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摘要: 蝎毒活性肽 BmK AngM1具有良好的镇痛活性, 但目前对其抗炎活性的研究尚未有报道。本研究利用

Escherichia coli BL21 trxB (DE3) 对 BmK AngM1进行了重组表达, 利用 IMPACTTM-TWIN系统建立了重组 BmK 

AngM1 (rBmK AngM1) 的纯化方法, 并对 rBmK AngM1进行了抗炎活性检测。为了进一步提高其抗炎活性, 本

研究对 BmK AngM1功能结构域中可能的活性位点 (Y5、Y42和 R58) 进行了定点突变。结果表明, rBmK AngM1

及其突变体均具有显著的抗炎活性, 其中单突变体 R58N及双突变体 Y5F/R58N、Y42F/R58N与野生型蛋白相比, 

抗炎活性均有明显提高。由此推测, 58位残基在 BmK AngM1的抗炎活性中起重要作用。本研究为通过蛋白质

工程设计改造 BmK AngM1以提高其药理活性奠定了基础。 
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Abstract: Scorpion toxin BmK AngM1 has been reported to have a strong analgesic effect.  However, its 

anti-inflammatory activity was unknown.  In this study, the recombinant BmK AngM1 (rBmK AngM1) was     
expressed in Escherichia coli BL21 trxB (DE3).  The purified rBmK AngM1 was obtained efficiently through 
the IMPACTTM-TWIN system.  The anti-inflammatory activity of the recombinant protein was investigated.  In 
order to improve the anti-inflammatory activity of rBmK AngM1, the potential active sites (Y5, Y42, R58)      
were substituted with different amino acids.  The results showed that rBmK AngM1 and its mutants all have 
significant anti-inflammatory activity.  The activities were significantly increased in the single mutant R58N 
and mutants Y5F/R58N, Y42F/R58N over the wild type protein.  The data suggest that position 58 in BmK 
AngM1 plays a functional role in the anti-inflammatory activity.  This study lays a foundation for the protein 
engineering design of BmK AngM1 to improve its pharmacological activity. 
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全蝎作为传统中药已有 2 000 多年的应用历史, 
全蝎的主要有效成分为蝎尾毒腺分泌的蝎毒素。药   
理学研究表明, 蝎毒素具有镇痛、抗炎、抗肿瘤、抗
血栓及免疫调节等多种功效[1−5], 作为一种新型的多
肽类药物, 其具有良好的研究潜力和应用前景。然   
而, 蝎毒素含有多种复杂的活性成分, 为了更深入地
探索其药理作用, 需进一步对全蝎的有效成分进行
提取分离或重组表达, 以获得成分单一的目的蛋白。 

近年来, 随着蝎毒提取技术的发展, 国内外研究
人员已从蝎毒中分离出数十种蝎毒素单体[6]。其中, 
蝎毒活性肽 BmK AngM1 是从东亚钳蝎  (Buthus 
martensii Karsch) 中分离得到的一种新的长链蝎毒
素[7]。目前, 对该肽的研究内容主要包括分离纯化、
分子克隆、原核和真核表达及其镇痛药理活性评价   
等[8, 9], 对其抗炎活性研究尚未有报道。有鉴于此, 本
研究对 BmK AngM1进行了抗炎活性评价。 

蛋白质剪接 (protein splicing) 是一种由蛋白质
内含肽 (intein) 介导, 在蛋白质水平上的翻译后加
工过程。此过程从翻译后的蛋白质前体中切除蛋白质

