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生物技术与方法                                                               

虎纹捕鸟蛛毒素 XI (HWTX-XI) 突变体的真核表达及

活性鉴定 

王凡，王小娟，宁蔚文，刘中华 
湖南师范大学生命科学学院 蛋白质组学和发育生物学国家教育部重点实验室，长沙 410081 

摘  要: 虎纹捕鸟蛛毒素-XI (HWTX-XI) 是从虎纹捕鸟蛛粗毒中分离的含 55 个氨基酸残基的蛋白质，兼有胰蛋白酶抑

制活性和电压门控钾离子通道抑制活性。通过突变 HWTX-XI 上的钾离子通道抑制活性关键氨基酸残基设计了 2 个突

变体 (分别突变以下氨基酸残基：R5I,R10T,R25A 和 R5I,R25A)，利用 pVT102U/α 表达载体在酿酒酵母 S78 中成功表达并

获得了高纯度的重组蛋白质；通过分光光度计比色法、膜片钳技术和小鼠脑室注射分别比较三者的胰蛋白酶和钾通道

抑制活性以及动物毒性，结果显示：HWTX-XI 突变体与 HWTX-XI 有相同胰蛋白酶抑制活性，但其钾通道活性降低约

30 倍；小鼠脑室注射 HWTX-XI 的半致死剂量为 247.3 μg/kg 体重，而突变体在剂量达到 25 mg/kg 时仍未见明显毒性反

应。获得了胰蛋白酶抑制活性保留，但钾通道抑制活性和动物毒性大大降低的突变体，为 HWTX-XI 胰蛋白酶抑制活

性的应用奠定了基础。 

关键词 : 虎纹捕鸟蛛毒素 XI，真核表达，突变体，胰蛋白酶抑制活性，钾离子通道抑制活性 

Expression and characterization of  
Huwentoxin-XI (HWTX-XI) and its mutants 

Fan Wang, Xiaojuan Wang, Weiwen Ning, and Zhonghua Liu 

Key Laboratory of Protein Chemistry and Developmental Biology, Ministry of Education, Hunan Normal University, Changsha 410081, China 

Abstract:  Huwentoxin-XI (HWTX-XI) is a protein isolated from the crude venom of spider Ornithoctonus huwena. It has 55 
amino acid residues containing 6 cysteine residues forming 3 disulfide bonds. It shows potent inhibitory effect on trypsin and 
voltage-gated potassium channels in rat dorsal root ganglion cells. According to the structure-function relationship of HWTX-XI, we 
designed two mutants through mutation of potassium channel inhibition related amino acid residues (R5I,R10T,R25A and R5I,R25A) 
and then expressed them with high purity by using the vector pVT102U on Saccharamyces cerevisiae strain S78; The two mutants 
had the same trypsin inhibition activity as HWTX-XI, whereas their potassium channel inhibition activity and animal toxicity were 
much lower than those of HWTX-XI. This study is helpful for designing drugs of trypsin related diseases based on HWTX-XI. 

Keywords:  HWTX-XI, mutant, eukaryotic expression, trypsin inhibition activity, potassium channel inhibition activity 
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虎纹捕鸟蛛毒素 XI(HWTX-XI) 是从蜘蛛毒素

