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德国小蠊钠离子通道 V295N 突变对 α-蝎毒素

LqhαIT 敏感性的影响
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摘   要：电压门控钠离子通道在细胞电信号传导中是必不可少的，它控制神经元和其他可兴奋

细胞间动作电位的启动和传播，钠离子通道的快速失活过程是电信号传导的关键。蝎毒素作用

于钠离子通道，影响通道的失活速度，因此解析蝎毒素与钠离子通道相互作用机制意义重大。

通过比对德国小蠊 (Blattella germanica)、美洲大蠊 (Periplaneta americana) 和哺乳动物等钠离

子通道的氨基酸序列，发现 4个差异氨基酸，分别为 I291L、Y292F、V295N和 L406I，使用定

点突变技术在德国小蠊钠离子通道上构建 4种氨基酸突变质粒，以非洲爪蟾卵母细胞作为表达

载体，经电生理检测发现，V295N突变可显著降低钠离子通道对 α-蝎毒素 LqhαIT的敏感性

(约 21.63倍)。进一步通过 3D同源建模和蝎毒素分子对接发现，V295N突变使得钠离子通道

M291与 LqhαIT的 K63位氨基酸形成了 1个氢键，阻碍其与 LqhαIT结合。综上，V295N突变

可间接影响钠离子通道与 LqhαIT的结合，进而降低了钠离子通道对 LqhαIT的敏感性。
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Influence of the V295N mutation of Blattella germanica sodium channel on
sensitivity to α-scorpion toxin LqhαIT
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Abstract: Voltage-gated sodium channels (VGSCs) are essential  in cell  electrical  signal  transmission,
which controls the initiation and propagation of action potentials between neurons and other excitable
cells, and rapid inactivation of sodium channels is critical for electrical signalling. Scorpion toxins act
on  sodium  channels  and  affect  the  rapid  deactivation  rate  of  the  channels.  Therefore,  it  is  of  great
importance  to  analyze  the  interaction  mechanism  between  scorpion  toxins  and  sodium  channels.  By
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comparing  the  amino  acid  sequences  of Blattella  germanica, Periplaneta  americana  and  mammalian
sodium channels,  it  was  found  that  four  different  amino  acids  found  are  I291L,  Y292F,  V295N,  and
L406I. Site-directed mutation technique was used to construct four amino acid mutant plasmids on the
B.  germanica  VGSCs,  and  Xenopus  oocytes  were  employed  as  vehicles  for  gene  expression.
Electrophysiological results showed that the V295N mutation significantly reduced the sensitivity of the
sodium  channel  to  α-scorpion  toxin  Lqh  IT  (approximately  21.63  -  fold).  Further  3D  homology
modeling  and  molecular  docking  of  the  scorpion  toxin  revealed  that  the  V295N  mutation  discovered
sodium channel M291 to form a hydrogen bond with the K63 amino acid of LqhαIT, which prevented
its binding with LqhαIT. In conclusion, V295N mutation indirectly affected the binding of the channel
to LqhαIT, resulting in a reduction in the sensitivity of the channel to LqhαIT.
Keywords: Blattella  germanica;  sodium  channel;  LqhαIT;  site-directed  mutagenesis;  two-electrode
voltage clamp; homologous modeling

