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摘　要　研究α芋螺毒素ＴｘＩＤ３个二硫键异构体对人类α３β４与α６／α３β４乙酰胆碱受体的阻断活性。采用Ｆｍｏｃ固相合
成法，分别合成α芋螺毒素ＴｘＩＤ的３个二硫键异构体的线性肽，利用２步氧化法进行氧化折叠，获得具有定点连接二硫键
的异构体多肽。利用非洲爪蟾卵母细胞表达人类α３β４与 α６／α３β４乙酰胆碱受体亚型，测定３个异构体对该乙酰胆碱受
体的电流与洗脱速率的影响情况。α芋螺毒素ＴｘＩＤ的３个二硫键异构体对人类α３β４与α６／α３β４乙酰胆碱受体亚型的阻
断活性差异很大，阻断是可逆的，洗脱速率较快。其中具有天然构象的球状异构体活性最强，其半数阻断剂量（ＩＣ５０）仅约
为９３ｎｍｏｌ／Ｌ；其次是带状异构体具有很微弱的抑制活性，其 ＩＣ５０大于５μｍｏｌ／Ｌ；而珠子状异构体几乎没有阻断活性，其
ＩＣ５０大于１０μｍｏｌ／Ｌ。成功合成了α芋螺毒素ＴｘＩＤ的３个二硫键异构体，并获知了３个二硫键异构体分别对人类α３β４与
α６／α３β４乙酰胆碱受体亚型的阻断活性，为α芋螺毒素ＴｘＩＤ后续海洋新药研发提供理论基础。
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　　烟碱型乙酰胆碱受体（ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ｎＡＣｈＲｓ）是动物界普遍存在的具有重要
生理作用和临床研究意义的细胞膜蛋白，是人类最

早发现的一类受体。ｎＡＣｈＲｓ是细胞膜上的变构
膜蛋白，介导众多中枢和外周神经系统的生理功

能，包括学习、记忆、成瘾、应答、镇痛和运动控制

等。ｎＡＣｈＲｓ激活多巴胺、去甲肾上腺素、五羟色
胺、γ氨基丁酸等多种神经递质的释放［１］。已证实

ｎＡＣｈＲｓ是筛选诊断和治疗一大类重要疾病药物
的关键靶点，这些疾病包括疼痛、烟酒和毒品成瘾、

智障、痴呆、精神分裂症、中枢神经紊乱、癫痫症、帕

金森病、精神病、神经肌肉阻滞、重症肌无力、抑郁

症、高血压、心率不齐、哮喘、肌肉松弛、卒中、乳腺

癌和肺癌等［２－５］。由于缺乏能区分 ｎＡＣｈＲｓ各个
亚型的分子探针，因而，对 ｎＡＣｈＲｓ各种亚型的精
细结构和功能还知之甚少。来自热带海洋肉食性

软体动物芋螺毒液中的 α芋螺毒素（ｃｏｎｏｔｏｘｉｎ，
ＣＴｘ），是目前发现的选择性最好的ｎＡＣｈＲｓ各种亚
型的特异阻断剂［６－７］。因此，α芋螺毒素及其作用
靶点在多种疾病机制的研究，以及在研发治疗上述

相关疾病的新药方面具有极其重要的应用

价值［８］。

α芋螺毒素 ＴｘＩＤ是从海南产织锦芋螺中发
现的大鼠 α３β４ｎＡＣｈＲ亚型的选择性强阻断剂，
对大鼠 α３β４ｎＡＣｈＲ的半数阻断剂量（ＩＣ５０）仅为
１２５ｎｍｏｌ／Ｌ［９］。目前国际上只发现了２个 α３β４
ｎＡＣｈＲ的特异阻断剂，即 αＣＴｘＴｘＩＤ和 ＡｕＩＢ，本
研究组发现的ＴｘＩＤ的活性比ＡｕＩＢ要强６０倍，且
首次解析出 αＣＴｘＴｘＩＤ的２个构象异构体的立
体结构，并对其结构表面特征和受体选择性的机

