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一个新的东亚钳蝎毒素 (Bm KT1)

全长 cD NA 的克隆和分析3
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摘要　首先构建了东亚钳蝎毒腺组织 cDNA 文库; 根据已知的东亚钳蝎哺乳动物毒素氨基酸序列

保守区设计引物,并用 PCR 从 cDNA 文库中扩增出一个 cDNA 片段作为筛选 cDNA 文库的探针;

从 cDNA 文库中筛选到二个编码同一个新的蝎毒素多肽的 cDNA ,它们除3′2U TR 外,其余序列完

全一致Λ它们均含有255 bp 长的开放阅读框,编码85肽的前体毒素,包括19个氨基酸残基的信号

肽, 66个残基的成熟毒素 (命名为Bm KT 1) ; Bm KT 1氨基酸序列与已知的蝎毒素具有较大的同源

性,与Bm KM 1,L qqË ,L qh Α IT 和Bm K M 10的同源性分别为77%、67%、67%和65% ΛBm KT 1的C

端不存在末端修饰步骤且具有一个与这些毒素不相同的特征结构,即在末端延伸了两个氨基酸残

基2P2S,推测Bm KT 1具有新的活性功能特征Λ
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Clon ing and Character iza tion of the Full L ength cD NA Sequence of a New

Venom Peptide (Bm KT1) from Ch inese Scorp ion B u thus m a r tens ii Karsch3

ZEN G X ian2chun,L IW en2x in3 3 , ZHU Zh i2hu i, ZHU Shun2yi, PEN G Fang,M AO X in
(D ep artm en t of B iotechnology , S chool of L if e S ciences,W uhan U niversity ,W uhan 430072, Ch ina)

Abstract　A cDNA lib rary w as con structed from the venom gland of Ch inese sco rp ion B u thus

m a rtensii Karsch (Bm K). A cDNA p robe fo r screen ing the cDNA lib rary w as ob ta ined by PCR
am p lif ica t ion w ith p rim ers designed and syn thesized acco rd ing to the con served sequences of Bm K
m amm alian neu ro tox in s. W ith the p robe, tw o cDNA s of a sco rp ion tox in w ere iso la ted from the
lib rary. Excep t fo r their 3′2U TR , o ther sequences of the tw o cDNA s w ere iden t ica l. Bo th the
cDNA s disp layed an OR F (open read ing fram e) of 255 bp , w h ich encoded a tox in p recu rso r of 85
residues includ ing a signa l pep t ide of 19 residues and a m atu re pep t ide (nam ed Bm KT 1 ) of 66
residues. T he analysis of am ino acid sequence sim ila rity ind ica ted tha t the Bm KT 1 w as
hom o logou s w ith som e sco rp ion tox in s, show ing 77% , 67% , 67% , 65% sequence iden t ity w ith
tha t of Bm KM 1, L qq Ë , L qh Α IT , Bm KM 10 respect ively. T he C2term inu s of Bm KT 1 has no
m odifica t ion and has a pecu lia r end2st ructu re com pared w ith o ther tox in s, show ing tw o ex tended
residues 2P2S. T he difference in 3′2U TR betw een the tw o cDNA s suggested tha t they w ere
evo lved from a comm on ancesto r gene and an in terest ing evo lu t ion m echan ism w as underw en t by
the sco rp ion fo r ad ju st ing to variou s environm en t.
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　　蝎毒素主要是一类由28～ 70个氨基酸残基组成

的小分子多肽Λ它们可选择性地作用于细胞膜上钠、
钾、钙和氯离子通道, 改变离子的通透能力[ 1～ 3 ]Λ作
用于N a+ 通道的蝎毒素由60～ 70个氨基酸残基组