德国小蠊 (Blattella germanica) 俗名德国蟑螂，

属于蜚蠊目 (Blattaria) 蜚蠊科 (Blattidae)，是一种

栖息于人类周围，分布于世界各地的卫生害虫[1]。

因其独特的取食特点和繁殖习性，成为各种病原

体和寄生虫的携带者和传播者[2]。此外，德国小蠊

的粪便、分泌物及尸体残骸可以引发严重的过敏

反应[3]。德国小蠊不仅是世界性家居卫生害虫，更

作为一种模式昆虫，常被用于研究神经类药物 (如
蝎毒素) 与钠离子通道的相互作用关系[4-5]，为设计

高选择性新型杀虫剂提供理论基础。

电压门控钠离子通道  (voltage-gated  sodium
channels) 是一种通道蛋白，负责可兴奋细胞中动

作电位的启动和传播，具有兴奋细胞 (如肌肉细

胞、神经细胞等) 的作用[6]。哺乳动物的钠离子通

道由 1个 α 亚基和 1~2个 β 亚基 (β1~β4) 组成[6-7]。

α 亚基包含 24个跨膜螺旋片段，划分为 4个同源

结构域 (Domain I~IV)，每个同源结构域由 6个跨

膜片段 (S1~S6) 构成[8- 9]。其中，S1~S4组成电压

感受模块 (voltage-sensing module，VSM)，S5~S6
构成孔模块 (pore module，PM)，S4上带正电荷的

保守氨基酸残基是钠离子通道电压传感器，能够

感受到膜电位的变化并向外移动，改变通道构

象，进而导致通道的开放并产生内向电流 [10]。

Domain III和 Domain IV之间的多肽链含有高度保

守的快速失活阀门，介导钠离子通道的快速失活

过程[11]。哺乳动物钠离子通道的 α 亚基具有 9种
亚型，每种亚型都在不同的细胞类型中发挥各自

的生理功能[12]。与哺乳动物相比，昆虫只有一个

编码钠离子通道 α 亚基的同源基因，但是昆虫可

以通过选择性剪切以及 RNA编辑，形成多个具有

不同门控特性和药理学性质的钠离子通道剪切变

异体 [13-15]。此外，昆虫没有哺乳动物钠离子通道

β 亚基的直系同源基因[16]，仅有对钠离子通道表达

过程起调控作用的辅助蛋白 TipE和 TipE的同源

蛋白 (TEH1~4) [17-19]。
作用于钠离子通道的蝎毒素分为两类：1)与

位点 3结合的 α-蝎毒素；2)与位点 4结合的 β-蝎
毒素[20]。其中钠离子通道 Domain I的 PM区域和

Domain  IV的 VSM区域参与位点 3的形成 [21-22]，

Domain II的 VSM区域和 Domain III的 PM区域

参与位点 4的形成[23]。α-蝎毒素能显著减缓钠离子

通道的快速失活过程[24]，这可能是因为 α-蝎毒素

结合于位点 3，抑制 Domain IV的跨膜片段 S4的
向外移动过程，而这个过程是快速失活所必需的

通道构象变化[25]。根据 α-蝎毒素的不同药理学偏

性，可以将其分为 3个亚组：经典 α-蝎毒素、α-
like蝎毒素和昆虫 α-蝎毒素，其中经典 α-蝎毒素

对哺乳动物的毒性很大，α-like蝎毒素对哺乳动物

和昆虫均有一定毒性，昆虫 α-蝎毒素则作用于昆

虫钠离子通道，对昆虫的毒性很大[20]。

来自以色列金蝎 (Leiurus quinquestriatus hebr-
aeus) 的毒素 LqhαIT，属于昆虫 α-蝎毒素，能显

著抑制钠离子通道的快速失活，延长动作电位，

特别的是，其与昆虫神经元膜的结合亲和力高而

对哺乳动物毒性低[26- 27]。为进一步解析 LqhαIT特

有的药理学偏性，Karbat等[28] 对 LqhαIT进行定点

诱变，发现 LqhαIT功能区域的 NC结构域可能是

导致 LqhαIT对昆虫选择性高毒的主要原因。LqhαIT
作用靶标位于昆虫钠离子通道结合位点 3，该位点

包括 Domain  I上 PM中及 Domain IV上 VSM中
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的氨基酸残基[29]。然而，以钠离子通道为主体的