中新发现的一种毒素，由 55 个氨基酸残基组成，含

3 对二硫键，属于 BPTI/Kunitz 型丝氨酸蛋白酶抑制

剂家族；HWTX-XI 的胰蛋白酶抑制活性强于牛胰蛋

白酶抑制剂 BPTI，是目前世界上发现的最强的多肽

类胰蛋白酶抑制剂，初步药理学实验表明 HWTX-XI

在动物急性胰腺炎模型上具有较好的疗效[1]。然而，

HWTX-XI 对于电压门控钾通道具有一定抑制活性，

在整体动物水平表现出较弱的神经毒性。因此通过

引入氨基酸突变[2]，降低 HWTX-XI 的钾离子通道活

性，将减弱其毒副作用，进一步提升利用 HWTX-XI

进行药物研发的应用前景。 

根 据 前 期 结 构 与 功 能 关 系 研 究 可 知 ： 与

HWTX-XI 两种生物学活性相关的功能位点在其分

子表面具有相对独立性。其中 Lys14 是 HWTX-XI

胰蛋白酶在抑制活性的关键残基，Lys14 突变为 Ala

使多肽分子的酶抑制活性丧失，但其钾离子通道抑

制活性未受影响；与 Lys14 靠近的氨基酸残基对于

其胰蛋白酶活性具有一定作用，但影响不大，其中

Arg10 突变为含羟基氨基酸残基 Thr 可使 HWTX-XI

的胰蛋白酶抑制活性少许上升。HWTX-XI 的离子通

道活性位点在 N-端螺旋和在空间上与之邻近的 β-转

角 2 个区域，其中第 5 位 Arg 突变为 Ile 以及第 25

位 Arg 突变为 Ala 均导致钾离子通道活性降低。根

据以上结论设计 HWTX-XI 的 2 个突变体 (mut1 和

mut2)，野生型 HWTX-XI 和 2 个突变体的氨基酸序

列如图 1 所示。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种和质粒  

酿 酒 酵 母 菌 S78 (Saccharomyces cerevisiae 

Strain S78)、酵母穿梭质粒 pVT102U/α[4-5]和大肠杆

菌 TOP10 均为本实验室保存。 

1.1.2  培养基  

YSD 培养基：Yeast Nitrogen Base 6.7 g/L，葡萄

糖 20 g/L，亮氨酸 200 mg/L，腺嘌呤 100 mg/L，肌

醇 200 mg/L，112 ℃灭菌 20 min；YSD 固体培养基：

100 mL YSD 培养液加琼脂粉 1.5 g；YPD 培养基：

酵母浸出物 10 g/L，蛋白胨 20 g/L，葡萄糖 20 g/L，

112 ℃灭菌 20 min；YPD 固体培养基：100 mL YPD

培养液加琼脂粉 1.5 g。 

1.1.3  试剂和仪器 

Taq 酶购自 MBI Fermentas 公司。蛋白胨购自上

海生工生物工程有限公司。酵母浸出物购自 Oxoid 公

司。α-氰基-4-羟基肉桂酸 (α-cyano-4-hydoxycinnamic 

acid，CCA)、三氟乙酸 (TFA)、胰蛋白酶 (Trypsin) 

均为 Sigma 产品。其他为国产分析纯试剂。

ProFLEXTMⅢ型 MALDI-TOF(Matrix-assisted Laser 

desorption/ionization-time-of-flight) 质 谱 仪 购 自

Bruker 公司。Waters650E 型 HPLC 系统 (486UV 检

测器， millennium 色谱工作站 ) 。 Waters HPLC 

workstation (515pump，2487UV 检测器)。PCR 仪购

自 Bio-RAD 公司。 

 

图 1  HWTX-XI 及其突变体的氨基酸序列 (HWTX-XI 中红色标记的氨基酸残基分别突变为两个突变体 mut1 和 mut2
中相应的氨基酸残基红色标记) 
Fig. 1  Amino acid sequence of HWTX-XI and its mutants. The residues labeled with red in two mutants (mut1 and mut2) are 
the mutated residues.  
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1.2  方法 
1.2.1  引物的设计   

PCR引物根据 pVT102U/α-HWTX-XI-R25A 序列

设计并由金斯特公司合成，采用反向 PCR 从

pVT102U/α-HWTX-XI-R25A 质粒扩增目的片段 (大

小约 200 bp)，引物中设计引入突变位点。引物序列

如表 1 所示。 

 
表 1  HWTX-XI 突变体的引物序列 
Table 1  Primer sequence of HWTX-XI mutants 

Primer name Primer sequence (5′−3′) 