成,含4对二硫键[ 3 ];作用于 K+ 通道的蝎毒素多数由

28～ 38个氨基酸残基组成, 含3～ 4对二硫键; 少数

K+ 毒素含61～ 65个氨基酸残基及3对二硫键; 而作

用于C l- 通道的蝎毒素一般由35～ 38个氨基酸残基

组成,含4对二硫键; 作用于Ca2+ 通道的蝎毒素目前

发现的至少有两个:一个由33个氨基酸组成;另一个

是两个多肽 (分别含104和27个氨基酸)组成的二聚

体Λ由于蝎毒素与细胞离子通道的结合具有较高的
选择性与专一性,目前它已成为分子生物学、神经生

物学、分子免疫学、生理学和药理学等研究领域的重

要材料Λ在药物开发方面,有些蝎毒素具有抗癫痫、

镇痛和抗肿瘤等药理活性,这些毒素正日益成为新

药的开发源泉或新药设计的分子模板Λ
东亚钳蝎 (B u thus m a rtensii Karsch, Bm K )为

我国产主要蝎种Λ我国学者对Bm K 毒素的研究主

要集中在毒素组份的分离纯化及其序列和结构的研

究[ 1 ] ,近年来才见有关Bm K 基因的研究报道[ 1, 3 ]Λ为
了寻找新型东亚钳蝎毒素多肽,为有关新药的设计

和开发提供线索,我们首次克隆了一个新的N a+ 通

道抑制剂全长 cDNA ,其编码的毒素多肽与其它同

类蝎毒素相比,具有一些新的结构特征Λ

1　材料和方法

111　材料

东亚钳蝎采自湖北农村; Po lyA T ract m RNA

分离试剂盒购自 P rom ega 公司; Superscrip tTM

P lasm id System fo r cDNA Syn thesis and P lasm id

C lon ing 试剂盒购自 G IBCO öBRL ; N ucleon Q C

System 购 自 Am ersham ; E lectroM ax DH 10B TM

Cells 购自 G IBC IO öBRL ; 其它生化试剂和酶购自

P rom ega或华美生物工程公司Λ
112　东亚钳蝎毒腺组织 cD NA 文库的构建

将蝎子电刺激取毒2～ 3 d 后, 剪取尾节毒腺,

液氮碾碎,用改进的异硫氰酸胍一步法[ 5 ]提取毒腺

组织总RNA Λ经 Po lyA T ract m RNA 分离试剂盒分

离纯化 m RNA Λ取 5 Λg m RNA 用 Superscrip tTM

P lasm id System 合成双链 cDNA , 加上接头并用

N otÉ 2S a lÉ切割后,用N ucleon Q C System 除去残

余的接头、内切酶切下的片段及小于 70 bp 的

cDNA ,再连接到 pSPOR T I载体,用电击法转化大

肠杆菌DH 10B Λ从1 Λg cDNA 可得约118×106个转

化克隆子Λ
113　cD NA 探针的合成与克隆

根据已知东亚钳蝎哺乳动物毒素多肽两个保守

区设计 PCR 正反向引物, 以 cDNA 文库作模板扩

增 cDNA 片段作为筛选 cDNA 文库的杂交探针; 正

向引物为 5′2GT TCGGGA T GCT TA TA T T GC23′,

对应于Bm KM 1的1～ 7位氨基酸序列, 反向引物为

3′2TCA CCGA TAA CGGT TA CC25′, 对 应 于

Bm KM 1的33～ 38位氨基酸序列; 扩增出的 cDNA

片段克隆至 pGEM 2T 载体 (P rom ega) ,并测序Λ
114　cD NA 文库的筛选

用 [ Α232P ]dCT P 标记 cDNA 探针 (随机引物合

成法) ,用菌落原位杂交筛选 cDNA 文库[ 1 ] ,经高密

度和低密度两轮筛选,确定杂交信号适中的为阳性

克隆Λ
115　D NA 序列分析

用大量碱法提取质粒DNA ,以通用的 T 7启动

子引物为测序引物, 用 A 13 IPR ISM TM 377 DNA

sequencer 进行自动测序, 测序工作由 T aKaR a

B io techno logy (D alian) Co. ,L td. 完成Λ

2　结果与讨论

211　东亚钳蝎毒腺组织 cD NA 文库的构建

从60只蝎子得到1 g 毒腺组织, 分离纯化出10

Λg Po ly (A ) + m RNA Λ将 [ Α232 P ]dCT P 标记的双链

cDNA 在210%的碱性琼脂糖凝胶上电泳,并经放射

性自显影Λ结果显示 cDNA 大小主要分布在300～

550 bp 之间, 这与蝎毒素多肽大小的分布区间相

符Λ为避免有用 cDNA 的丢失, 我们采用N ucleon

Q C 系统除去双链中70 bp 以下的片段, 而不用

Superscrip tTM试剂盒提供的 cDNA 分级分离柱Λ
212　cD NA 探针序列

根据已知毒素两个保守区设计 PCR 引物, 以

cDNA 文库为模板扩增出的 cDNA 探针序列为:

5′2GT TCGGGA T GCT TA TA T T GCCAA GCCCGA

AAA CT GT GTA TA CGAA T GT GGTA TAA CTCA

A GT T T GCAA CAAA T TA T GTA CT GAAAA T GG

T GCT GA GA GT GGCTA T T GCCAA T GG 23′1对
GenBank 数据库进行同源性搜寻表明, 它为

Bm KM 10 cDNA 序列的一部分Λ

213　目的基因的筛选和测序

经初筛和复筛,从5 000个 cDNA 文库克隆子中

共得到40个杂交信号适中的阳性克隆,经酶切分析,
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其插入片段大小在300 bp 与450 bp 之间Λ选取较长
的5个插入片段进行序列分析,得到二个编码同一蝎

毒素的全长 cDNA ,它们除3′2U TR 外,其余序列完

全一致Λ它们编码85肽的前体毒素蛋白 (F ig11) ,我

们将其代表的成熟毒素多肽命名为Bm KT 1Λ

F ig. 1　cDNA sequence of the p recurso r of Bm KT 1 and the co rresponding am ino acid sequence from sco rp ion B u thus

m artensii Karsch

T he signal pep tide is underlined; the po lyadenylation signal AA TAAA is underlined tw ice; the iden tical nucleo tide

sequences are indicated by po in ts

　　如 F ig. 1所示, Bm KT 1前体由N 端19个氨基酸

残基的信号肽和66个残基的成熟毒素组成,其信号

肽的切割位点位于中性小分子残基 Ser 右侧,酶切

位点前第3位为V al,这与多数蝎毒素信号肽特点相

似ΛBm KT 1成熟毒素与一些已知的蝎毒素具有较大

同源性 (F ig. 2) , 与Bm KM [ 4 ]
1 同源性最大, 为77% ;

与L qqË [ 7 ] ,L qh Α IT [ 8 ]和Bm K M 10 (引自 GenBank

数据库)的同源性分别为67% , 67%和65% Λ显然,

Bm KT 1与Bm KM 1,L qqË ,L qh Α IT 和Bm K M 10属

同一毒素家族Λ与该家族的其它毒素相比, Bm KT 1

在许多氨基酸序列的保守部位发生了变异,如A 4→

G4、K8→L 8、V 13→A 13、E 15→G15、S33→ I33、Q 37→N 37、

W 38→ I38、K 62→R 62等Λ尤其值得注意的是, Bm KT 1毒

素前体的成熟过程并不象其它的蝎毒素须进行 C

端修饰,即切除1～ 3个额外的碱性氨基酸 (R、K) [ 2 ] ,

而是多了两个不须切除的小分子氨基酸 (PS) Λ推测
Bm KT 1具有某些新的活性特点Λ这是因为蝎毒素末

端的氨基酸结构对其活性和功能的影响往往是较大

的Λ如A aH Ê与L qh Ê相比,仅由于C 端一个氨基

酸的差异,就使L qh Ê 获得了比A aH Ê 强得多的
抗昆虫活性[ 9 ]Λ对Bm KT 1活性特点的研究, 将为对

天然蝎毒素多肽一级结构的遗传学修饰提供线索Λ

Bm KT 1前体信号肽序列与Bm KM 1前体信号肽仅有

两个氨基酸差异Λ
　　Bm KT 1 m RNA 的5′U TR 序列与已报道的东

亚钳蝎毒素Bm KM 1基本一致[ 4 ] , 表明它们可能具

有相似的翻译起始调控机制ΛAU G 的旁侧序列为

TCAAA ,这也是许多东亚钳蝎长链毒素 cDNA 的

共有序列 (曾宪春,私人通讯) ,它对毒素多肽翻译起

始调控的意义有待进一步研究Λ编码Bm KT 1的两个

cDNA 序列仅在3′2U TR 腺苷化信号后的序列存在

差异,且前者比后者长10个碱基 (F ig. 1) Λ目前的研
究表明,真核m RNA 3′2U TR 在基因表达调控中发

挥着重要作用Λ3′2U TR 可控制m RNA 的降解速

率[ 10 ] ,还参与了m RNA 的翻译调控,并可控制其翻

译的时间、地点[ 11 ]Λ因此, 这两 cDNA 序列在3′2
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U TR 的变异对蝎子适应内外环境的不同变化可能 具有重要意义Λ