制进行了深入研究［９］。αＣＴｘＴｘＩＤ对大鼠 α６／
α３β４ｎＡＣｈＲ亚型也有较强的阻断活性，其 ＩＣ５０
为９４１ｎｍｏｌ／Ｌ，对大鼠的其他 ｎＡＣｈＲｓ亚型没有
阻断活性或活性非常微弱［９］。大鼠和人类相同

亚型的 ｎＡＣｈＲｓ不尽相同，导致某些芋螺毒素对
大鼠和人类相同亚型的 ｎＡＣｈＲ的阻断活性不同，

甚至有的相差高达几百倍，如 αＣＴｘＶｃ１１和
ＲｇＩＡ对大鼠的 α９α１０ｎＡＣｈＲ的阻断活性比对人
类 α９α１０ｎＡＣｈＲ的阻断活性分别要高约 ３０和
３００倍，导致Ｖｃ１１和ＲｇＩＡ在人体的镇痛效果大
幅度下降［１０－１２］。为了研究 αＣＴｘＴｘＩＤ对大鼠和
人类 α３β４和 α６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ亚型的阻断活性
是否也具有差异，本研究组对 αＣＴｘＴｘＩＤ的３个
二硫键异构体分别进行了人工合成，并对它们与

人类 α３β４与 α６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ的阻断活性进行
了对比研究。本研究结果将为后续研发 αＣＴｘ
ＴｘＩＤ工具药和治疗药物提供理论基础。
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　材　料

１１　药品与试剂
性成熟雌性非洲爪蟾（Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ）从美国

Ｅｎａｓｃｏ公司进口。质粒中量抽提试剂盒、限制性
内切酶、相对分子质量标准等常规分子生物学试剂

（ＴａＫａＲａ大连宝生物工程有限公司）。ｃＲＮＡ合成
试剂 盒 ｍＭＥＳＳＡＧＥ ｍＭＡＣＨＩＮＥ ＳＰ６、Ｔ７Ｋｉｔ、
ＭＥＧＡｃｌｅａｒＫｉｔ（美国 Ａｍｂｉｏｎ公司）；胶原酶、乙酰
胆碱（美国Ｓｉｇｍａ公司）；三氟乙酸、乙腈（色谱级，
美国Ｔｅｄｉａ公司）；ＴＦＡ（美国Ｔｅｄｉａ公司）；乙腈（美
国Ｆｉｓｈｅｒ）公司。其他试剂为国产分析纯。缓冲液
ＯＲ２组成为９６０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，
１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，５ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ，ｐＨ７１～７７。
缓冲液ＮＤ９６组成为９６０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＣｌ，１８ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈｅｐｅｓ，ｐＨ７１～７５。
１２　仪　器

多肽合成和检测仪器包括美国全自动多肽合

成系统 ＡＢＩ４３３Ａ；美国 Ｗａｔｅｒｓ２５３５ＨＰＬＣ制备系
统；日本岛津高效液相色谱 ＬＣ２０Ａ；岛津 ＬＣＭＳ
ＩＴＴＯＦ质谱仪；德国ＣｈｒｉｓｔＡｌｐｈａ１４Ｌ冷冻干燥机
等。检测电流的电生理仪器为 ＡＸＯＣＬＡＭＰ９００Ａ
双电极电压钳（美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司）；Ｐ９７
微电极拉制仪（美国 Ｓｕｔｔｅｒ公司）；ＳＺＸＩＬＬＤ２２００
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研究级体视显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；Ｎａｎｏｌｉｔｅｒ
２０００显微注射仪（美国 Ｓｕｔｔｅｒ公司）。所有用于
ｍＲＮＡ实验的非玻璃器皿用 ０１％ ＤＥＰＣ浸泡
１２ｈ以上，玻璃器皿经２５０℃烘烤６ｈ以上。

"