HWTX-XI-mut1-Forward 
CGTCTAGATAAGAGAATAGATA
CATGCATCTTGCCCTCTGACACT
GGGAG 

HWTX-XI-mut1-Reverse CCGAAGCTTATGCTTTTGCACA
TCTTTTCATG 

HWTX-XI-mut2-Forward CGTCTAGATAAGAGAATAGATA
CATGCATCTTGCCC 

HWTX-XI-mut2-Reverse CCGAAGCTTATGCTTTTGCACA
TCTTTTCATG 

 
PCR 反应条件为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变

性 1 min，63 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，30

个循环；最后 72 ℃延伸 5 min。 

1.2.2  重组质粒的构建   

经 PCR 扩增出来的突变体基因采用 Promega 的

PCR 产物回收试剂盒回收，然后用 XbaⅠ和 Hind Ⅲ

双酶切 16 h，再使用 PCR 产物回收试剂盒回收，

2.0％的琼脂糖凝胶进行核酸定量。与此同时，

pVT102U 载体也采用 XbaⅠ和 Hind Ⅲ双酶切 16 h，

并经琼脂糖凝胶电泳分离后，用胶回收试剂盒回收。

取 2 μL 载体片段和 6 μL 酶切后的 PCR 片段在 12 μL

体系中进行连接，16 ℃过夜，次日转化 TOP10 感

受态细胞，然后采用 XbaⅠ和 Hind Ⅲ双酶切筛选阳

性克隆。测序正确的载体命名为 pVT-HWTX-XI- 

mut1 和 pVT-HWTX-XI-mut2。 

1.2.3  基因转化   

酵母感受态细胞的制备：S78 YPD 平板于 30 ℃

培养 2~3 d，挑单克隆于 3 mL YPD 溶液中，30 ℃

振荡培养 12 h。取 2 个 1.5 mL 离心管 (灭菌)，各放

1 mL 菌液，4 000 r/min 离心 5 min。细胞悬于 1 mL

灭菌 ddH2O 中，4 000 r/min 离心 5 min。倒去上清，

细胞悬浮于 1 mL 混合溶液中 (10× TE，1 mol/L 

LiAc，ddH2O，以 1∶1∶8 的体积比混合)。质粒的

转化：将表达载体质粒 pVT-HWTX-Ⅺ-mut1 (mut2) 

1.0 μg；Carrier DNA 10 μg；上述菌悬液 20 μL；PEG

溶液 (10× TE，1 mol/L LiAc，50％ PEG4000，以

1∶1∶8 的体积比混合) 1 mL 加入 1.5 mL 无菌管中，

混合，30 ℃、200 r/min 培养 30 min。42 ℃热击

15 min 后，5 000 r/min 离心 5 min，弃上清，细胞沉

淀用 200 μL 1× TE 洗涤，5 000 r/min 离心 5 min，弃

上清，细胞沉淀悬浮于 200 μL 1× TE 溶液中，细胞

悬浮液涂 YSD 板，30 ℃培养 4~6 d。 

1.2.4  蛋白质的表达   

挑取 YSD 板上直径为 0.5~1 mm 菌斑于 25 mL 

YSD 溶液中，30 ℃、250 r/min 培养 24 h，然后

以 1∶30 的比例转入 750 mL YPD 溶液中，30 ℃、

250 r/min 扩大培养 3~4 d。 

1.2.5  蛋白质的纯化与鉴定   

将培养的菌液在 4 ℃、11 000 r/min 条件下离心

20 min，取上清，然后用抽滤瓶抽滤，得到样品。

用 2 个柱体积的平衡液 (0.1 mol/L NaAc pH 4.2) 平

衡 CM-Sepharose 阳离子交换柱，将表达上清上样，

上样完毕后用 10 个柱体积的平衡液冲洗，去除色

素。采用分步洗脱的方法，依次用含 0.1、0.2、

0.5、1 mol/L NaCl 的 0.1 mol/L NaAc (pH 4.2) 缓冲

液进行洗脱。收集每个洗脱峰，把含有目的蛋白质

的洗脱峰进一步脱盐反相纯化。取 5 μL 洗脱峰溶

液和 5 μL 饱和的 CCA 溶液混合，然后取 1 μL 点样，

待样品自然干燥后上 STR MALDI-TOF 质谱仪进行

质谱鉴定[3]。 

1.2.6  分光光度计法检测 HWTX-XI 突变体的胰蛋

白酶抑制活性  

HWTX-XI 及其突变体溶于双蒸水中，胰蛋白酶

溶于 0.001 mol/L 的盐酸，底物 BAPNA 先在 80 ℃

的双蒸水中溶解，然后快速冷却至室温，防止
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BAPNA 的再结晶。准确定量的胰蛋白酶抑制活性测