研究主要集中在 Domain  IV的 VSM区域，对

Domain I的 PM区域或位点 3之外区域的研究较

少[23, 29- 30]。蝎毒素不仅是探测钠离子通道结构、研

究其活化和灭活过程的重要药理学材料，更因其

选择性作用于哺乳动物和昆虫钠离子通道，可以

应用于研发杀虫剂的增效剂和开发新型杀虫剂。

本研究以 α-蝎毒素 LqhαIT作为靶标药剂，利

用其对昆虫钠离子通道的独特选择性，通过比对

昆虫和哺乳动物的钠离子通道序列，寻找 Domain I
上 PM中保守区域内的差异氨基酸残基，并以此

为基础，利用电生理学和计算机模拟建模，研究

LqhαIT与德国小蠊钠离子通道相互作用的分子机

制，为新型 α-蝎毒素的开发和害虫防治应用实践

提供理论依据。 

1    材料和方法
 

1.1    材料与试剂

试验材料：德国小蠊钠离子通道质粒  (Bg
Nav1-1) 和 TipE质粒[31-32]，由美国密歇根大学董珂

教授赠予；α-蝎毒素 LqhαIT由天津大学药学院尉

迟之光教授提供；非洲雌性爪蟾购于云南昆明动

物研究所，并置于 18 ℃ 恒温条件下饲养。

试剂：苯酚、DNA Marker，南京诺唯赞公

司；感受态细胞 Stbl-2，上海唯地公司；限制性内

切酶 (Dpn I、Not I)，美国 NEB公司；胶原蛋白

酶 Collagenase Type I  Lyophilized，美国 Roche公
司；质粒提取试剂盒 Plasmid DNA Mini Kit，美

国 OMEGA公司；基因定点突变试剂盒 Phusion
Hight-Fidelity  PCR  Kit、体外合成 cRNA试剂盒

mMESSAGE mMACHINE™ T7，美国Thermo Fisher
公司。 

1.2    试验方法 

1.2.1    德国小蠊钠离子通道定点突变　从 NCBI
数据库依次下载德国小蠊  (Blattella  germanica)、
美洲大蠊  (Periplaneta  americana)、智人  (Homo
sapiens) 和大鼠 (Rattus norvegicus) 的钠离子通道

序列，利用MegAlign软件比对氨基酸序列。根据

德国小蠊钠离子通道的基因序列 (NCBI登录号：

LC374291.1)，设计上下游引物 (表 1)，以德国小

蠊钠离子通道质粒为模板，利用 Phusion Hight-
Fidelity  PCR  Kit试剂盒进行基因定点突变，

PCR反应体系 (50  μL)： 5  ×  Phusion  HF  Buffer

10  μL， dNTP  1.0  μL， forward  primer  2.5  μL，
reverse primer 2.5 μL，template 1.0 μL，二甲基亚

砜 (DMSO)  1.5  μL， phusion  high  fidelity  DNA
polymerase  0.5  μL， ddH2O  31  μL。 PCR反应程

序：95 ℃ 预变性30 s，95 ℃ 变性 10 s，50 ℃ 退

火 30  s，72 ℃ 延伸 6.5  min，总计 18个循环，

72 ℃ 延伸 10 min，4 ℃ 保存。取 15 μL PCR产物

与 0.5  μL Dpn  I混匀，于 37 ℃ 反应 1  h。采用

1%琼脂糖凝胶进行电泳，再用紫外凝胶成像仪观

察。电泳结果确认后，选用 Stbl-2感受态细胞进

行转化，挑取单克隆菌进行摇菌培养 48 h后，选

用 Plasmid DNA Mini  Kit试剂盒进行质粒提取，

并取 10 μL质粒送至上海擎科生物科技有限公司

进行测序。
  

表 1    引物序列

Table 1    Primer sequence

引物名称
Name of prime

引物序列 (5'-3')
Sequence of prime (5'-3')

I291L-F TTAATGGGGCTCCAGCTATACATGGGTGTCCTC

I291L-R GAGGACACCCATGTATAGCTGGAGCCCCATTAA

Y292F-F ATGGGGCTCCAGATTTACATGGGTGTCCTCACG

Y292F-R CGTGAGGACACCCATGTAAATCTGGAGCCCCAT

V295N-F CAGATTTACATGGGTAACCTCACGCAGAAGTGC

V295N-R GCACTTCTGCGTGAGGTTACCCATGTAAATCTG

L406I-F GGGCCCTGGCATATGATCTTCTTCATTGTCATC

L406I-R GATGACAATGAAGAAGATCATATGCCAGGGCCC

注：黑色加粗为突变位点。

Note: Black bold is the mutation location.
  