　方　法

２１　α芋螺毒素ＴｘＩＤ异构体线性肽的合成
参照以前的方法［９］，采用 Ｆｍｏｃ化学方法分别

合成αＣＴｘＴｘＩＤ的３个异构体（图１）的线性树脂
肽。合成过程中所用半胱氨酸（Ｃｙｓ）分别用 Ｔｒｔ或
Ａｃｍ保护基团成对保护。对于球状异构体（ｇｌｏｂｕ
ｌａｒ），其Ｃｙｓ１和 Ｃｙｓ３用 Ｔｒｔ保护基团，Ｃｙｓ２和
Ｃｙｓ４用 Ａｃｍ保护基团。与此类似，带状异构体
（ｒｉｂｂｏｎ）的Ｃｙｓ２和 Ｃｙｓ３用 Ｔｒｔ保护基团，Ｃｙｓ１
和Ｃｙｓ４用Ａｃｍ保护基团；珠子状异构体（ｂｅａｄ）的
Ｃｙｓ１和 Ｃｙｓ２用 Ｔｒｔ保护基团，Ｃｙｓ３和 Ｃｙｓ４用
Ａｃｍ保护基团。树脂肽合成后，用反应液 Ｋ（三氟
乙酸水乙二硫醇苯酚茴香硫醚，９０∶５∶２５∶７５∶
５）将线性肽从树脂上切割下来，并用冰乙醚沉淀
和洗涤回收线性肽粗品，用制备型反向 ＨＰＬＣＣ１８
柱纯化，缓冲液 Ａ是００７５％ ＴＦＡ的水溶液，缓冲
液Ｂ为含有００５％ ＴＦＡ和９０％ 的乙腈（ＡＣＮ）。
洗脱线性梯度为０～３０ｍｉｎ１０％ Ｂ４０％ Ｂ，９０％
Ａ６０％ Ａ，其中制备柱流速为１５ｍＬ／ｍｉｎ，在 ＵＶ
２１４ｎｍ的紫外波长下监测洗脱情况。纯化后的
线性肽用分析型的 ＨＰＬＣＣ１８柱进行纯度检测，洗
脱梯度同上，分析柱流速为１ｍＬ／ｍｉｎ。经过
ＨＰＬＣ反复纯化后获得线性肽，其纯度达９５％以
上，通过质谱（ＭＳ）鉴定无误后，进行冻干保存，
用于后续的氧化折叠反应。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰｅｐｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｉｓｏｍｅｒｓｏｆαｃｏｎｏｔｏｘｉｎＴｘＩＤ
（αＣＴｘＴｘＩＤ）ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｓｕｌｆｉｄｅｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｉｅｓ
（＃：Ｃｔｅｒｍｉｎａｌｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ）

２２　α芋螺毒素ＴｘＩＤ异构体的氧化折叠
切割纯化后的 α芋螺毒素 ＴｘＩＤ异构体线性

肽中的一对 Ｃｙｓ带有 Ａｃｍ基团，另一对 Ｃｙｓ带有
自由的巯基（ＳＨ），用两步氧化法分别在２个自由
的巯基和２个带有Ａｃｍ基团的 Ｃｙｓ之间定点形成
两对二硫键。第一步用铁氰化钾氧化法形成第一

对二硫键，第二步用碘氧化法形成第 ２对二
硫键［１３］。

２３　人类 α３、α６／α３和 β４ｎＡＣｈＲ亚基 ｃＲＮＡ的
制备与受体表达

扩增本实验室保存的含有人类 α３、α６／α３和
β４ｎＡＣｈＲ亚基基因的克隆，分别提取各个亚基的
基因表达质粒，用限制性内切酶对质粒进行酶切线

性化，对线性化的 ＤＮＡ进行纯化，测定其浓度，若
线性化模板浓度太低，则进一步浓缩。用 Ａｍｂｉｏｎ
ｍＭＥＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥＫｉｔ体外转录试剂盒，以
线性化 ＤＮＡ为体外转录模板，分别制备出３个亚
基的ｃＲＮＡ，经ＲＮＡ纯化试剂盒纯化后，在２６０ｎｍ
波长下测定ｃＲＮＡ的浓度，小份分装保存于－７０℃
备用。选取成熟的雌性非洲爪蟾，分离出质量合格