内含肽, 同时两侧的蛋白质外显肽 (extein) 连接成
新的具有生物活性的成熟蛋白质。天然的外显肽常   
常可以替换成外源蛋白质而不影响内含肽的剪切活

性[10]。这一点是以内含肽作为融合蛋白进行蛋白质

纯化的理论基础。IMPACTTM-TWIN 系统正是利用   
了内含肽的自剪切实现了对蛋白质的纯化。本文利用

这一系统建立了 rBmK AngM1 的纯化方法, 获得了
与天然蛋白序列一致的重组蛋白, 进行了抗炎活性
检测。 

本研究通过软件分析, 将 BmK AngM1三维结构
与其他 α型蝎毒素进行比对, 发现其含有两个主要的
功能域: 由 N 末端和 C 末端的残基共同形成的 NC
结构域及残基  (14YECGI18) 与  (38WGGKY42) 共同
形成的核心结构域[11]。本研究根据初步的活性位点预

测, 利用定点突变的方法, 获得了 6 个相关的突变体
蛋白, 探索了 BmK AngM1中 3个可能的活性位点与
其抗炎活性之间的关系。 
 

材料与方法 
菌株和质粒  宿主菌 Escherichia coli BL21 trxB 

(DE3); 质粒 pMD18-BmK AngM1; 表达载体 pTWIN1 
(本实验室保存)。 

试剂  Sap I、BamH I限制性内切酶、Dpn I、T4 
DNA连接酶和 Q5高保真 DNA聚合酶 (NEB 公司); 

几丁质树脂 (GE Healthcare); Hepes (拜尔迪生物技
术有限公司); IPTG和氨苄青霉素 (美国 INALCO公
司); 普通 Taq聚合酶、DNA Marker、PCR产物纯化
试剂盒和琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒 (北京全式金
生物技术有限公司); 质粒提取试剂盒 (天根生化科
技有限公司); 其他试剂均为国产分析纯。 

仪器  3K18 型低温高速离心机 (Sigma 公司); 
超声波破碎仪  (Sonics 公司 ); Mini 2D 型电泳仪 
(Bio-Rad公司); PCR仪 (Eppendorf 公司)。 

BmK AngM1 基因的克隆  根据目的基因的碱

基序列, 利用Primer Premier 5软件设计引物, 在 5' 端

加上 Sap I酶切位点, 在 3' 端加上 BamH I酶切位点。
以质粒 pMD18-BmK AngM1为模板, 以 A和 B为引
物, 扩增得到基因 BmK AngM1。PCR反应程序: 98 ℃ 
30 s, (98 ℃ 10 s, 52 ℃ 30 s, 72 ℃ 2 min)  ×30循环,     
72 ℃ 10 min。具体引物序列见表 1。反应结束后用
1%  琼脂糖凝胶进行电泳检测, 并用凝胶回收试剂盒
对目的基因进行回收。 
 
Table 1  Primer sequences  

Primer Sequence (5'→3') 

A GCGCTCTTCGAACGTTAGAGATGCTTACATTGC 

B CGCGGATCCTTAGCGGCCGCTTACTGACAC 

Y5F-F AGAGATGCTTTCATTGCTAA 

Y5F-R CAATGAAAGCATCTCTAACGA 
Y42F-F GAGGTAAGTTTGGTAACGCC 

Y42F-R TTACCAAACTTACCTCCCCATT 

R58N-F CCAATTAACGTCCCAGGAAAGT 

R58N-R TGGGACGTTAATTGGAACAGAA 

 
表达质粒构建  将 PCR 扩增得到的基因片段

BmK AngM1和质粒载体 pTWIN1用 Sap I和 BamH I
双酶切处理。回收目的片段, 用 T4 DNA 连接酶将
BmK AngM1 片段与 pTWIN1 进行连接, 得到的野生
型重组表达质粒命名为 pTWIN1-BmK AngM1。以质
粒 pTWIN1-BmK AngM1为模板, 根据目的突变体序
列设计引物 (表 1), 通过Q5高保真DNA聚合酶进行
全质粒扩增。PCR反应程序: 98 ℃ 30 s, (98  ℃ 10 s,    
52 ℃ 30 s, 72 ℃ 2 min)  ×30循环, 72 ℃ 10 min。PCR 
反应结束后, 取 1 μL PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳, 
验证片段大小正确后, 向装有 PCR 产物的离心管中
加入 2 μL Dpn Ⅰ, 37 ℃水浴 2 h以消化模板, 随后将
离心管内溶液加到 Trans1-T1感受态细胞中进行转化, 
将转化子进行 PCR 扩增鉴定后, 进一步测序确证。
从测序正确的菌株中提取质粒。 