1.2.2    cRNA合成与爪蟾卵母细胞表达　选用限

制性内切酶 Not I将德国小蠊钠离子通道野生型质

粒、钠离子通道突变型质粒和 TipE质粒分别进行

单酶切线性化，以单酶切产物为模板，利用

mMESSAGE mMACHINE™ T7转录试剂盒进行

cRNA的体外合成。

挑选健康的雌性非洲爪蟾进行手术取卵，选

用 Collagenase  Type  I  Lyophilized对获取的爪蟾

卵母细胞在 1.5 mg/mL下进行酶解，待卵母细胞

滤泡膜脱落后挑选 V~VI期黑白分明的卵母细

胞，备用。将德国小蠊钠离子通道的 cRNA和

TipE的 cRNA按浓度比 1 : 1以 30 nL的量注射到

单个爪蟾卵母细胞里，并置于 ND96培养液 (96.0
mmol/L NaCl，2.0 mmol/L KCl，1.8 mmol/L CaCl2，
1.0 mmol/L MgCl2，5.0 mmol/L HEPES，2.5 mmol/L
Na-pyruvate，0.5  mmol/L  Theophyline，pH =  7.5，
0.22 μm微孔过滤膜过滤后加入 100 mg/mL Genta-

温淑璇等: 德国小蠊钠离子通道 V295N突变对 α-蝎毒素 LqhαIT敏感性的影响 3



micin) 中培养 1~2 d，采用双电极电压钳记录其峰

值电流，峰值电流在 2~4 μA为正常发挥功能的卵

母细胞，可进行下一步试验。 

1.2.3    α-蝎毒素 LqhαIT对钠离子通道的作用效果

　用 PBS缓冲液溶解 α-蝎毒素 LqhαIT，制成 10
mmol/L母液。用 Recording浴液  (96.0  mmol/L
NaCl， 2.0  mmol/L  KCl， 1.8  mmol/L  CaCl2， 1.0
mmol/L  MgCl2， 10.0  mmol/L  HEPES， pH  =  7.5)
稀释母液，配制成 1、 4、 10、 40、 100、 400、
1000、4000、10 000、40 000 nmol/L系列梯度，备

用。将含有德国小蠊钠离子通道突变基因的卵母

细胞钳制在−90 mV，并给予−15 mV的电压刺激

20 ms后再回到−90 mV的钳制电压，可以观察到

细胞产生一个内向的电流，待电流稳定后依次检

测系列浓度梯度 LqhαIT的作用效果。用 Clampex
10.7软件记录 LqhαIT作用前的电流峰值 (Ipeak) 以
及−15 mV去极化刺激后 4 ~ 5 ms 内的电流平均值

(I5 ms)，用 Clampfit  10.7软件进行数据分析。以

I5 ms/Ipeak 作为衡量在 LqhαIT作用下的钠离子通道

快速失活后的延缓比例，将这个比值记为 y轴、

LqhαIT的浓度记为 x轴，绘制散点图，用 Origin
2021软件拟合曲线并计算 EC50 值。计算见公式 (1)：

I5 ms

Ipeak
= a0+

a1−a0

1+
(

EC50

CT

)H (1)

a1−a0

a0

式中：H 是 Hill系数， 为高浓度毒素导

致的最大抑制效果， 为毒素作用前的 I5 ms/Ipeak
值，CT 为毒素浓度 (nmol/L)，EC50 表示毒素达到

最强抑制效果一半时所对应的毒素浓度 (nmol/L)，
每个浓度 3个重复，以 EC50 值的大小来表示钠离

子通道对毒素的敏感性。 

1.2.4    同源建模与分子对接　基于美洲大蠊钠离

子通道冷冻电镜结构  (PDB  ID：5X0M)，选用

Schrodinger软件中的 Prime模块构建 Bg  Nav1-1
同源模型，将 V295N突变引入到 Bg Nav1-1同源

模型中，用 UCSF Chimera软件对 Bg Nav1-1同源

模型进行能量最小化处理 [33]。利用 ChemDraw
软件绘制 LqhαIT的结构，利用 Schrodinger软
件中的 LigGprep模块生成其 3D构象，并使用

Induced Fit Docking模块将其与 Bg Nav1-1同源模

型进行对接。 

1.3    数据分析

利用 Origin 2021对电生理数据进行统计分

析，采用单因素方差分析中的 Tukey法进行差异

显著性检验 (P < 0.05)。 

2    结果与分析
 

2.1    德国小蠊钠离子通道 V295N 突变体的构建

将德国小蠊、美洲大蠊、智人和大鼠的钠离子

通道序列放在一起进行比对 (表 2)，在德国小蠊和

美洲大蠊钠离子通道 Domain I跨膜片段 S5区域

发现 3个差异氨基酸，分别为 I291L、Y292F和

V295N，在 Domain I跨膜片段 S6区域发现 1个
差异氨基酸，为 L406I。

德国小蠊钠离子通道定点突变的 PCR产物和

Dpn I酶消解后的产物经凝胶电泳后都能看到单一

 