的卵母细胞（蛙卵），在１７℃下培养。蛙卵培养的
第２天，根据各个亚基ｃＲＮＡ的浓度，按照１∶１的比
例混合α和β亚基的ｃＲＮＡ，即将α３与β４ｎＡＣｈＲ
亚基的ｃＲＮＡ等量混合，将α６／α３和β４ｎＡＣｈＲ亚
基的ｃＲＮＡ等量混合，注射到卵母细胞中进行表达，
每个蛙卵注射每个亚基的 ｃＲＮＡ量为 ５～１５ｎｇ。
注射后的蛙卵转移到新鲜的含有抗生素的 ＮＤ９６
培养液中培养。蛙卵培养液是在普通 ＮＤ９６培养
液中分别添加一定浓度的３种抗生素，它们分别
是链霉素１０μｇ／ｍＬ、青霉素１０μｇ／ｍＬ、庆大霉素
１００μｇ／ｍＬ。注射后的蛙卵在第２～５ｄ，α３β４与
α６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ可得到有效的表达，用于后续
的电生理记录。

２４　人类 α３β４与 α６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ的电生理
检测

将注射过人类 α３β４或 α６／α３β４ｎＡＣｈＲ
ｃＲＮＡ的１个蛙卵，置于３０μＬ记录槽中，重力灌
注含有 ０１ｍｇ／Ｌ牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的普通
ＮＤ９６培养液，流速约为２ｍＬ／ｍｉｎ。受体开放剂乙
酰胆碱（ＡＣｈ）和 ＮＤ９６灌流液之间可用电脑程序
进行自动切换。每隔１分钟自动灌注１ｓ浓度为
１００μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＣｈ。利用双电极电压钳系统，膜
电压箝制在 －７０ｍＶ，检测 α３β４或 α６／α３β４
ｎＡＣｈＲｓ电流表达情况，在线记录 ＡＣｈ门控电流。
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在电流基线平稳后，先用ＮＤ９６灌流液作为阴性对
照，在蛙卵槽中温育５ｍｉｎ后，立即启动ＡＣｈ脉冲，
并灌流ＮＤ９６培养液，对蛙卵槽进行洗脱，温育后
的第１个电流轨迹即是 ＮＤ９６阴性对照产生的电
流轨迹。之后，用不同浓度的 αＣＴｘＴｘＩＤ异构体，
采用与ＮＤ９６阴性对照的相同方法，分别加入到蛙
卵槽中，温育５ｍｉｎ，温育后的第１个电流轨迹即是
ＴｘＩＤ异构体某个浓度产生的效应。记录对照电
流、毒素电流和洗脱速率。所用 ＴｘＩＤ浓度范围为
１ｎｍｏｌ／Ｌ～１０μｍｏｌ／Ｌ，每个浓度至少检测４个蛙
卵的电流反应情况。

２５　电生理数据统计分析
观察记录每个电流轨迹的电流大小和变化趋

势。计算每个αＣＴｘＴｘＩＤ异构体的每个浓度的电
流反应百分数（％），即温育后 ＡＣｈ脉冲产生的第
一个电流轨迹的电流大小与 ＮＤ９６对照电流的百
分比。将这些数据输入 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件进行
统计分析，绘制剂量反应曲线，将 ＮＤ９６对照电流
标准化为１００％，计算芋螺毒素的ＩＣ５０和曲线斜率，
以及其他相关参数。剂量反应曲线上的每个数据

点代表至少４个蛙卵的电流反应百分数的 珋ｘ±ｓ。
采用非线性回归分析法，用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件计
算半阻断剂量。

#

　结　果

３１　α芋螺毒素ＴｘＩＤ异构体的合成
α芋螺毒素 ＴｘＩＤ有 ３个可能的二硫键异构

体：ｇｌｏｂｕｌａｒ、ｒｉｂｂｏｎ和ｂｅａｄ。ＴｘＩＤ的３个异构体氨
基酸序列及其二硫键连接方式如图１所示。３个
异构体都采用两步氧化法进行折叠，其ＨＰＬＣ和质
谱鉴定结果如图２所示。
３个异构体在 ＨＰＬＣ图谱中洗脱的先后顺序

