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Потенциалзависимые Na+-каналы (NaV) — 
мембранные белки, отвечающие за восходящую 
фазу потенциала действия в электровозбудимых 
клетках.1 Эти каналы состоят из порообразующей 
α-субъединицы, с которой ассоциированы регу-
ляторные β-субъединицы. α-Субъединица вклю-
чает в себя четыре гомологичных повтора (DI–
DIV), каждый из которых содержит потенциал-
чувствительный домен (ПЧД, трансмембранные 
сегменты S1–S4) и сегменты S5–S6, формирую-
щие пору канала (рис. 1а) [1].

Известно десять генов, кодирующих α-субъедини-
цы NaV млекопитающих. Мутации в этих генах ассо-
циированы с рядом заболеваний нервной системы 
и опорно-двигательного аппарата [1]. Каналы Na V 
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являются мишенями для множества нейротоксинов 
разных организмов. В ПЧД и поре канала идентифи-
цировано как минимум шесть рецепторных токсин-
связывающих сайтов [2]. Нейротоксины являются 
не только инструментами для структурно-функцио-
нальных исследований Na V  каналов, но также могут 
служить прообразами новых лекарств [3].

Длинные токсины скорпионов, действующие на 
каналы NaV (NaTx), состоят из ~60–70 а. о. и имеют 
структурный мотив βαββ, стабилизированный че-
тырьмя дисульфидными связями (рис. 1б) [4]. По 
фармакологическим свойствам NaTx подразделяют 
на две большие группы. α-Токсины ингибируют 
инактивацию канала, связываясь с рецепторным 
сайтом 3, расположенным на внеклеточных петлях 
ПЧД DIV, а β-токсины способствуют активации 
канала, действуя на рецепторный сайт 4, располо-
женный на ПЧД DII.

Токсин Ts1 (также известный как TsVII или Ts-γ) 
является основным компонентом яда бразильского 
скорпиона Tityus serrulatus [5]. В настоящее время мо-
лекулярный механизм действия этого токсина оста-
ётся малоизученным [6]. Токсин Ts1 с аффинностью 
в пикомолярном диапазоне действует на каналы Na V  
насекомых и млекопитающих [7] и влияет не только 
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на активацию, но и на инактивацию каналов мле-
копитающих [8], возможно, взаимодействуя с ПЧД 
DII и с ПЧД DIV [9].

Молекула Ts1 гидрофобна и склонна к агрега-
ции в водном растворе [6]. Согласно данным спек-
троскопии кругового дихроизма, токсин обладает 
высокой конформационной подвижностью в воде, 
что, вероятно, объясняет его способность взаимо-
действовать с разными молекулярными мишенями 
[10]. Эти свойства затрудняют очистку Ts1 из яда 
и рекомбинантную продукцию токсина. В 2014 г. 
впервые были описаны  успешный химический син-
тез и ренатурация Ts1 [11], однако рекомбинантную 
продукцию функционального Ts1 так и не удалось 
осуществить.

В представленной работе мы впервые описываем 
рекомбинантную продукцию в клетках Escherichia 
coli токсина Ts1, содержащего C-концевой остаток 
Gly62 (рис. 1б), и его 15N-меченого аналога. Вари-
ант токсина с Gly62 присутствует в природном яде 
наряду с основным компонентом, содержащим 
карбоксиамидную группу на C-конце (Cys61–
CONH2) [12].

Для продукции Тs1 мы сначала апробировали ши-
роко применяемый метод, основанный на экспрессии 
белка в виде слитной конструкции с тиоредоксином 
(TRX) [13, 14]. Для удаления TRX в конструкции был 
предусмотрен линкер, содержащий сайт гидролиза 
энтеропептидазой. Несмотря на оптимизацию ус-
ловий рекомбинантной продукции (концентрация 
индуктора, температура и время культивирования 
клеток до и после индукции), получить изолиро-
ванный препарат Ts1 не удалось.

Следующим подходом стала продукция Ts1 в виде 
цитоплазматических телец включения с последу-
ющей ренатурацией. Этот подход успешно приме-
нялся для продукции белков семейства Ly6/uPAR, 
содержащих 4–6 дисульфидных связей [15]. Тельца 
включения, содержащие Ts1, получали в клетках 
E. coli штамма BL21(DE3), трансформированных 
вектором pET-22b(+)/Ts1, согласно опубликован-
ному протоколу [15]. Для получения 15N-меченого 
препарата Ts1 питательную среду перед индукцией 
меняли на минимальную, содержащую 15NH4Cl 
в качестве единственного источника азота. Для 
увеличения эффективности очистки восстанов-
ленного Ts1 с помощью анионообменной хрома-
тографии остатки Cys были химически модифи-
цированы до S-сульфонатов (Cys–S–SO3

–). Далее 
сульфогруппы отщепляли от белка с помощью из-
бытка дитиотреитола и восстановленный Ts1 очи-
щали методом ВЭЖХ.

