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不同标签辅助的 IBTX原核表达纯化及活性鉴定 *
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摘要 目的：在原核体系中建立高效表达纯化 IBTX(Iberiotoxin)的工艺，并比较不同标签对 IBTX生物活性的影响。方法：利用引

物搭桥的方法，经 PCR 扩增，获得 IBTX 编码基因，以此为模板分别构建了表达质粒 PET32a(+)-IBTX、pGex-6p-1-IBTX、
pDuet-MBP-IBTX，并将其转入 (BL21)分别表达带有硫氧还原蛋白(TRX)、谷胱甘肽巯基转移酶(GST)、麦芽糖结合蛋白
(MBP)标签的 IBTX融合蛋白，在经过亲和层析、烟草蚀纹病毒(TEV)蛋白酶酶切、C18反向层析纯化后真空冻干得到 IBTX干粉，

以电生理实验检测其生物活性。结果：在三种标签帮助下通过原核体系表达出的 IBTX都能够特异性的阻断大电导 Ca2+激活的

钾通道(BK)电流，其中 MBP帮助折叠的 m-IBTX活性最佳。结论：建立了 IBTX在 MBP标签帮助下的原核表达纯化工艺，为进

一步研究蝎钾离子通道 琢家族神经毒素及其突变体的原核表达奠定了基础。
关键词：钾离子通道毒素；IBTX；标签蛋白；BK

中图分类号：Q78 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）07-1207-05

The Expression, Purification and Identification of IBTX in
with Different Tags*

To establish the process of expressing and purifing the effective IBTX in E.coli, and compare the impact of

different protein tags on the bioactivity of the recombinant IBTX. The overlapping polymerase chain reaction (PCR) was used,

and the IBTX coding sequence was cloned into PET32a (+), pGex-6p-1 and pDuet-MBP vectors. The plasimid PET32a (+)-IBTX,

pGex-6p-1-IBTX and pDuet-MBP-IBTX were transformed into E.coli BL21 for the expression of IBTX fusion proteins. After the process

of affinity chromatography, protein cleavage by TEV and reversed phase chromatography by a semi-preparative C18 column, the IBTX

was lyophilized into powder and tested by the electrophysiological experiments. All the IBTXs folded with the exsistence of the

three tags in could specially block the BK channel, and the IBTX folded by MBP (m-IBTX) showed the greatest acitvity.
The process of IBTX expression and purification with the help of MBP in has been well established, which provides a

reference for the further research about getting the 琢-KTx family memebers and their variants in prokaryotic system.
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前言

毒素 琢-KTx 1.3(IBTX)是一种蝎钾离子通道 琢家族神经毒
素，其序列包括 37个氨基酸，与北非蝎毒素(ChTX)有 68 %同

源性，可特异性阻断 BK通道，具有高阻断效率、高特异性等特
点，在细胞电生理中广泛应用于 BK通道功能与结构特性研究[1-4]。

目前有研究指出 BK通道的 茁4亚基可使 BK通道明显增加对
IBTX 的毒素抗性[5,6]，而 m茁3亚基上的 C152 靠近 BK 通道 琢
亚基的 K296，是妨碍 IBTX的阻断的关键位点[7]。此外，IBTX

对平滑肌细胞的调节作用近年来也得到深入研究[8,9]。

工业上生产的 IBTX价格极为昂贵，且无法满足研究中改

变其特定位点氨基酸得到突变体多肽的需要。而 IBTX序列含

有三对二硫键[10]，难于在原核生物中直接表达得到有功能的多

肽。近年来很多结构复杂的重组蛋白在具有助折叠功能的蛋白

标签,如 MBP、GST、TRX，帮助下才能正确折叠[11-13]。本文拟在

原核体系中建立高效表达纯化 IBTX(Iberiotoxin)的工艺，并比

较不同标签对 IBTX生物活性的影响。

1 材料与方法

1.1 质粒、菌株与细胞

原核表达载体 PET32a (+)、pGex-6p-1、pDuet-MBP及真核

表 达 质 粒 PcDNA3.1-mSlo1 和 菌 株 (DH5琢)、
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(BL21)、HEK293细胞均由本实验室保存。

