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摘要 

在本計畫中，我們成功利用大腸菌來表達台灣眼鏡蛇心臟毒 CTX A3。我們

利用融合蛋白 ZZ 來增加水溶性，利用細胞間質表達的方式來增加雙硫鍵的正確

形成。台灣眼鏡蛇心臟毒素主要被表達在細胞外，胞內細胞間質、細胞質內及胞

涵體內都不多。利用親合性管柱，我們可以純化到大腸菌所表達的重組融合心臟

毒素 A3，這可以提供未來針對心臟毒素進行突變以改良其性質。 

前言 

台灣眼鏡蛇心臟毒素(cardiotoxin, CTX)是眼鏡蛇毒液中含量最豐富的毒素 

[Lee, 1979; Harvey, 1991]。心臟毒素大約有 60 個胺基酸，具有 4 組雙硫鍵，為以β-

折板構成的三指環的三維結構 [Chen et al., 2005；and reference ibid]。它具有的生理活

性包括使心肌細胞收縮停止、使紅血球溶解、使骨骼肌壞死(necrosis)、對於特定

的腫瘤細胞有毒性，或者抑制蛋白激酶 C 的活性 [Chiou et al. 1993]。心臟毒素對於

細胞的可能作用已確認其會與細胞膜作用，能穿入到細胞內[Chien et al., 1994; and 

reference ibid]；會與葡萄胺聚醣(GAGs)作用[Vyas et al., 1997; Wu, 1998]；也會對細胞膜

上特定的蛋白質(例如 αvβ3 integrin 組合蛋白)作用[Wang et al., 2006; Wu, 2006]。最近

的研究更顯示，台灣眼鏡蛇心臟毒素 A3 可以造成若干特定腫瘤細胞的凋亡 [Su et 

al., 2003; Chien et al., 2004; Yang et al., 2005; Yang et al., 2005; Tsai et al., 2006]，主要為 T 細胞

或 K562 細胞。若能闡明心臟毒素的細部結構與其所造成的生理活性之間的關

係，則它有可能可以發展成為抗腫瘤或抗病毒藥物、或是藥物的傳輸輔助體。目

前，只能由多種蛇毒中純化出的心臟毒素異構體來比較研究，因這些異構體只有

若干序列位置發生變異，並無法全面有效地確認結構中特定胺基酸所造成的影

響，若能利用重組表達的方式來生產心臟毒素，將有機會來解決這個問題。 

心臟毒素本身是一個會對細胞膜作用的蛋白，很可能在表達且有正確結構時

會對細胞造成明顯的毒性，因此，常設計利用融合蛋白的方式來表達。過去已有

許多學者嘗試在大腸菌中表達心臟毒素 [Chi et al.,1994; Kumar et al., 1996; Chang et al., 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

1996]。但不管是直接表達，或是以融合蛋白的形式表達，表達的毒素多以胞涵體

(inclusion bodies)的方式存在，很少有以水溶性方式存在。後續的步驟通常都必

須經過變性劑處理，先溶出胞涵體內的重組毒素，然後在含有氧化劑/還原劑 (例

如 GSSG/GSH) 的條件下回覆折疊(refolding)，最後再經逆相 HPLC 純化出重組

毒素。而最終純化到的毒素的結構正確與否仍必須以 NMR 或是 X-ray 結晶確

定。回覆折疊的缺點有(i)對於不同的心臟毒素或是突變體，其氧化劑/還原劑的

比例及反應時間都不同，必須逐一調整; (ii)必須有原態(native)毒素，才能在 HPLC

純化時確認; (iii)回覆折疊仍可能發生多相(heterogenity)的情形。利用胞涵體再回

覆折疊並不是一個高效的方法。 

文獻中只有 Jeyasseelan 等人及 Ma 等人在表達 CTX4b (Naja naja sputatrix) 

及其突變毒素時，可自胞內液中直接得到 GST-CTX 重組毒素 [Jeyaseelan et al., 1998; 