定采用传统的分光光度计的方法进行[4]。反应的缓冲

液为 0.1 mol/L Tris-HCl (pH 8.1)，20 mmol/L CaCl2，

0.05％ triton X-100，反应时取 100 μL 反应缓冲液

和不同体积的 HWTX-XI 突变体 (1×10−5 mol/L) 相

混合，然后加入 10 μL 胰蛋白酶，并用缓冲液补齐

抑制剂体积的差异，再次混匀后，室温静置 15 min，

使之相互作用，然后加入 30 μL 底物 (1.2 mmol/L)，

残余的胰蛋白酶即和底物反应，反应 5 min 后加入

10 μL 60％乙酸终止反应，然后在 405 nm 的波长下

检测吸收值，可用于计算抑制剂的动力学常数[4]。 

1.2.7  膜片钳电生理活性鉴定 

全细胞膜片钳实验采用急性分离和短期培养的

大鼠 DRG 神经元细胞进行[5]。玻璃电极经两步拉制

后热抛光，所得电极尖端口径为 1.5~2.0 μm，充电

极内液后入水电阻为 2~4 MΩ[6]。用于钾电流记录的

细胞外液为：130 mmol/L 氯化胆碱，5 mmol/L KOH，

12 mmol/L D 型葡萄糖，2 mmol/L MgCl2，2 mmol/L 

CaCl2，10 mmol/L HEPES，pH 为 7.40。电极内

液为：120 mmol/L 氟化钾，20 mmol/L NMG，

10 mmol/L HEPES，10 mmol/L EGTA，2 mmol/L 

MgATP，0.5 mmol/L Li2GTP，pH 为 7.4。实验细胞

形成全细胞记录模式后稳定 4~6 min。记录电流经

PEC-10 放大器 (HEKA，German) 10 KHz 滤波过滤。

数据和图形用 pulsefit+pulse 8.0 软件采集分析[7]。 

1.2.8  小鼠脑室注射 

脑室注射  (Intracerbroventricular， icv) 给药用

去头皮法[8]。昆明种小鼠雌雄各半，体重 18~22 g，

分为 6 组，每组 8 只；野生型 HWTX-XI 及其突变

体以生理盐水 15 μL 溶解，分别以 562.5、375、

250、165、110 μg/kg 的剂量注射；注射前对小鼠实

施乙醚麻醉，以两耳连线的中点为中心剪去皮肤约

5 mm×5 mm，实验时在矢状缝和人字缝交点一侧

1~2 mm 间用微量注射器注入药液 15 μL，注射完后

立即观察动物反应，观察 48 h；统计小鼠死亡比

例，并按改良寇氏法公式计算野生型 HWTX-XI 的

LD50 值。 

2  结果 

2.1  重组蛋白质在酿酒酵母中的表达及分离纯化 
HWTX-XI 两个突变体基因均以 PCR 的方法

获得，大小约 190 bp，克隆至表达质粒 pVT102U，

经过阳性克隆筛选、测序获得了突变成功的 2 个

突 变 体重组表达质粒： pVT-HWTX-XI-mut1 和

pVT-HWTX-XI-mut2；并利用酿酒酵母 S78 菌株表

达 2 个突变体及其 HWTX-XI。该表达系统属于组

成型表达，表达的产物分泌到培养液中，这对于目

标产物的分离纯化有利[9-11]。利用该表达系统，本实

验室成功地表达了多个蜘蛛多肽毒素，并且证明结

合阳离子交换 (CM-Sepharose) 和反相-HPLC分离，

可获得高纯度目标产物[12]。图 2 为 HWTX-XI 及其 2

个突变体经过离子交换分离后进一步采用反相

-HPLC 分离的色谱图，野生型 HWTX-XI 反相-HPLC

洗脱的乙腈浓度与天然 HWTX-XI 相似，而 2 个突

变体的乙腈洗脱浓度分别高于野生型，这与 2 个突

变体分别将极性氨基酸残基 Arg 突变为非极性氨基

酸 Ile 相符。质谱分析显示野生型反相-HPLC 色谱图

主峰的分子量与天然 HWTX-XI 相同，Edman 降解

测定 N-端序列也完全相同；2 个突变体的质谱测定

分子量也与理论分子量相同 (图 2)。以上结果表明

通过酿酒酵母表达系统成功地表达了重组 HWTX- 

XI 及其 2 个突变体 (HWTX-XI-mut1 和 HWTX-XI- 

mut2)，且获得了纯度较高的目的产物。 

2.2  HWTX-XI 及其突变体的胰蛋白酶抑制活性

比较 
利用分光光度计比色方法，测定了 HWTX-XI

及其突变体对胰蛋白酶的的抑制作用，并用双倒数

法得到了它们与胰蛋白酶抑制的平衡常数。如表 2

所示，野生型 HWTX-XI 对胰蛋白酶的抑制常数为