表 2    德国小蠊、美洲大蠊、智人、大鼠的钠离子通道 Domain Ⅰ S5 和 Domain Ⅰ S6 氨基酸序列对比

Table 2    Comparison of amino acid sequences at position Domain Ⅰ S5 and Domain Ⅰ S6 of sodium channels in B.
germanica, P. americana, H. sapiens and R. norvegicus

物种
Species

序列号
Accession number

同源结构Ⅰ第 5跨膜片段
Domain Ⅰ S5

同源结构Ⅰ第 6跨膜片段
Domain Ⅰ S6

德国小蠊 Blattella germanica LC374291.1 DVIILTMFSLSVFALMGLQIYMGVLT MLFFIVIIFLGSFYLVNLILAIV

美洲大蠊 Periplaneta americana GQ132119.1 DVIILTMFSLSVFALMGLQIYMGVLT MLFFIVIIFLGSFYLVSLILAIV

智人 Homo sapiens M91556.1 GVIILTLFFLSIFSLIGMGLFMGNLK MIFFVVVSFLFSFYMASLFLGIL

大鼠 Rattus norvegicus 1.1 M22253.1 DVMILTVFCLSVFALIGLQLFMGNLR MIFFVLVIFLGSFYLINLILAVV

大鼠 R. norvegicus 1.2 X03639.1 DVMILTVFCLSVFALIGLQLFMGNLR MIFFVLVIFLGSFYLINLILAVV

大鼠 R. norvegicus 1.3 XP 008760142.1 DVMILTVFCLSVFALIGLQLFMGNLR MIFFVLVIFLGSFYLVNLILAVV

大鼠 R. norvegicus 1.4 XM 006247559.4 DVMILTVFCLSVFALVGLQLFMGNLR MIFFVVIIFLGSFYLINLILAVV

大鼠 R. norvegicus 1.5 AF353637.1 DVMVLTVFCLSVFALIGLQLFMGNLR MIFFMLVIFLGSFYLVNLILAVV

大鼠 R. norvegicus 1.6 L39018.1 DVMILTVFCLSVFALIGLQLFHGNLS MIFFVLVIFVGSFYLVNLILAVV

大鼠 R. norvegicus 1.7 XM 039105779.1 GAIALALFFLTVSSLFGMGLFMCNLK MIFFVLISFWFAFYMASLFLGIL
大鼠 R. norvegicus 1.8 XM 039078609.1 DVMVLTVFCLSVFALIGLQLFMGNLR MIFFVLVIFVGSFYLVNLILAVV

注：红色位置为差异氨基酸。

Note: The red position is the differential amino acid.
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的条带，且大小 (9129 bp) 与预期片段大小相符合

(图 1)。将酶消解后的产物转至感受态细胞 Stbl-2，
经涂板培养后挑选单克隆菌摇菌并提取质粒送

测。测序结果显示：第 295位氨基酸残基成功从

缬氨酸 (V) 突变成天冬酰胺 (N)，保存测序正确的

质粒用于后续的 cRNA合成。 

2.2    德国小蠊野生型和突变型钠离子通道对

LqhαIT 的敏感性测定

德国小蠊钠离子通道搭配辅助蛋白 TipE在非

洲爪蟾卵母细胞中表达，给予去极化电压的刺激

会产生典型的钠离子电流，由于 I291L、Y292F
和 L406I突变后表达峰值电流较小，无法继续进

行下一步试验 (附图 1)。正常的钠离子通道在激活

后的 4 ~ 5 ms内快速失活，而在 LqhαIT作用下，

通道的失活过程明显延缓 (图 2A)。相比于野生型

钠离子通道，V295N突变型在 1000 nmol/L LqhαIT
作用下的抑制失活作用明显下降 (图 2B)。为了进

一步研究 V295N突变型对 LqhαIT敏感性的影

响，进行 LqhαIT浓度梯度试验，结果显示 (图 3A)，

德国小蠊钠离子通道 V295N突变型引起最大电流
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A： V295N突 变 型 PCR产 物 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 图 ； B：
V295N突变型酶切后琼脂糖凝胶电泳图。

A:  Agarose  gel  electrophoresis  of  PCR  product  of  V295N
mutation;  B:  Agarose  gel  electrophoresis  of  V295N  mutation
after digestion of enzyme.

