＴＴＣＡＡ
ＧＡＣＡＡＧＧＴＣＣＣＣＧＧＧＣＣＧＴＡＣＡＣＣＣＴＡＣＴＴ
ＡＣＧＡＣＡＣＴＧＣＴＡ５′；Ｏｌｉｇｏ３：５′ＧＡＣＧＡＴＣＣＧ
ＣＣＧＴＧＴＣＧＣＣＡＡＡＡＴＡＡＴＡＴＧＧＡＧＣＡＴＴＧＴ
ＣＣＧＧＣＡＡＧＴＴＡＡＴＡＡＧＣ３′；Ｏｌｉｇｏ４：３′ＧＧＣ

８３１
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ＧＧＣＡＣＡＧＣＧＧＴＴＴＴＡＴＴＡＴＡＣＣＴＣＧＴＡＡＣＡ
ＧＧＣＣＧＴＴＣＡＡＴＴＡＴＴＣＧＣＣＧＧ５′），在目的基因
的５′端加入ＫｐｎⅠ酶切位点和蛋白酶Ｐｒｏ－３Ｃ的识
别位点，３′端加入 ＮｏｔⅠ酶切位点和两个终止密码
子。４个ｏｌｉｇｏ片段分别进行磷酸化，并分为互补
配对的两组进行退火。质粒ｐＴＲＸ用限制性内切酶
ＫｐｎⅠ和ＮｏｔⅠ进行酶切线性化。用Ｔ４ＤＮＡ连接酶
将两组 ｏｌｉｇｏ片断和线性化的 ｐＴＲＸ载体连接。连
接产物ｐＴＲＸｌｔ１ｃ转化到大肠杆菌 ＤＨ５α中，挑取
单克隆培养提取质粒，经纯化后用 Ｔ７和 Ｔ７Ｔ引物
进行双向核酸测序，对重组表达质粒进行鉴定。

１５　重组蛋白ＴＲＸｌｔ１ｃ在大肠杆菌中的诱导表达
将测序正确的重组表达质粒 ｐＴＲＸｌｔ１ｃ转化表

达宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３），构建工程菌株。挑取工程
菌株单菌落接种于 Ａｍｐ＋的 ＬＢ液体培养基中，
３７℃剧烈振荡培养过夜，作为种子菌。取种子菌
按１∶１００体积比接种于新鲜的 Ａｍｐ＋ ＬＢ培养基中，
３７℃剧烈振荡放大培养至 Ａ６００ｎｍ约为０８时，加入
ＩＰＴＧ至终浓度为０１ｍｍｏｌ／Ｌ，同时加入 ｗ＝２０％
葡萄糖至终质量分数为０２％，于２０℃诱导表达
１０ｈ。４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收菌，以３００
Ｗ的功率，冰浴下超声３０ｍｉｎ～２ｈ，破碎细菌细
胞 （时间长短由菌量决定），４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｍｉｎ后分别取上清和沉淀进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
分析检测重组蛋白质的表达情况。

１６　重组蛋白ｌｔ１ｃ的纯化
融合蛋白采用镍亲和层析柱进行纯化。首先用

５倍柱床体积的超声缓冲液对镍层析柱进行平衡；
将超声后的离心上清上样，用超声缓冲液洗柱至紫

外吸收值达到基线；分别用不同浓度咪唑 （２０、
５０、１００和 ２００ｍｍｏｌ／Ｌ）的 ５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５００
ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ８０缓冲液洗脱，每个浓度的咪
唑都洗至平台期，分别收集洗脱峰进行 ｗ＝１５％
ＳＤＳＰＡＧＥ检测。

纯化后的 ＴＲＸｌｔ１ｃ用 Ｐｒｏ３Ｃ酶进行酶切，酶
切条件为２５℃下４ｈ。酶切产物用 Ｇ５０凝胶过滤
层析进行纯化，ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０Ｆｉｎｅ分子筛层析柱规
格为 ＰｈａｒｍａｃｉａＸＫ５０（５０ｃｍ×１００ｃｍ），使用
ＡＫＴＡｅｘｐｌｏｒｅｒ系统进行中压层析，流速恒定为 ２
ｍＬ／ｍｉｎ。收集紫外吸收峰，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测样
品。

纯化的毒素样品进行真空冻干干燥，冻干粉－
８０℃ 保存备用。
１７　重组蛋白ｌｔ１ｃ的质谱鉴定

纯化的重组ｌｔ１ｃ冻干样品用φ＝１‰的三氟乙

酸溶解，取１μＬ进行激光飞行时间质谱分析，基
质为芥子酸 （３，５－二甲基 －４－羟基肉桂酸）。
测定时加速电压为２５ｋＶ，正离子反射检测，光源
为氮激光光源，波长３３７ｎｍ。
１８　动物毒性实验