重组菌的构建与筛选  将表达质粒转化 E. coli 
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BL21 trxB (DE3) 感受态细胞, 在含 100 μg·mL−1氨

苄青霉素 (Amp) 的 LB平板上进行培养, 37 ℃过夜。

从抗性平板上挑取转化子, 以各自引物进行 PCR扩增
验证。PCR条件: 94 ℃ 10 min, (94  ℃ 30 s, 52 ℃ 30 s, 
72 ℃ 4 min)  × 30循环, 72 ℃ 10 min。 

重组菌的诱导表达  挑取重组菌单菌落, 接种
于 10 mL含 Amp的 LB培养基中, 37 ℃、200 r·min−1

培养过夜, 然后按 1∶100 体积转入 150 mL 含 Amp
的 LB 培养基 37 ℃扩大培养, 当 OD 值达到 0.5 时,     
加入 IPTG至终浓度 0.5 mmol·L−1, 16 ℃、150 r·min−1

诱导表达 18 h, 8  000 r·min−1离心 10 min, 收集菌体。
超声波破碎仪破碎, 9 000 r·min−1离心 30 min, 收集上
清液, 取 20 μL进行 SDS-PAGE 电泳, 银染。 

rBmK AngM1 蛋白的纯化  取 2 mL 几丁质 
(Chitin) 树脂装柱, 用 10个柱体积的缓冲液 Buffer I 
(20 mmol·L−1 Hepes, pH 8.5) 进行柱平衡, 将 0.22 μm
滤膜过滤后的上清液缓慢加入 Chitin 柱, 流速为 1 
mL·min−1, 再用至少 20 倍柱体积的缓冲液 Buffer I
洗柱。取 100 μL Chitin柱填料用缓冲液 Buffer I 吹    
洗两次, 离心, 去上清, 加 40 μL 1% SDS 吹洗, 离   
心, 取上清检测蛋白是否挂柱。用 15 mL Buffer II     
(20 mmol·L−1 Hepes, pH 7.0) 诱导内含肽的自剪切,    
4 ℃静置 2天。2天后, 用 Buffer II 洗脱并收集目的
蛋白。取 100 μL Chitin柱填料用缓冲液 Buffer II吹
洗两次, 离心, 去上清, 加 40 μL 1% SDS吹洗, 离心, 
取上清检测蛋白与内含肽是否已完全裂解。用 10 倍
柱体积的 1% SDS漂洗 Chitin柱, 将其在该溶液中浸
泡 30 min, 再用 0.5 mol·L−1 NaOH漂洗, 经过处理的
Chitin柱可再次用来纯化蛋白。 

rBmK AngM1及其突变体的抗炎活性检测  昆
明种小鼠, 雄性, 18～22 g, 按体重随机分为空白对
照组 (假手术组)、野生型组和突变体组, 每组各 10
只。空白组动物按体重静脉注射 0.9%  氯化钠溶液 1 
mg·kg−1; 野生型组和突变体组分别皮下注射 1 
mg·kg−1样品。10 min 后, 小鼠左耳涂 2%  巴豆油液

50 μL。4 h后处死, 剪下双耳, 用直径为 8 mm的不
锈钢铳子冲下左右耳片, 分别称重, 以左右耳片重量
之差作为肿胀度, 计算对炎症的抑制率。样品组抑制
率 (%) = (空白组平均肿胀度  − 样品组平均肿胀度) / 