图 1    德国小蠊钠通道 V295N 突变型构建

Fig. 1    Construction of the V295N mutation of the
B. germanica sodium channel

 

A B

1 μA

2 ms

0.5 μA

2 ms

A：野生型 Bg Nav1-1；B：V295N突变型 Bg Nav1-1。　　　　　　　　　　　　　

注：黑色表示上药前峰值电流，红色表示上药后峰值电流。

A: The wild type of Bg Nav1-1; B: The V295N mutation of Bg Nav1-1. 　　　　　　　　　　　　　

Note: Black indicates the peak current before application, and red indicates the peak current after application.

图 2    德国小蠊钠离子通道对 1000 nmol/L LqhαIT 敏感性的影响

Fig. 2    Influence of B. germanica sodium channel on the sensitivity of 1000 nmol/L LohαIT
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A: Concentration response curves; B: The concentration of LqhαIT required to produce half of the maximum current response(EC50 value).

图 3    德国小蠊钠离子通道野生型 Bg Nav1-1 和突变型 V295N 对 LqhαIT 的浓度响应

Fig. 3    Concentration response of wild-type Bg Nav1-1 and mutant V295N of B. germanica sodium channel to LqhαIT
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反应一半所需的 LqhαIT浓度 (EC50 值) 为 4267.44
nmol/L，约是野生型  (197.26 nmol/L)  的 21.63
倍，V295N突变型对 LqhαIT的敏感性显著下降

(P < 0.05) (图 3B)。 

2.3    德国小蠊钠离子通道的结构建模

根据美洲大蠊钠离子通道的冷冻电镜结构

(PDB ID：5X0M) 构建 Bg Nav1-1的 3D同源模型

(图 4)，突变位点 V295N位于结合位点 3 DomainⅠ
的跨膜片段 S5末端，与周围氨基酸形成一个口袋

结构，由于这个口袋的空间较小，无法与 α-蝎毒素

LqhαIT结合，表明 V295N的突变是间接影响与

α-蝎毒素 LqhαIT结合 (图 4A)。当氨基酸缬氨酸

(V) 变成天冬酰胺 (N) 后，导致该位点与周围的氨

基酸残基 T285和 I279氢键断裂 (图 4B和图 4C)，
使得原本能够紧密结合的氨基酸残基出现缺口，

影响了钠离子通道的稳定性。其次，从带有疏水

性侧链的脂肪族氨基酸残基 (V) 突变成带有中性

侧链的氨基酸残基 (N)，也可能会导致钠离子通道

 

A

B C

E
D

V295

K63

K63 V295

M293

M293

N295V295

T285T285

l279
l279

LqhαIT

Val295

Extracellular

Membrane

Intracellular

A：Bg Nav1-1同源模型；B：V295氨基酸残基三维结构图；C：N295氨基酸残基三维结构图；D：V295与 LqhαIT结合预测图；E：
N295氨基端残基与 LqhαIT结合预测图。

A: Homologous model of Bg Nav1-1; B: V295 three-dimensional model of sodium channel; C: N295 three-dimensional model of sodium channel; D:
Predicted binding modes of V295 targeting the LqhαIT; E: Predicted binding modes of N295 targeting the LqhαIT.

图 4    德国小蠊钠离子通道模拟结构

Fig. 4    Simulated structure of the sodium channel of B. germanica
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蛋白的空间构象发变化，进而间接影响 α-蝎毒素