选取１８～２２ｇ的昆明小鼠进行毒性试验，小
鼠的性别不限。称取纯化冻干后的ｌｔ１ｃ粉末溶于纯
水中。对昆明小鼠进行脑室注射，注射体积为１０
μＬ，注射剂量分别为 ０２、０４和 ０６ｍｇ／ｋｇ。每
组注射５只小鼠，注射后将小鼠放入透明观察筒中
进行观察。并记录小鼠的行为学表现。

１９　组织水平活性测定
根据序列分析推测 ｌｔ１ｃ属于 α家族毒素，可

能作用于乙酰胆碱受体，所以采用了青蛙坐骨神经

－腓肠肌标本法来检测ｌｔ１ｃ是否具有阻断神经肌肉
传导的作用［１３］。

以连续单刺激的方式给予坐骨神经电刺激，刺

激参数为：延时 １００ｍｓ，波宽 ０５ｍｓ，频率 ０５
Ｈｚ，强度５Ｖ，扫描速度为４００ｓ／ｄｉｖ，记录腓肠
肌收缩的张力大小作为毒素作用前的对照。用无菌

脱脂棉给药，每５ｍｉｎ给予坐骨神经电刺激、记录
腓肠肌收缩曲线，每次刺激记录６～１０次，至腓肠
肌收缩被完全抑制或作用至６０ｍｉｎ。

腓肠肌收缩被完全抑制后，用新鲜任氏液冲洗

腓肠肌标本，每５ｍｉｎ给予坐骨神经刺激、观察腓
肠肌收缩的恢复情况。

１１０　镇痛活性测定
实验采用体质量２０±２ｇ的雌性昆明小鼠。实

验前先对小鼠进行筛选，将小鼠放于事先加热到

５５℃ 的热板测痛仪上，记录小鼠自投入热板至出
现舔后足的时间为该鼠的痛阈值，测定２次，挑选
出痛阈值不超过３０ｓ的小鼠为合格者进行正式实
验。注射体积为１０μＬ，注射剂量为１２５、２５、５０
和１００μｇ／ｋｇ，空白对照组给予等体积的生理盐
水。于注射给药后０５、２、３、５、７和２４ｈ测定，
如痛阈值超过６０ｓ则按６０ｓ计算 （以免时间过长

烫伤小鼠足部）。实验结束后，数据进行统计学处

理［１４］。

２　结果与分析
２１　ｐＴＲＸｌｔ１ｃ表达载体的构建

４段Ｏｌｉｇｏ磷酸化互补后与线性化的载体ｐＴＲＸ
相连，转入ＤＨ５α中进行扩增；挑取１１个单克隆
以及自连对照用Ｔ７ｐｒｏｍｏｔｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｒｉｍｅｒ和Ｔ７
ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｐｒｉｍｅｒ引物进行菌落 ＰＣＲ检测，如图 １
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所示。其中泳道２、４－７、１０－１２为阳性克隆，３、
９为自连，１３为自连对照。

图１　连接产物菌落ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｃｌｏｎｙＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆｌｉｇａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｃｏｌｏｎｉｅｓ
１：ＤＬ２０００ＤＮＡｌａｄｄｅｒ；２－１２：ｌｉｇａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｃｏｌｏｎｉｅｓ；

１３：ｓｅｌｆｌｉｇａｔｉｏｎｃｏｌｏｎｙｃｏｎｔｒｏｌ

阳性克隆提取质粒后，对纯化后的 ｐＴＲＸｌｔ１ｃ
重组质粒用Ｔ７ｐｒｏｍｏｔｅｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｒｉｍｅｒ和Ｔ７ｔｅｒ
ｍｉｎａｔｏｒｐｒｉｍｅｒ引物进行双向测序，其序列与合成
的模板序列结果完全一致，并且读码框正确 （测

序结果略），表明表达载体构建成功。

２２　重组蛋白在大肠杆菌中的诱导表达
转入表达质粒 ｐＴＲＸｌｔ１ｃ的工程菌诱导表达选

用了较低浓度 ＩＰＴＧ，低温和长时间诱导的策略。
当工程菌生长至Ａ６００ｎｍ＝０８时，添加终浓度为０１
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，在２０℃诱导１０ｈ，离心收取菌
体；超声后，取样总菌、上清和沉淀，用 ｗ＝１５％
ＳＤＳＰＡＧＥ检测蛋白的表达量及可溶性，电泳结果
见图２ａ。融合蛋白相对分子质量预测约１６６００左
右，在图２可以看到诱导后在相对分子质量附近有