8.9×10−8 mol/L，HWTX-XI-mut1 和 HWTX-XI-mut2

对胰蛋白酶的抑制常数与野生型的在同一数量级。

该结果与预期相符，因为 2 个突变体的突变位点不

是 HWTX-XI 作为胰蛋白酶抑制剂的关键活性残基，

因此其胰蛋白酶抑制活性未受到影响。
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图 2  HWTX-XI 及其突变体反相-HPLC 分离和质谱分析图谱 
Fig. 2  RP-HPLC chromatogram and mass spectra of HWTX-XI and the two mutants. (A−C) RP-HPLC chromatogram of HWTX-XI, 
HWTX-XI-mut1, HWTX-XI-mut2. (D−F) Mass spectra of native HWTX-XI, HWTX-XI-mut1 and HWTX-XI-mut2. 
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表 2  野生型 HWTX-XI 及其突变体与胰蛋白酶作用的抑

制常数 
Table 2  The bind parameters of HWTX-XI and its mutants 
to trypsin  

Protein Ki (mol/L) 

HWTX-XI 8.9e-8 

HWTX-XI-mut1 1.8e-8 

HWTX-XI-mut2 2.3e-8 

 
2.3  HWTX-XI 及其突变体钾通道抑制活性比较 

通过膜片钳检测表明，HWTX-XI 及其突变体对

大鼠 DRG 细胞上钾通道电流均有部分抑制作用 (图

3)。野生型 HWTX-XI 在 10 μmol/L 时可抑制 60％钾

通道电流，根据其浓效曲线推测 IC50 值为 3.92 μmol/L 

(图 3A)；HWTX-XI-mut1 和 HWTX-XI-mut2 在

10 μmol/L 时抑制约 30％钾通道电流，继续增加浓

度至 100 μmol/L，抑制率仍低于 50％，推测 2 个突

变体的 IC50 值超过 100 μmol/L (图 3B、3C)。该结果

说明通过突变 HWTX-XI 钾通道抑制活性关键氨基

酸残基，从而获得了钾通道抑制活性大大降低的突

变体，其钾通道抑制活性约降低 30 倍。 

2.4  HWTX-XI 及其突变体小鼠脑室注射毒性

比较 
利用小鼠脑室注射，进一步评价了 HWTX-XI 及

其突变体的动物毒性。昆明种小鼠脑室注射 HWTX-XI

后，1 min 内表现出极度兴奋、剧烈奔跑、翻滚等现

象，严重的全身抽搐，最后衰竭而死，症状较轻微

的也需 48 h 才能恢复。求出 HWTX-XI 小鼠脑室注

射的半数致死剂量 LD50 值为 247.34 μg/kg；而小鼠

脑室注射 2 个 HWTX-XI 突变体在剂量达到 25 mg/kg

时未见明显毒性反应，可见氨基酸突变大大降低了

动物毒性，该实验结果与膜片钳实验结果相吻合。 

    

      

图 3  HWTX-XI 及其突变体对大鼠 DRG 细胞电压敏感钾通道电流的抑制作用 
Fig. 3  Inhibition of HWTX-XI and its mutants on voltage-gated potassium channels on rat DRG cells (A−C) and the 
concentration-response relationship (D). 
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本研究在前期结构与功能研究基础上，通过突

变 HWTX-XI 钾通道抑制活性的关键氨基酸残基，

设计了 2 个突变体，并利用 pVT102U 表达载体和酿

酒酵母 S78 菌株成功表达了 HWTX-XI-mut1 和

HWTX-XI-mut2 两个突变体。胰蛋白酶抑制活性、

钾通道抑制活性和动物毒性比较表明 2 个突变体具

有与 HWTX-XI 相同强度的胰蛋白酶抑制活性，而

其钾通道抑制活性大大降低，从而大大减弱了动物

毒性。本研究进一步证明了 HWTX-XI 分子双功能

位点的相对独立性，并为 HWTX-XI 胰蛋白酶抑制

活性的应用奠定了基础[13-14]。 
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