为，ｒｉｂｂｏｎ异构体最快，其次是 ｂｅａｄ异构体，ｇｌｏｂｕ
ｌａｒ异构体最慢。ｇｌｏｂｕｌａｒ异构体的疏水性要比另
外２个异构体的疏水性要强一些，ｒｉｂｂｏｎ和 ｂｅａｄ
异构体的亲水性要强于ｇｌｏｂｕｌａｒ异构体。３个异构
体经ＥＳＩ质谱鉴定，相对分子质量都正确（图２Ｂ，
Ｄ，Ｆ）。３个异构体的理论相对分子质量均为
１４８８５５９３Ｄ，它们的实测相对分子质量分别为：
ｇｌｏｂｕｌａｒ异构体为１４８８５６０６（图２Ｂ）；ｒｉｂｂｏｎ异
构体为 １４８８５５９６（图 ２Ｄ）；ｂｅａｄ异构体为
１４８８５６６０（图２Ｆ）。该结果说明 ＴｘＩＤ的３个异

构体的线性肽合成和氧化折叠结果都很成功，这些

多肽将用于后续电生理研究。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃａｎｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｉｓｏｍｅｒｓｏｆ
αｃｏｎｏｔｏｘｉｎＴｘＩＤ
Ａ：ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｇｌｏｂｕｌａｒｉｓｏｍｅｒ；Ｂ：Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｇｌｏｂｕ
ｌａｒｉｓｏｍｅｒ；Ｃ：ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｉｂｂｏｎｉｓｏｍｅｒ；Ｄ：Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ
ｏｆｒｉｂｂｏｎｉｓｏｍｅｒ；Ｅ：ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｅａｄｉｓｏｍｅｒ；Ｆ：Ｍａｓｓｓｐｅｃ
ｔｒｕｍｏｆｂｅａｄｉｓｏｍｅｒ

３２　 α芋螺毒素 ＴｘＩＤ异构体对人类 α３β４
ｎＡＣｈＲｓ的阻断活性

α芋螺毒素ＴｘＩＤ３个异构体对人类 α３β４乙
酰胆碱受体（ｈα３β４ｎＡＣｈＲｓ）的活性差异很大。它
们对 ｈα３β４ｎＡＣｈＲｓ电流阻断情况如图 ３所示。
１μｍｏｌ／Ｌｇｌｏｂｕｌａｒ异构体完全阻断了 ｈα３β４
ｎＡＣｈＲｓ的电流（图 ３Ａ），洗脱速率稍慢，在 ６～
７ｍｉｎ内可完全恢复到对照电流的水平。可是高于
ｇｌｏｂｕｌａｒ异构体 １０倍浓度的 １０μｍｏｌ／Ｌｒｉｂｂｏｎ异
构体仅阻断了对照电流的５５％（图３Ｂ），洗脱也
稍慢，在５～６ｍｉｎ内可完全恢复到对照电流的水
平。而１０μｍｏｌ／Ｌｂｅａｄ异构体只阻断了对照电流
的２８％，不到对照电流的一半，由于活性非常微
弱，很快就洗脱完全，在１ｍｉｎ内就恢复到了对照
电流的水平（图３Ｃ）。检测了３个异构体不同浓
度对ｈα３β４ｎＡＣｈＲｓ的电流影响情况，获得了它们
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的剂量反应曲线如图４所示。ｇｌｏｂｕｌａｒ异构体的剂
量反应曲线较陡，ｒｉｂｂｏｎ和ｂｅａｄ异构体的剂量反应
曲线较缓。各自的半阻断剂量（ＩＣ５０）和曲线斜率
（Ｈｉｌｌｓｌｏｐｅ）总结于表 １中。ｇｌｏｂｕｌａｒ异构体对
ｈα３β４ｎＡＣｈＲｓ的ＩＣ５０仅为９３１ｎｍｏｌ／Ｌ，活性极强，
ｒｉｂｂｏｎ异构体的 ＩＣ５０高达５３０４ｎｍｏｌ／Ｌ，活性很微