一个明显的条带，而且超声后重组蛋白都在超声上

清中，可溶性较好。

２３　融合蛋白的纯化
由于重组信号芋螺毒素 ＴＲＸｌｔ１ｃ融合蛋白在

融合伴侣和目的蛋白之间有６×Ｈｉｓ标签。因此可
利用Ｎｉ２＋金属离子层析纯化融合蛋白。将处理好
的镍亲和层析柱，用超声缓冲液平衡 ５倍柱床体
积。表达 ＴＲＸｌｔ１ｃ的大肠杆菌４℃离心收菌，称
量，每１ｇ湿菌中加入 １０ｍＬ超声缓冲液重悬菌
体，超声破菌，离心超声的样品，取上清液进行

Ｎｉ２＋－ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ亲和层析。在
２８０ｎｍ下紫外检测同时监控电导率。样品用平衡
缓冲液洗脱至基线后，依次用不同咪唑浓度的洗脱

液进行洗脱，收集洗脱峰，进行电泳分析。ｗ＝
１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析 （图２ｂ）结果表明，重组蛋
白对Ｎｉ２＋ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅ具有较高的亲和力，
在穿流峰不大于 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ的咪唑洗脱峰里，
ＴＲＸｌｔ１ｃ融合蛋白的含量都极少；大部分重组
ＴＲＸｌｔ１ｃ蛋白在１００ｍｍｏｌ／Ｌ的咪唑浓度下就可以
洗脱，在２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的峰中仅可以看到少量
的融合蛋白。经过咪唑梯度洗过，可获得纯化的融

合蛋白。

２４　融合蛋白的酶切与目的蛋白的纯化
融合蛋白 ＴＲＸｌｔ１ｃ用 Ｐｒｏ－３Ｃ酶切将伴体蛋

白切除后的电泳结果 （图２ｃ）表明，融合蛋白被
有效切割，因此，相对分子质量变小，由于切下的

目的蛋白ｌｔ１ｃ相对分子质量过小，无法在蛋白胶上
直接显示，只能看到硫氧还蛋白ＴＲＸ条带。

图２　重组蛋白的表达和纯化的ＳＤＳＰＡＧＥ检测
Ｆｉｇ２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｅｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴＲＸｌｔ１ｃ

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｔａｎｄａｒｄ；１：ＴｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：ＴｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；
３：ＴｏｔａｌｓｏｌｕｂｌｅｂａｃｔｅｒｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ；４：ＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ
ａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ；５：ｗａｓｈｅｄｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＮｉ２＋ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｂｙ２０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ；６：ｗａｓｈｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｆｒｏｍＮｉ２＋ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｂｙ５０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ；７：ｗａｓｈｅｄｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＮｉ２＋ ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｂｙ１００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ；８：ｗａｓｈｅｄｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＮｉ２＋ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｂｙ２００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄ
ａｚｏｌｅ；９：ｐｕｒｉｆｉｅｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｏｆＴＲＸｌｔ１ｃ；１０：ｓａｍｐｌｅｏｆｔｈｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＴＲＸｌｔ１ｃｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＰｒｏｔｅａｓｅ３Ｃ；１１：ｔｈｅｆｉｒｓｔ
ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０（ＴＲＸ）；１２：ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０（ｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｏｎｏｔｏｘｉｎｌｔ１ｃ）

０４１



　第 ２期 王磊等：芋螺毒素ｌｔ１ｃ的重组表达及镇痛功能

　　相对分子质量为１３８００，两种蛋白的相对分子
质量差别较大，因此可采用分子筛效应根据蛋白相

对分子质量的大小将蛋白分开，得到纯化的目的蛋

白。ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０分子筛的分离范围为１５００～３０
０００，因此采用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０纯化酶切后的目的蛋
白。电泳结果 （图２ｃ）显示 Ｇ５０分子筛层析的第
１个峰是ＴＲＸ伴体，第２个峰在电泳图上没有显示，
推测为目的蛋白ｌｔ１ｃ，取该峰冻干后进行质谱鉴定。
２５　ｌｔ１ｃ的质谱鉴定

质谱结果如图 ３所示。从质谱鉴定结果 （图

３）可知，纯化的ｌｔ１ｃ二价离子峰 ｍ／ｚ为１３９４９，
通过计算，ｌｔ１ｃ的实际相对分子质量为 ２７８７８，
与预期的相符，说明ｌｔ１ｃ重组表达纯化成功。
２６　ｌｔ１ｃ对青蛙坐骨神经－腓肠肌神经肌肉传导

的影响

本节研究采用了蛙坐骨神经－腓肠肌标本法检
测中国南海信号芋螺 Ａ超家族毒素 ｌｔ１ｃ在突触后
膜、运动终板上的阻断活性和缓解情况。图４的结
果表明，ｌｔ１ｃ在６μｍｏｌ／Ｌ浓度下，３０ｍｉｎ内完全
抑制肌肉的收缩，在ｌｔ１ｃ完全阻断神经传导后，用
新鲜的任氏液反复冲洗腓肠肌标本，能够恢复