LqhαIT与钠离子通道的结合。在此基础上进行 α-
蝎毒素 LqhαIT对接，结果显示：V295N突变改变

了 Bg Nav1-1与 LqhαIT的 K63位氨基酸残基之间

的分子作用力 (图 4D和图 4E)，当氨基酸缬氨酸

(V) 变成天冬酰胺 (N) 后，导致M291与 K63之间

形成 1个氢键，使得与 α-蝎毒素 LqhαIT结合口袋

收缩，阻碍了钠离子通道与 α-蝎毒素 LqhαIT的

结合。 

3    结论与讨论

钠离子通道作为 α-蝎毒素的作用靶标，二者

间的相互作用机制一直是研究热点，前人已通过

大量试验确定，α-蝎毒素 LqhαIT靶标为钠离子通

道结合位点 3[34-36]。该位点包括 Domain I上 PM区

域和 Domain IV上 VSM区域 [29]。阻碍跨膜片段

S4的向外移动进而抑制钠离子通道的快速失活过

程，说明 Domain IV上 VSM中的跨膜片段 S4在
α-蝎毒素和钠离子通道的相互作用中起着重要作

用。为深入解析 α-蝎毒素与钠离子通道的作用机

制，Rogers等[30] 发现其中第 1613位谷氨酸 (E) 残
基十分重要，E1613R突变可以导致 α-蝎毒素 LqTx
的亲和力降低 62倍，证明 Domain IV上 S3~S4间
的多肽链中的氨基酸残基影响 α-蝎毒素与位

点 3的结合。Gur等[29] 进一步对氨基酸残基 E1613
进行研究，发现大鼠钠离子通道 1.2 (rNav1.2) 中
E1613D突变导致对 α-蝎毒素的敏感性发生改变，

从对哺乳动物 α-蝎毒素 Lqh2高度敏感变成对昆

虫 α-蝎毒素 LqhαIT高度敏感。在昆虫中，Zhu
等 [23] 对德国小蠊钠离子通道剪切变体 (Bg Nav1-
1a) 的Domain III的VSM进行研究，通过对Domain
III上跨膜片段 S4的最末端正电荷氨基酸残基

R4和 R5进行电荷反转突变，发现 R4E或 R5E突

变均增强 LqhαIT与 Bg Nav1-1a的结合。本研究

结果表明，位于结合位点 3上 PM中的氨基酸残

基 V295发生突变，可以导致德国小蠊钠离子通道

对 α-蝎毒素 LqhαIT的敏感性发生变化。

天然门控调节毒素对钠离子通道具有高亲和

力和特定的结合模式，可以靶向结合并改变钠离

子通道的构象，是研究钠离子通道特性的重要工

具[10]。蝎毒素与钠离子通道相互作用的分子机制

仍在深入研究中。Du等 [37] 在德国小蠊钠离子通

道 Domain II上 S1 ~ S2间的多肽链中，发现保守

氨基酸残基天冬氨酸 D802，电生理结果显示该点

对通道门控特性和对拟除虫菊酯类杀虫剂的抗性

十分重要，其中 D802K/G/A突变会降低通道对溴

氰菊酯的敏感性。该点在哺乳动物大鼠 rNav1.2的
同源位置上是第 779位谷氨酸 (E) 残基，研究表

明 E779Q/C突变可降低 β-蝎毒素 Css 4的作用[38]。

Zhorov等[32] 研究发现，D802K/G/A突变显著提高

德国小蠊钠离子通道对 β-蝎毒素 Lqh-dprIT3 的敏

感性。综上所述，基于昆虫钠离子通道的特异性

氨基酸残基，研究蝎毒素与钠离子通道的相互作

用机制是可行的。

本研究以德国小蠊为试验对象，通过比对德

国小蠊、美洲大蠊和哺乳动物钠离子通道基因序

列信息，发现在德国小蠊钠离子通道结合位点 3
的 Domain I的跨膜片段 S5上存在差异性氨基酸

残基 V295，通过定点突变和电生理检测，发现德

国小蠊钠离子通道 V295N突变型显著降低通道对

α-蝎毒素 LqhαIT的敏感性，导致毒素抑制钠离子

通道快速失活过程作用效率显著下降。通过计算

机模拟表明，V295N突变能够间接影响 α-蝎毒素

LqhαIT与钠离子通道的结合，说明昆虫钠离子通

道 295位置疏水性氨基酸参与维持昆虫钠离子通

道构象的稳定，阐明了 α-蝎毒素 LqhαIT对哺乳动

物与昆虫独特的选择性原因，这为探索蝎毒素与

钠离子通道作用的分子机制提供了新思路，也为

今后基于 α-蝎毒素设计和开发新型绿色杀虫剂提

供理论基础。
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