Ma et al., 2002]，不必經由回覆折疊的過程就可純化到重組的心臟毒素。但是其重

組表達的毒素所表現的毒性，卻比純化自蛇毒毒液中的略為降低。這顯示所表達

的毒素仍有部份在結構折疊上的不均勻性。 

在大腸菌的胞間質 (periplasma)中，具有協助蛋白質折疊的分子伴娘

(chaperone)系統，也有雙硫鍵異構酶(disulfide isomerase)的系統，可以協助含有

雙硫鍵的蛋白正確折疊 [Baneyx and Mujacic, 2004]。而有些胺基酸序列，也會協助將

蛋白質由胞間質帶出到胞外。本計畫要利用這些大腸菌已有的系統來表達心臟毒

素。 

在這個研究計畫中，我們將利用設計的表達載體，使得心臟毒素可以表達到

大腸菌的胞間質或是胞外，它將有以下的好處: (i) 利用適當的融合蛋白，可以保

護心臟毒蛋白不易被分解，並增加心臟毒素的溶解度； (ii) 利用大腸菌胞間質

的氧化還原系統對含有四組雙硫鍵的重組心臟毒素進行折疊，並利用大腸菌胞間

質的折疊輔助蛋白，協助心臟毒素折疊； (iii) 大腸菌的胞間質及胞外的蛋白質

較少，且蛋白酶也較少，純化融合蛋白的步驟不必將菌體完全破碎，較為簡便，

且較不會有蛋白酶的污染。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

材料與方法 

構築心臟毒素的表達載體：利用連續式表達的啟動子，其後接信號序列，並

構築心臟毒素的基因於蛋白質 A 的 ZZ 區塊基因之後。 

基因轉殖與表達：利用化學法或是電轉殖法，將構築好的載體轉殖到 Top10

或 JM109 或 DH5α菌株中，利用抗生素篩選出轉殖株。而後於含抗生素的不同培

養基中，於 37℃下培養 24 小時。 

心臟毒素純化：大腸菌於培養基中培養後，利用離心分離菌體，以凍融法取

得胞間質液，利用超微過濾去除 30kD 以上的蛋白質，再利用 IgG 親和性管柱純

化而得到重組融合蛋白。 

蛋白質電泳及定量: 

蛋白質的電泳 SDS Polyacrylamide gel-electrophoresis (SDS-PAGE)及蛋白質

染色參考 Laemmli 的方法 [Laemmli, 1970]，而蛋白質的定量以 Commasiae 法，參

考 Bio-Rad 公司的操作手冊。 

結果與討論 

在本計畫中，我們將台灣眼鏡蛇心臟毒素 CTXA3 構築於載體，於啟動子之

後接上訊號胜肽，再接上 ZZ 區塊，最後接上心臟毒素。當轉殖入大腸菌 Top10
時可以成功於水溶性表達重組融合蛋白。由圖一中顯示，在胞內幾乎沒有重組心

臟毒素，主要的重組心臟毒素都被分泌到胞外。 

我們也針對不同培養基的測試，發現轉殖株在 LB 的培養基中可以有最好的

表達狀況，結果如圖二所示。而後的培養我們就在 LB 有溝的搖瓶進行。 

我們接著進行較大量的培養，以期能純化到重組的融合蛋白，在 1 升的培養

液培養 24 小時後，培養液經超微過濾後，以 FPLC 進行親和性管柱層析，層析

圖如圖三所示。在以酸液進行沖提時有三個 fractions 出現，重組融合蛋白是第三

個 fraction，這可以由電泳圖確認，如圖四。 

在這個計畫中，我們成功以大腸菌以水溶性方式表達了融合的台灣眼鏡蛇心

臟毒素 CTXA3。雖然我們利用連續表達的方式，可以不必加入例如 ITPG 的誘

導劑，較為經濟且較易操作，但是總表達量並不多，估計所純化到的量大約為

3mg/L。這可能的原因是所用的啟動子很弱，造成表達的量很少。未來可以使用

如 trc 或是 T7 的強啟動子，以增加表達的量。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

另外，從圖四純化得到重組融合蛋白還可發現，融合蛋白有被分解的現象。

這可能是心臟毒素本身就會受到大腸菌蛋白酶的作用，一個改良的方法是改用有

蛋白酶缺失的大腸菌，BL21 在細胞間質有兩個蛋白酶基因已被去除，是一個可

以用的菌株；另一個可以改良的方法，是更改融合蛋白，改用 PotD 或是 Crr 或
是大腸菌細胞間質內的 ecotin 來當作融合蛋白。我們將於未來持續改善台灣眼鏡

蛇在大腸菌的表達。 

 
圖一：篩選到的菌株的表達情形，圖(A)：T 為全細胞，P 為細胞間質液。圖(B)為胞外液，

1,2,3,4 分別代表篩選出的不同轉殖菌株。 

 
圖二：在不同的培養基培養下的表達情形，lane1：LB 培養基；lane2:LLB

培養基；lane3:TB 培養基；lane4:SB 培養基；lane5:H 培養基。M:

分子量標記。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 

圖三、以 FPLC 之 IgG 親和性管柱純化的層析圖，從 fraction 39~43 為重組

心臟毒素。 

 

圖四、層析後之電泳圖，lane1:沒有被吸附的樣品；lane2:fraction37；

lane3:fraction 39；lane4:fraction40。 
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