1.2 酶与试剂
I、 I、 I、 I、 酶、T4连接酶均购自 NEB公

司。PCR purification kit、Gel extraction kit 和 Plasmid miniprep

kit购自天根公司。TEV蛋白切割酶、IPTG等酶及生化试剂均
为国产或进口分析纯。

1.3 IBTX基因的 PCR扩增

根据已报道的 IBTX 氨基酸序列 (Genbank 查询号：

P24663) 以及大肠杆菌的偏爱密码子设计 IBTX 拼接引物
IB-1、IB-2、IB-3(表 1)，用引物搭桥的方法进行 PCR扩增。在后

续实验中因需用到 TEV蛋白酶酶切，故在序列 5'端引入编码
TEV酶切位点序列 (ENLYFQG)。将搭桥引物 IB-1、IB-2、IB-3

加入 PCR体系，条件:95 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 30 s, 50 ℃

退火 30 s, 72 ℃延伸 30 s, 反应 30个循环后，72 ℃后延伸 10

min。

表 1 根据 IBTX氨基酸序列设计的扩增引物

Table 1 The primers designed by the aminoacid sequence of IBTX

Primer name Primer sequence (5'--3')

IB-1

IB-2

IB-3

IB-EcorI-up

IB-XhoI-low

IB-MscI-up

IB-NotI-low

ATGGAGAACTTGTACTTCCAGGGTCAGTTTACCGATGTGGATTGCAGCGT

GTGGATTGCAGCGTGAGCAAGGAATGCTGGAGCGTGTGCAAAGATCTGTTTGGCGTGGA

CTACTGATAGCAGCGGCACTTCTTGCCCATGCATTTGCCGCGATCCACGCCAAACAG

ATCGAATTCATGGAGAACTTGTACTTCCA

ATCCTCGAGCTACTGATAGCAGCGGCACT

ATCTGGCCAATGGAGAACTTGTACTTCCA

ATCGCGGCCGCCTACTGATAGCAGCGGCACT

1.4 表达质粒的构建
1.4.1 PET32a-IBTX的构建 以扩增得到的 IBTX为模板，以引

物 IB-MscI-up、IB-XhoI-low(表 1)再次扩增，得到的 DNA 片段

与 PET32a(+)以 MscI和 XhoI内切酶处理，回收后以 1：3比例

混合后 T4 DNA连接酶 16 ℃连接过夜，并转化 (DH5琢)，
挑选阳性菌落提取质粒送武汉诺赛公司测序鉴定。

1.4.2 pGex-6p-1-IBTX的构建 方法如 1.4.1 所述，扩增引物分

别为 IB-EcorI-up、IB-XhoI-low(表 1)，载体为 pGex-6p-1，内切

酶为 EcorI和 XhoI。
1.4.3 pDUET-MBP-IBTX的构建 方法如 1.4.1所述，扩增引物

分别为 IB-EcorI-up、IB-NotI-low(表 1)，载体为 pDuet-MBP，内
切酶用 EcorI和 NotI。
1.5 IBTX的表达与纯化

测序正确的 IBTX表达质粒转入 (BL21)并挑取单菌

落，接入 5 mL LB培养基，37 ℃转速 200 rpm培养过夜；将 5

mL新鲜培养基接入 1 L的 LB 培养基，37 ℃转速 200 rpm 进
行培养，当 OD600达到 0.6-0.8时，加入终浓度为 0.2 mM的
IPTG，30 ℃诱导 5 h，4500 rpm 15 min收集菌体，并重悬于 40

mL裂解液 (mM)：150 NaCl，20 Trise，20%甘油，pH 7.5。冰上
400 W功率超声破菌 10 min(5 s开，5 s关)，10000 rpm离心 60