６０％左右的活性，这说明ｌｔ１ｃ对神经的阻断作用是
可逆的。

图３　重组表达纯化的ｌｔ１ｃ质谱分析
Ｆｉｇ３　ＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｌｔ１ｃ

２７　ｌｔ１ｃ的镇痛活性
由热板法实验结果可知，ｌｔ１ｃ能够有效抑制热

刺激引起的小鼠舔后足反应，其中以５０和１００μｇ／
ｋｇ剂量组效果较好，给药２和３ｈ的痛阈值与同期
空白对照组小鼠的相比，具有显著性差异，初步提

示ｌｔ１ｃ样品具有一定的中枢镇痛作用，有望用于制
备镇痛药物。其作用机理可能是通过阻断外周初级

传入神经元的ｎＡＣｈＲｓ而产生镇痛作用。

图４　ｌｔ１ｃ对青蛙坐骨神经－腓肠肌神经肌肉传导的影响
Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｔ１ｃｏｎｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｏｎｔｈｅｆｒｏｇｓｃｉａｔｉｃ／ｃｕｔａｎｅｕｓｐｅｃｔｏｒｉｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

（ａ）ＣｏｎｔｒｏｌｏｆＲｅｎｓｏｌｕｔｉｏｎ；（ｂ）Ｅｆｆｅｃｔｏｆ６μｍｏｌ／Ｌｌｔ１ｃｏｎ
ｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｐａｒｔｉａｌｒｅｃｏｎｖｅｒｔａｆｔｅｒｗａｓｈｏｕｔｆｒｏｍｔｏｔａｌ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ；（ｃ）ＲｅｓｐｏｎｓｅＴｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｌｔ１ｃｏｎ
ｔｈｅｔｈｅｆｒｏｇｓｃｉａｔｉｃ／ｃｕｔａｎｅｕｓｐｅｃｔｏｒｉｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

２８　ｌｔ１ｃ对小鼠的神经毒性
由表１小鼠脑室注射的毒性研究结果可知，注

射剂量为０２ｍｇ／ｍＬ时，小鼠表现正常，注射剂
量为 ０４ｍｇ／ｍＬ时，小鼠出现异常表现，在注射
１０ｍｉｎ左右，小鼠的表现为不停微点头、抓挠，并
在２０ｍｉｎ时出现持续性的蹦高。注射剂量为 ０６
ｍｇ／ｋｇ时，注射１０～１５ｍｉｎ时，小鼠表现为乱窜
蹦高。表明在注射剂量为０４ｍｇ／ｍＬ以上，ｌｔ１ｃ对
小鼠有一定的神经毒性。

表１　脑室注射ｌｔ１ｃ对小鼠行为的影响
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｔ１ｃｏｎｔｈｅｂｅｈａｖｉｏｒａｌｏｆｍｉｃｅ

剂量／（ｍｇ·ｋｇ－１） 表现

０２ 正常

０４
９～１０ｍｉｎ出现不停微点头，抓挠状
２０ｍｉｎ左右出现持续的蹦高

０６
１０～１５ｍｉｎ突然满场乱窜乱蹦状，随
后恢复正常
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图５　芋螺毒素ｌｔ１ｃ对热板实验小鼠痛阈的影响
Ｆｉｇ５　Ａｎａｌｇｅｓｉｃａｓｓａｙｏｆｌｔ１ｃｔｅｓｔｅｄｂｙｍｅｔｈｏｄｏｆｈｏｔｐｌａｔｅｍｉｃｅ
为与注射前比Ｐ＜００１，＃为与空白对照比Ｐ＜００１，ｎ＝８

３　结　论
为深入研究Ａ超家族芋螺毒素 ｌｔ１ｃ的功能，本

研究构建了融合表达载体 ｐＴＲＸｌｔ１ｃ，在大肠杆菌
ＢＬ２１（ＤＥ３）中，融合蛋白ＴＲＸｌｔ１ｃ获得了可溶性的
表达，并经过镍亲和层析、Ｐｒｏ３Ｃ酶切和 Ｇ５０分子筛
层析，获得了高纯度的重组芋螺毒素 ｌｔ１ｃ。该毒素
在特定浓度下，在蛙的坐骨神经 －腓肠肌标本中表
现出了时间依赖性的阻断神经传导效应，而且其阻

断是可逆的。由小鼠热板镇痛实验结果可知，重组

ｌｔ１ｃ能够有效抑制热刺激引起的小鼠舔足反应，推
测该毒素具有一定的中枢镇痛作用。
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