弱，比天然的 ｇｌｏｂｕｌａｒ活性要下降约５７０倍。ｂｅａｄ
异构体的ＩＣ５０大于１０μｍｏｌ／Ｌ，对ｈα３β４ｎＡＣｈＲｓ几
乎没有活性。３个异构体对ｈα３β４ｎＡＣｈＲｓ的阻断
活性大小为：ｇｌｏｂｕｌａｒ、ｒｉｂｂｏｎ、ｂｅａｄ，其中 ｇｌｏｂｕｌａｒ远
远大于后两者。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｒａｃｅｓｏｆ３ｉｓｏｍｅｒｓｏｆαＣＴｘＴｘＩＤｏｎｈｕｍａｎα３β４ｎＡＣｈＲｓｕｂｔｙｐｅ
Ａ：Ｔｒａｃｅｓｏｆ１μｍｏｌ／ＬＴｘＩＤｇｌｏｂｕｌａｒ；Ｂ：Ｔｒａｃｅｓｏｆ１０μｍｏｌ／ＬＴｘＩＤｒｉｂｂｏｎ；Ｃ：Ｔｒａｃｅｓｏｆ１０μｍｏｌ／ＬＴｘＩＤｂｅａｄＯｏｃｙｔｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｈｕｍａｎα３β４
ｎＡＣｈＲｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏａ１ｓｐｕｌｓｅｏｆ１０μｍｏｌ／ＬＡＣｈｅｖｅｒｙｍｉｎＴｈｅａｒｒｏｗｄｅｎｏｔｅｓｔｈｅｆｉｒｓｔＡＣｈｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｔｏｘｉｎＴｏｘｉｎｗａｓｔｈｅｎ
ｗａｓｈｅｄｏｕｔａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏＡＣｈｍｅａｓｕｒｅｄａｔ１ｍｉｎｉｎｔｅｒｖａｌｓ

Ｔａｂｌｅ１　ＩＣ５０ａｎｄＨｉｌｌｓｌｏｐｅｖａｌｕｅｓｆｏｒｂｌｏｃｋｏｆｈｕｍａｎα３β４ｎＡＣｈＲ
ｓｕｂｔｙｐｅｂｙ３ｉｓｏｍｅｒｓｏｆαＣＴｘＴｘＩＤ

ＴｘＩＤｉｓｏｍｅｒ ＩＣ５０／（ｎｍｏｌ／Ｌ）ａ Ｈｉｌｌｓｌｏｐｅａ

Ｇｌｏｂｕｌａｒ ９３１（６９２１２５３） １１９（０７４１６３）
Ｒｉｂｂｏｎ ５３０４（２６７７１０５１０） ０６７（０３１１０２）
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３３　α芋螺毒素 ＴｘＩＤ异构体对人类 α６／α３β４
ｎＡＣｈＲｓ的阻断活性

α芋螺毒素ＴｘＩＤ３个异构体对人类 α６／α３β４
乙酰胆碱受体（ｈα６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ）的活性差异也
很大，其活性顺序与对ｈα３β４ｎＡＣｈＲｓ的活性顺序
极其相似。图５显示它们对ｈα６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ电
流的阻断情况。１μｍｏｌ／Ｌｇｌｏｂｕｌａｒ异构体完全阻
断了 ｈα６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ的电流（图５Ａ），洗脱速
率稍快，在３～４ｍｉｎ内可完全恢复到对照电流的
水平。同样，高于 ｇｌｏｂｕｌａｒ异构体 １０倍浓度的
１０μｍｏｌ／Ｌ ｒｉｂｂｏｎ异 构 体 阻 断 了 ｈα６／α３β４
ｎＡＣｈＲｓ对照电流的６４％（图５Ｂ），洗脱也稍快，
在２～３ｍｉｎ内可完全恢复到对照电流的水平。类
似的，１０μｍｏｌ／Ｌｂｅａｄ异构体仅仅阻断了 ｈα６／
α３β４ｎＡＣｈＲｓ对照电流的２９％，远不到对照电流
的一半，１～２ｍｉｎ内很快就洗脱完全，并恢复到了