F ig. 2　Comparison of am ino acid sequence of Bm KT 1 w ith that of som e o ther tox ins

Am ino acids common to Bm KT 1 are indicated by“õ”; Bm KM 1
[4 ] and Bm KM 10 ( from GenBank data) w ere from B u thus

m artensii Karsch; L qq Ë w as from L eiu rus qu inquestria qu inquestria tus[7 ]; L qh Α IT w as from L eiu rus qu inquestria tus

hebraeus[8 ]

参考文献 (References)

1　J i Y H , L i Y J , Zhang J W , Song B L , Yam ak i T ,M och izuk i T ,

Ho sh ino M , Yanaihara N Covalen t structures of Bm KA S and

Bm K A S21, two novel b ioactive po lypep tides purified from

Ch inese sco rp ion B u thus m artensii Karsch. T ox icon, 1999, 37:

519～ 536

2　Becerril B,M arangoni S, Po ssan iL D. Toxins and genes iso lated

from sco rp ions of the Genus T ityus. T ox icon, 1997, 35 (6) , 821

～ 835

3 　X iong Y M , L ing M H , L an Z D , W ang D C, Ch i C W. T he

cDNA sequence of an exitato ry insect selective neuro tox ion

from the sco rp ion B u thus m artensii Karsch. T ox icon, 1999, 37:

335～ 341

4 　X iong Y M , L ing M H , L an Z D , W ang D C, Ch i C W. T he

cDNA and genom ic DNA sequences of a m amm alian neuro tox in

from the sco rp ion B u thus m artensii Karsch. T ox icon, 1997, 35:

1025～ 1031

5　Chom czynsk i P, Sacch i N. Single step m ethod of RNA iso lation

by acid guanidin ium th iocyanate pheno l2ch lo rofo rm extraction.

A nal B iochem , 1987, 162: 157～ 165

6 　Sam brook J , F ritsch E F, M aniatis T. M olecu lar C lon ing: A

L abora tory M anua l. 2nd ed. N ew Yo rk: Co ld Sp ring H arbo r

L abo rato ry P ress. 1989

7 　Kopeyan C, M ansuelle P, M artin2Eauclaire M F, Rochat H ,

M iranda F. Characterization of tox in Ë of the sco rp ion L eiu rus

qu inqustria tus qu inquestria tus: a new type of alpha2tox in h igh ly

tox ic bo th to m amm als and insects. N atu ra l T ox icon, 1993, 1:

308～ 312

8 　E itan M , Fow ler E, H erm ann R , D uval A , Pelhate M. , Zlo tk in

E. A sco rp ion venom neuro tox in paralytic to insects that affect

sodium curren t inactivation: purification, p rim ary structure, and

mode of action. B iochem istry , 1990, 29: 5941～ 5947

9 　Sautiere P, Cestele S, Kopeyan C, M artinage A , D robecg H ,

Do lijansky Y, Go rdon D. N ew toxins acting on sodium channels

from the sco rp ion L eiu rus qu inqestra tus hebraeus suggest a clue

to m amm alian vs insect selectivity T ox icon. 1998, 36 (8) : 1141

～ 1154

10　Chen C Y A , Shyu A B. AU 2rich elem ents: characterization and

impo rtance in mRNA degradation. T IB S , 1995, 20 (11) : 465～

470

11　Ko llm us H , F lohe L , M cCarthy J E G. A nalysis of eukaryo tic

mRNA structures directing contranslat ional inco rpo ration of

selenocycteine, N ucleic A cid s R es, 1996, 24 (7) : 1195～ 1201

916第5期 曾宪春等:一个新的东亚钳蝎毒素 (Bm KT 1)全长 cDNA 的克隆和分析 　