Ренатурация восстановленного белка является 
ключевым этапом как при рекомбинантной продук-
ции, так и при химическом синтезе белков [11, 15]. 
Для оптимизации условий ренатурации Ts1 варьи-
ровали состав буфера для ренатурации, а именно: 
pH, концентрацию восстановленной и окисленной 
форм глутатиона (GSH и GSSG), концентрацию мо-
чевины, L-аргинина и целевого белка. Оптимальным 
оказался буфер следующего состава: 50 мМ Трис-
HCl, 1,5 М мочевина, 0,5 М L-аргинин, 2 мМ GSH, 
2 мМ GSSG, pH 8,0. Ренатурацию проводили в те-
чение 3 сут при 4°C и концентрации белка, равной 
0,01 мг/мл. Очистку целевого белка после ренату-
рации проводили с помощью ВЭЖХ.

Рис. 1. Схематическое изображение пространственной организации α-субъединицы NaV-каналов эукариот 
в мембране — (a). Пространственная структура токсина Ts1 (PDB ID: 1NPI [4]) и последовательность его анало-
га, использованная в работе — (б). Показаны а. о., вероятно, формирующие сайт связывания с ПЧД каналов NaV, 
а также ароматический кластер на поверхности токсина. Серым выделены а. о., дополнительно введённые в по-
следовательность токсина.
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Масс-спектрометрия и анализ ренатурированно-
го Ts1 с помощью реактива Эллмана подтвердили 
полное замыкание дисульфидных связей в молекуле 
токсина. Однако анализ немеченого и 15N-меченого 
препаратов токсина методом ЯМР-спектроскопии 
выявил присутствие в образцах значительной доли 
(до 50%) некорректно свёрнутого белка (рис. 2а). 
Корректно свёрнутый Ts1 характеризовался большой 
дисперсией сигналов 1HN в спектре (от 9,5 до 7 м. д.), 
что свойственно белкам, содержащим β-структурные 
участки (рис. 2б). Сигналы некорректно свёрнутого 
белка наблюдали в области 8,2 м. д., что соответствует 
неупорядоченной структуре (рис. 2а). Вероятно, этот 
белок соответствует наиболее выгодному с энерге-
тической точки зрения изомеру Ts1 с неправильной 
схемой замыкания дисульфидных связей. Дополни-
тельная очистка с помощью ВЭЖХ позволила вы-
делить корректно свёрнутый изомер белка (рис. 2б). 
Выход свёрнутого Ts1 составил 1,4 мг/л культуры.

Исследование методом двухэлектродной фикса-
ции потенциала на каналах NaV1.4 крысы и NaV1.5 
человека, экспрессированных в ооцитах лягуш-
ки Xenopus laevis, показало, что 1 мкМ Ts1 вызывал 
уменьшение амплитуды тока ионов Na+ через эти 
каналы на 10 и 30% соответственно (рис. 3а, в). Ре-
комбинантный Ts1 обладал меньшей активностью 
по сравнению с природным токсином [8], что ра-
нее наблюдалось для природных и синтетических 
аналогов Ts1, не содержащих, как и в настоящей 

работе, C-концевую карбоксиамидную группу [11, 
12]. Токсин сдвигал кривую зависимости актива-
ции канала NaV1.4 в сторону более отрицательных 
значений мембранного потенциала (облегчал ак-
тивацию канала), что характерно для β-токсинов 
скорпионов, действующих на сайт 4 (рис. 3б). Этот 
сдвиг вызывает активацию канала при потенциале 
покоя. В случае канала NaV1.5 рекомбинантный Ts1 
так же, как и природный токсин, не влиял на про-
цессы активации и инактивации (рис. 3г).

Разработанная в настоящей работе сиcтема реком-
бинантной продукции позволит в дальнейшем ис-
следовать взаимодействие Ts1/NaV методами сайт-на-
правленного мутагенеза, а также изучить функци-
онально важную конформационную подвижность 
токсина методами ЯМР-спектроскопии.
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Рис. 2. Сравнение 1D 1H и 2D 1H-15N-HSQC ЯМР-спектров препаратов 15N-меченого Ts1, содержащего примесь 
некорректно свёрнутого дисульфидного изомера (а), и после дополнительной очистки с помощью ВЭЖХ (б).
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This work introduces an effective bacterial system for the production of β-toxin Ts1, the main component of 
the Brazilian scorpion Tityus serrulatus venom. Recombinant toxin and its 15N-labeled analogue are obtained 
by direct expression of the synthetic gene in Escherichia coli, with subsequent folding from the inclusion 
bodies. NMR spectroscopy data assert that the recombinant toxin is structured in aqueous solution and is 
composed of a significant fraction of β-structure. Moreover, the formation of a stable Ts1 disulfide-bond 
isomer of a disordered structure is observed during folding; recombinant Ts1 blocks Na+ current through 
NaV1.5 channels, without affecting the processes of activation and inactivation. Simultaneously, the effect 
upon NaV1.4 channels is associated with a shift of the activation curve toward the more negative membrane 
potentials.
Кeywords: protein refolding, ligand-receptor interactions, NMR spectroscopy, sodium channels, scorpion 
β-toxins.