对照电流的水平（图５Ｃ）。图６显示了３个异构
体的剂量反应曲线，其中 ｇｌｏｂｕｌａｒ异构体的剂量反
应曲线也很陡，ｒｉｂｂｏｎ剂量反应曲线较陡。３个异
构体对的ｈα６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ的ＩＣ５０和曲线斜率总
结于表２中。ｇｌｏｂｕｌａｒ异构体对ｈα６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ
的ＩＣ５０只有９２６ｎｍｏｌ／Ｌ，活性非常强，ｒｉｂｂｏｎ异构
体的ＩＣ５０高达５９０３ｎｍｏｌ／Ｌ，活性非常微弱，比天
然的ｇｌｏｂｕｌａｒ活性要下降约６３７倍。ｂｅａｄ异构体
的ＩＣ５０也大于１０μｍｏｌ／Ｌ，对 ｈα３β４ｎＡＣｈＲｓ也几
乎没有活性。αＣＴｘＴｘＩＤ３个异构体对人类 α６／
α３β４和α３β４ｎＡＣｈＲｓ两个亚型的活性影响趋势
一致。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｔｈｅ３ｉｓｏｍｅｒｓｏｆαＣＴｘＴｘＩＤｏｎ
ｈｕｍａｎα３β４ｎＡＣｈＲｓｕｂｔｙｐｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４６）
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　讨　论

本研究分别合成了α芋螺毒素ＴｘＩＤ３个二硫
键异构体，测试了它们对人类α３β４与α６／α３β４乙
酰胆碱受体２个极其相似亚型的阻断活性。结果表
明，具有天然构象的 ｇｌｏｂｕｌａｒ活性最强，对这两个
亚型的活性很接近，其 ＩＣ５０均约为９３ｎｍｏｌ／Ｌ；其
ｒｉｂｂｏｎ对这两个亚型的活性急剧下降，比ｇｌｏｂｕｌａｒ的
活性要减弱５７０～６３７倍，导致其ＩＣ５０在５μｍｏｌ／Ｌ以
上。而ｂｅａｄ对这两个亚型几乎没有作用，其 ＩＣ５０
都大于１０μｍｏｌ／Ｌ。这３个异构体的氨基酸序列
和相对分子质量完全相同，只有二硫键的连接方式

不同，可是活性却相差甚远，这充分说明了二硫键

在维持αＣＴｘＴｘＩＤ的结构稳定性和发挥受体结合
活性方面起着很关键的作用。因此，在人工合成

αＣＴｘ时，确保合成产物是否具有天然二硫键构象
至关重要。否则，其他二硫键异构体的杂质出现会

降低αＣＴｘ的活性，从而得出不准确的结论。特
别是在一步氧化法合成过程中，３个异构体同时出
现在折叠产物中，有时很难区分，这种现象很常见。

因而，对于含有２对二硫键的 αＣＴｘ来说，最好采
用两步氧化法进行定点二硫键连接，可获得高质量

的αＣＴｘ。只有当３个异构体的 ＨＰＬＣ出峰时间
相差很远，彼此没有交叠时，才可用一步氧化法。

一般来说，αＣＴｘ的３个异构体活性顺序应与
本研究结果一致，因为 ｇｌｏｂｕｌａｒ异构体的结构是最
稳定的，而具有相邻连接二硫键的 ｂｅａｄ异构体结
构是最不稳定的，因而活性最小或丧失活性，而

ｒｉｂｂｏｎ居于这二者之间，活性也介于 ｇｌｏｂｕｌａｒ和
ｂｅａｄ之间，就像本研究的 α芋螺毒素 ＴｘＩＤ［９］和之
前研究过的αＣＴｘＴｘＩＡ［１４］。αＣＴｘＴｘＩＡ的 ｒｉｂｂｏｎ
异构体活性比 ｇｌｏｂｕｌａｒ的活性下降了约８０倍，比
本研究的ＴｘＩＤ的ｒｉｂｂｏｎ异构体（约６００倍）活性下
降要小，这两个αＣＴｘ（ＴｘＩＤ和ＴｘＩＡ）的 ｂｅａｄ异构
体都丧失了活性。但也有例外，αＣＴｘＡｕＩＢ的
ｒｉｂｂｏｎ异构体活性比具有天然构象的 ｇｌｏｂｕｌａｒ异构
体的活性要强１０倍以上［１５］。另一个 αＣＴｘＢｕＩＡ
的非天然 ｒｉｂｂｏｎ异构体却有一个稳定的空间结
构［１６］。因而，针对不同的芋螺毒素，研究其二硫键