空白组平均肿胀度× 100%。 
 

结果 
1  重组表达质粒的构建 

以质粒 pMD18-BmK AngM1 为模板 , 以表 1      

中的 A 和 B 为引物, 通过 PCR 扩增得到基因 BmK 
AngM1。将 BmK AngM1片段用 Sap I和 BamH I双酶
切, 切胶回收目的片段, 将其连接到相应内切酶处理
过的表达载体 pTWIN1, 得到重组表达质粒 pTWIN1-    
BmK AngM1, 测序证明读码框架准确。 

以质粒 pTWIN1-BmK AngM1 为模板, 以表 1中
的相应引物进行全质粒扩增, 获得突变体 Y5F、Y42F、
R58N、Y5F/Y42F、Y5F/R58N及 Y42F/R58N的基因 
(图 1)。以突变体质粒为模板, 通过各自引物进行 PCR
扩增, 电泳结果显示, 基因大小均与理论值相符 (图
2)。对突变体质粒进行测序, 结果也与预期设计相符, 
证明突变位点和读码框架准确。 
 

 
Figure 1  Gene sequences of mutants 
 

 
Figure 2  The amplification of mutated BmK AngM1 genes by 
PCR.  M: Marker; 1−6: Mutants of Y5F, Y42F, R58N, Y5F/   
Y42F, Y5F/R58N, Y42F/R58N 
 
2  重组蛋白的表达与纯化 

将带有 BmK AngM1 基因的 pTWIN1 质粒转入
E. coli BL21 trxB (DE3), 在含有 100 μg·mL−1 Amp的
LB培养基中进行培养, 通过 0.5 mmol·L−1 IPTG诱导
表达, 从图 3a可看出, 发酵液上清在 35～45 kDa之
间出现一条特异的蛋白条带, 而转入空载体 pTWIN1
的对照转化子在相应位置没有出现条带, 证明 BmK 
AngM1蛋白获得了表达。 

取上样后Chitin柱填料经处理后检测表明, 融合
蛋白 (CBD-intein-rBmK AngM1) 与 Chitin 柱结合 
(图 3b-泳道 3); 经 Buffer II 诱导内含肽自剪切 
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Figure 3  (a) The analysis of intein-rBmK AngM1 expression by Tricine-SDS-PAGE.  M: Marker; 1: pTWIN1/trxB; 2: pTWIN1/     
Intein-rBmK AngMl/trxB.  (b) The purification of rBmK AngM1 by IMPACT-TWIN system.  M: Marker; 1: Cell lysate; 2: Chitin 
column flow-through; 3: Chitin column before washing (CBD-intein-rBmK AngM1); 4: Chitin column after washing (CBD-intein); 5: 
Chitin column eluent after washing with elution buffer 
 
后的 Chitin柱填料经处理后检测表明, rBmK AngM1
与内含肽裂解 (图 3b-泳道 4), rBmK AngM1 被洗脱
下来 (图 3b-泳道 5)。 
3  rBmK AngM1及其突变体的抗炎活性检测 

通过巴豆油诱导小鼠耳炎模型证明, 以 1 mg·kg−1

剂量皮下注射给药, rBmK AngM1 与突变体蛋白均有
显著抑制活性 (表 2)。其中单突变体 Y5F和 Y42F与
rBmK AngM1相比, 无显著差异; 单突变体 R58N及
双突变体 Y5F/R58N、Y42F/R58N与 rBmK AngM1相
比, 其活性均有显著提高。 
 
Table 2  Anti-inflammatory effects of rBmK AngM1 and its 
mutants on mice.  *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs normal 
saline 

Group Ear swelling/mg 
Mean ± Std 

Inhibition  
efficiency/% 

Relative  
activity/% 

Normal saline 20.6 ± 5.5 − − 

rBmK AngM1 10.1 ± 6.7** 51.0 100 

Y5F 12.8 ± 6.7* 38.1 74.7 

Y42F 9.2 ± 3.9*** 55.6 109.0 

R58N 5.8 ± 2.5*** 71.8 140.8 

Y5F/Y42F 7.7 ± 3.6*** 62.6 122.7 

Y5F/R58N 5.2 ± 3.0*** 74.9 146.9 

Y42F/R58N 4.6 ± 2.2*** 77.5 152.0 

 