min收集上清。对于 PET32a(+)-IBTX与 pDuet-MBP-IBTX，取

上清液过镍柱亲和层析，浓缩洗脱后的融合蛋白至 2 mL，加入
TEV蛋白切割酶(分子比 250:1)室温酶切过夜。酶切液经过滤

后过 HPLC半制备的 C18反相柱，洗脱程序为：10 %乙腈 10

min，10 %-80 %乙腈 35 min，80 %乙腈 10 min，流速 2 mL/min，

监视波长 280 nm。收集洗脱得到的 IBTX蛋白峰冻干成干粉，

并以纯水重悬后用 BCA法定量。pGex-6p-1-IBTX表达的融合

蛋白带有 GST标签，以 GST 亲和层析柱进行纯化，其余步骤

与上述相同。

1.6 电生理活性检测

将得到的三种 IBTX干粉溶解于细胞外液配成所需浓度。

在转染了 PcDNA3.1-mSlo1 的 HEK293 细胞上用内膜向外的

膜片钳记录模式记录 BK通道电流。细胞钳制在 0 mV，以 200

ms、+90 mV的去极化脉冲刺激，然后给予 50 ms、-120 mV超极

化刺激，观察尾电流情况。通过灌注系统精确加入配好的 IBTX

毒素及作为对照的钾通道阻断剂四乙铵（TEA），记录电流变化
(具体方法可参见[2,6])。

2 结果

2.1 IBTX的 PCR扩增及其表达质粒构建
IB-1、IB-2、IB-3引物搭桥 PCR扩增的产物用琼脂糖凝胶

电泳鉴定在 200 bp附近有十分明显的 DNA扩增带，与预期基

因大小一致(图 1A)。以其为模板，分别用相应引物再次扩增，所

得 PCR产物经双酶切后连接到相应载体，经测序得到序列正

确的 PET32a(+)-IBTX、pGex-6p-1-IBTX、pDuet-MBP-IBTX。表

达框架见图 1C。
2.2 重组菌表达纯化分析

1 L重组菌经 IPTG于 30 ℃诱导表达 5 h后，收集菌体，
2× SDS裂解液裂解，SDS-PAGE鉴定表达产物。结果表明，融

合蛋白 TRX-IBTX (17KD)、GST-IBTX (31KD) 和 MBP-IBTX

(44KD)在 BL21中都大量表达，其中 MBP-IBTX表达量较高，

约占总蛋白含量的 50 %(图 2A)。MBP-IBTX 融合蛋白经过
Ni-NTA亲和层析纯度达到 85 %以上，浓缩后 TEV酶切过夜，

有 90 %以上重组蛋白被切开。过 HPLC C18反相柱，在乙腈浓

度 25 %左右出现 m-IBTX吸收峰，经 SDS-Page凝胶电泳鉴定
m-IBTX大小与预测分子量吻合，纯度在 90 %以上(图 2B、C)。
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图 1 IBTX表达质粒的构建

(A) IBTX编码基因的扩增。1 DNA ladder 2、3 IBTX编码基因 PCR结果。 (B) IBTX的氨基酸序列及二硫键配对。

(C)表达质粒的融合蛋白框架

Fig.1 The construction of IBTX expression plasimid

(A)Amplification of IBTX coding sequence. 1 DNA marker 2,3 IBTX PCR results. (B) The amino acid sequence of IBTX and the disulfide

bond pairing of the 6 cysteins. (C) The construciton of IBTX fusion proteins

图 2 m-IBTX的表达纯化情况

(A)融合蛋白MBP-IBTX的表达情况。1蛋白 marker 2诱导后 3诱导前 (B)m-IBTX的纯化情况。1经 Ni柱亲和层析的MBP-IBTX 2 TEV蛋白

酶切 3蛋白 marker 4经反相层析纯化后的 m-IBTX (C)m-IBTX反相层析纯化情况

Fig.2 The analysis of the m-IBTX expression and purification

(A) The expression of fusion protein MBP-IBTX 1 protein marker 2 after induced 3 before induced (B)The purification of m-IBTX.1MBP-IBTX purified

by Ni affinity chromatography 2 protein cleavaged by TEV protease 3 protein marker 4 the concentrated m-IBTX purified by a C18 reverse

chromatography (C) Reversed-phase C18 chromatography of m-IBTX
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TRX及 GST标签帮助折叠的的 IBTX(t-IBTX、g-IBTX)纯