异构体与其结构与功能的关系具有重要意义。

α芋螺毒素ＴｘＩＤｇｌｏｂｕｌａｒ异构体对大鼠α３β４
和大鼠 α６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ的 ＩＣ５０分别为 １２５和
９４１ｎｍｏｌ／Ｌ［９］。本研究中 αＣＴｘＴｘＩＤｇｌｏｂｕｌａｒ异
构体对人类α３β４和α６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ的ＩＣ５０分别
为９３１和 ９２６ｎｍｏｌ／Ｌ。也就是说，ＴｘＩＤ对大鼠
的 α３β４ｎＡＣｈＲｓ和对人类的 α３β４、α６／α３β４
ｎＡＣｈＲｓ的活性很相似，ＴｘＩＤ对人类 α６／α３β４
ｎＡＣｈＲｓ的活比对大鼠的α６／α３β４ｎＡＣｈＲｓ活性提
高了近１０倍，对大鼠和人类的 α３β４亚型之间的
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活性没有变化，这跟 αＣＴｘＶｃ１１和 ＲｇＩＡ对人类
比对大鼠的 α９α１０ｎＡＣｈＲ的阻断活性下降３０～
３００倍形成了鲜明对比［１０－１２］。因而，αＣＴｘＴｘＩＤ
在大鼠的作用与人类的药理学活性是一致的，不会

导致象 Ｖｃ１１和 ＲｇＩＡ在人体药效大幅下降的
现象。

ｎＡＣｈＲｓ的每种亚型都有截然不同的药理学
作用，其结构非常相似，很难区分［１７］。由于缺乏针

对各种亚型的高选择性配体化合物，要研究和阐明

各种各样的 ｎＡＣｈＲｓ亚型的精细结构和功能较为
困难。αＣＴｘ对 ｎＡＣｈＲｓ各种亚型具有高度的选
择性，对神经型ｎＡＣｈＲｓ亚型的不同α和β亚基交
界面的区分能力很强，因此，αＣＴｘ是研究 ｎＡＣｈＲｓ
各种亚型精细结构和生理药理功能的重要分子探

针，还是治疗ｎＡＣｈＲｓ相关疾病的新药来源［１８－１９］。

研究表明，含有 α３亚基的 ｎＡＣｈＲｓ，包括
α３β２与 α３β４亚型主要表达在外周神经系统，是
神经痛药物作用的靶点。阻断 α３β２或 α３β４
ｎＡＣｈＲｓ的αＣＴｘ在临床前多种顽固性疼痛（ｃｈｒｏ
ｎｉｃｐａｉｎ）模型上显示出很好的镇痛活性，且不成
瘾［２０－２３］。α３β４ｎＡＣｈＲ是感觉以及自律神经中枢
中主要的乙酰胆碱受体亚型，α３β４ｎＡＣｈＲ涉及到
中枢边缘多巴胺途径，对于滥用某种物质（如毒

品）产生的“奖赏”效应起着非常重要的作用。该

亚型在成瘾、疼痛、恐惧以及神经递质释放的生理

与病理过程中起着很重要的作用。最近研究表明，

α３β４ｎＡＣｈＲ介导小细胞肺癌细胞的生长，α３β４
ｎＡＣｈＲ阻断剂可抑制肺癌细胞的可变性从而抑制
肿瘤的生长［２４］。因而，本研究针对的α３β４ｎＡＣｈＲ
强阻断剂α芋螺毒素 ＴｘＩＤ，在该受体结构与功能
的研究以及在小细胞肺癌、成瘾、神经痛等的发病

机制和治疗药物研发也具有重要价值。
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