讨论 
通过不同的表达系统表达目的蛋白时, 需要根

据目的蛋白的特性来选择最适载体及宿主, 这对于
蛋白表达和纯化至关重要。IMPACTTM-TWIN系统是
一种新型的蛋白融合表达及纯化系统, 该系统最大
的优点是表达的融合蛋白无需蛋白酶裂解即可实现

目的蛋白与融合标签的精确切割, 不但可以有效降
低成本, 提高效率, 还减少了蛋白酶与目的蛋白的分
离纯化步骤[12]。本文利用 pTWIN1 载体构建重组载
体以表达目的蛋白。将载体 pTWIN1 中含有的内含

肽−几丁质结合蛋白基因与 BmK AngM1 基因进行融
合, 经诱导表达出从 N端到 C端为几丁质结合蛋白−
内含肽-rBmK AngM1 的融合蛋白, 有利于表达可溶
性目的蛋白, 并通过几丁质亲和色谱一步纯化得到
目的蛋白, 减少目的蛋白在纯化过程中的损失。此    
外, 宿主的选择对重组蛋白的结构和功能也有重要
影响。大肠杆菌表达系统能够在较短时间内获得表    
达产物, 且成本相对较低, 但其表达的重组蛋白常    
以包涵体形式存在[13]。大肠杆菌胞质中有一套硫氧

还蛋白  (thioredoxin) 系统可以破坏二硫键的形成 , 
从而维持胞内还原态, 这主要是硫氧还蛋白还原酶 
(thioredoxin reductase, TrxB) 的作用, 因此其缺乏催
化二硫键形成的能力[14]。E. coli BL21 trxB (DE3) 是
一种硫氧还蛋白还原酶缺陷菌株, 有利于胞质中蛋
白二硫键的形成, 为具有二硫键的外源蛋白在大肠
杆菌中正确折叠提供了有效的环境[15]。Cao等[16]利用

pET32a载体构建了重组表达载体, 并在 E. coli BL21 
trxB (DE3) 宿主菌中进行表达, 发现在 BL21 trxB 
(DE3) 中能够有效表达出具有活性的 BmK AngM1。
因此, 本文通过 IMPACTTM-TWIN 系统, 在宿主菌    
E. coli BL21 trxB (DE3) 中对 BmK AngM1进行了重
组表达, 并建立了 rBmK AngM1的纯化方法, 成功表
达并纯化得到了有活性的 rBmK AngM1。 

通过对 BmK AngM1的三维结构进行分析, 发现
其有四对二硫键、一个 NC 结构域及一个核心结构    
域[11]。据文献报道, 当蝎毒活性肽 BmK AGP-SYPU1
的 5位和核心结构域中的 42 位酪氨酸突变成苯丙氨
酸时, 其活性明显提高[17]。通过对其结构进行分析, 
推断可能原因为突变的 Phe5 和 Phe42 不能与 Lys41
和 Pro60 形成氢键, 使得核心结构域的柔性更高, 从
而使这些突变体具有更高的活性。但本文实验结果表

明, 当 5位和 42位的酪氨酸突变成苯丙氨酸时, BmK 
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AngM1 的抗炎活性无显著变化。将 NC 结构域中的
58 位精氨酸突变成天冬酰胺时, 其抗炎活性显著提
高, 其可能原因为精氨酸的多个带电基团和脂肪链
部分影响了 BmK AngM1的抗炎活性, 天冬酰胺的侧
链使得 BmK AngM1的结构更加稳定。由此可见, 58
位残基在 BmK AngM1的抗炎活性中起关键作用, 该
位点可能是其发挥抗炎作用的活性位点。 
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