化结果与 m-IBTX类似。冻干后的 IBTX干粉加水溶解，BCA

法定量，其中 m-IBTX 得率约为 0.25 mg/L，g-IBTX得率约为
0.15 mg/L，t-IBTX得率约为 0.5 mg/L。
2.3 IBTX的活性鉴定及比较

三种重组 IBTX都具有生物活性，能有效抑制 BK通道电

流。其中 1 uM g-IBTX只能阻断约 50 % BK电流，1 uM t-IBTX

可阻断 80 %的电流而 m-IBTX抑制作用最强，可在 1 uM浓度

下完全阻断 BK电流(图 3)。

图 3 g-IBTX、m-IBTX及 t-IBTX对 BK通道电流的阻断情况

(A) g-IBTX的药效检验。左半部分是为实时电流与电流峰值比值随时间的作图，加药与洗脱的时间如图所示。右半部分 mSlo1的电流 Traces，

所用电压 protocol如图所示。(B) m-IBTX、t-IBTX的药效检验。 (C) g-IBTX、m-IBTX、t-IBTX的归一化的阻断效果

Fig.3 The function of g-IBTX, m-IBTX and t-IBTX on mSlo1

(A)The function of g-IBTX. Left: the ratio of I/Imax plotted as a function of time. The time of adding and washing drugs has been pointed out. Right: the

current traces of mSlo1. The voltage protocol is plotted at the top of each trace. (B) The function of m-IBTX and t-IBTX. (C) The normalized inhibition of

each IBTX

3 讨论

蝎毒液中含有丰富的毒素多肽，20 多年来已鉴定出超过
120多个蝎钾离子通道抑制多肽[14]。这其中蝎钾离子通道 琢家
族神经毒素是最大的亚族，其序列一般在 23到 39个氨基酸，

含有 3到 4对二硫键，是探索离子通道绝好的分子探针工具，

广泛应用于研究各种钾离子通道的组织分布、组成和结构、生

理药理学特性[15,16]。蝎钾离子通道毒素也是靶向离子通道药物

开发极为宝贵的模板。目前主要有三种方法获得蝎毒素多肽：1

直接从蝎毒液中提纯。这种方法所得毒素结构功能特性最好，

但分离纯化复杂，蝎毒液获取困难，成本极高。2通过化学合成

的方法，但难以保证合成毒素的二硫键是否正确配对。3重组

表达毒素多肽。目前该方法已成为获取蝎毒素多肽的首选方

法[17,18]。

本文根据已报道的 IBTX序列以及大肠杆菌的偏爱密码

子设计拼接引物，用引物搭桥的方法成功扩增 IBTX 编码基

因，并将其在原核体系中分别与三种常见标签蛋白融合表达，

经一系列纯化手段后成功得到有功能的 IBTX毒素，并对比了

不同标签帮助 IBTX正确折叠的能力。结果表明在 MBP标签

作用下，原核表达的 m-IBTX相较于在 TRX、GST标签帮助折

叠的 t-IBTX、g-IBTX，具有较高活性，MBP标签对于这一类毒

素的助折叠功能可能优于 TRX及 GST。这项研究对于以 IBTX

为基础的靶向 BK通道多肽药物的设计具有重要意义，同时也

为其他蝎钾离子通道 琢家族毒素在原核中的高效表达的研究
奠定了基础。

但相较天然毒素，所得重组 IBTX效率偏低，洗脱时间较

快，说明其与 BK通道的结合方式与天然 IBTX相较仍存在一

定差异。其原因可能是原核表达体系有限的翻译后修饰能力造

成 IBTX未能完全正确折叠。在今后的研究中，应该进一步研

究如何结合化学手段如氨基酸的环化、酰基化等对产物进行修
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饰，摸索出效率能与天然 IBTX相媲美的表达纯化工艺。
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