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海葵多肤神经毒素结构与功能
研究新进展

’

张均顺 张培军
(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 6 0 7 1)

提要 海葵神经毒素是一类能与可激动细胞电压门控钠通道发生亲和作用 的海洋多肤毒

素
。

根据 80 一90 年代中期国际上对海葵神经毒素的研究成果
,

重点对其结构特征
、

结构与功

能的关系进行综合评述
。

已有的结果表明
,

所有已发现的海葵神经毒素其同源性较高
,

拥有相

似的二级结构和三维结构 ; 不规则环状结构的正确构象对毒素的心肌刺激活性是至关重要

的
。

通过比较研究方法
,

作者认为
:

ty pe l 毒素的残基 18 和 ty pe n 毒素的残基 17 侧链具有强

疏水性
,

对毒素的活性起关键作用 ; 而 ty pe l毒素残基 43 和 ty pe n 毒素残基 40 的疏水烷基侧

链
,

可能对海葵毒素的形成起决定作用
。
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目前
,

众多 的研究表 明多种类多肤毒素能与可激动细胞的电压门控离子通道发生相

互作用
,

其中a-- 蝎毒素
、

户一芋螺毒素和侮葵毒素能与钠通道发生相互作用
。

海葵毒素与神

经
、

肌肉的电压门控钠通道 3 位点发生作用
,

并改变通道的功能
。

因此
,

毒素作为分子探针

可用于钠通道的生物学 的研究 (c atte ral l
,

199 2) ;另一方 面
,

海葵毒素表现 出多种药物活

性
,

其中最为重要 的是海葵毒素对心肌组织显示出非常强的生理活性
,

即对心肌产生正收

缩功能
。

更令人兴奋的是
,

海葵毒素对心肌产生生理活性 的过程 中
,

对实验哺乳动物的心

率和血压都没有不利 的影响 (B 一ai r 。t a l
,

19 7 5 : s hi b a ta 。t a z
,

1 9 7 6 : (扮0 5 5 。r a z
,

19 8 5 )
,

因

此
,

海葵毒素是一类良好的强心剂 的药物模型
。

探讨海葵毒素的结构与功能
,

特别是确定

多肤的药物活性 团 (P ha rm ac o ph o re )
,

是未来设计强心药物的基础
。

1 海葵神经毒素的结构特征

1
.

1 海葵神经毒素的氨基酸序列

从所有 已经纯化的海葵神经毒素一级结构来看
,

大部分为 46 一49 个氨基酸
,

称为长

链神经毒素
,

分子量在 S K E冶左右
; 另一些分子量小于 3 K E恤的多肤

,

称为短链多肤毒素
。

所有已知 的长链海葵毒素序列见表 1
。

从氨基 酸序列 的比较可以看到
,

海葵毒素的共性
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是
,

这种毒素皆由 46 一49 个氨基 酸残基组成
;
存在 6 个 Cy

s残基 ;所有毒素存在 12 个相同

的氨基酸残基 (包括 6 个 c ys )
;
所有的毒素 c 末端都是亲水性氨基酸残基

; 至今发现的所

有海葵神经毒素都存在三对二硫键
。

众所周知
,

相 同的蛋白活性应该具有相似的结构特

征
。

由此可知
,

以上 5 个特性构成了海葵神经毒素的共性
,

这是表现生理活性的基本要素
。

通过双扩散实验发现 (S c

hw ei 枕 。t al, 19 8 5)
,

毒素 A s n 和 A s v 的抗体能与毒素 A s

n
,

As v
,

A犷A和 A p
.

B 发生免疫沉淀反应
;
毒素 RP I

,

RP n
,

RP m
,

RP w 都能识别 RP m

的抗体
,

但不 能被 A sn
,

A sv 的抗体沉 淀
;

RP m 的抗体不能 与毒 素 A sn
,

A s v
,

A犷A 和

A犷B 发生免疫沉淀反应
。

此外
,

用双扩散检测实验发现浮标海葵 (B ol oc e ra )毒素的抗血

清能沉 淀 sn
,

并且 A sn 的抗血清能沉 淀浮标海葵毒素
,

浮标海葵毒素的氨基 酸序列与

A sll 十分相似 (Ke m et al
,

19 8 9)
。

由以上结果可以明显看出
,

海葵毒素分成两大类
。

表1 海葵神经毒素的氨基酸序列
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l) A犷A见 T a n
ak

a
等 (1 9 7 7) ; A p es B见 凡im e r

等 ( 19 8 5 ) ; 忽 I 见 w LI
耐

e re r
等 (19 7 5 ) ; 怂 rl 见 W lln d e re r

等

(1 9 7 6) : As V 见 S e he ffi e r
等 ( 19 8 2 ) ; Af l

,

A 门l 见 s u ll aha r a
等 ( 19 8 7 ) ; B

e n x见 M alpe z z i 等 ( 19 9 3 ) ; s h l见

Ke m 等 (1 9 8 9 )
;

RP 11 见 we nun
e r
等 (19 86 ) ; RP 111 见 M e tri o ne 等 ( 19 8 7 ) ; H 力1 111见 zy kov

a
等 ( 19 8 5 )

另外
,

从氨基酸序列 比较很容易将海葵神经毒素分成 两种类型
,

A犷A
,

A P-- B
,

A f l,

A fl l
,

A sl
,

A sn
,

A s V 属一类
,

这类多肤 中有 24 个氨基酸残基相同
,

其他 12一巧 个氨基酸残

基不 同
; s h l

,

RP n
,

RP n l
,

H山n l属另一类
,

这类多 肤有 28 个氨基酸残基相 同
,

其他 10

个不 同
。

Ke m 等 ( 19 8 9) 根据毒素氨基酸残基差异和免疫学交叉反应实验
,

将 已知的海葵

毒素分成 两类
:
A犷A所在的组为第一类 (ty pe D毒素

,

也称海葵肤类 (Ac ti ni id) 毒素
,

因为

创门皆来源于海葵科 (Ac ti nii dae )
。

sh l所在的组为第二类 (ty pe ID毒素
,

也称刺海葵肤

类 (S ti
e h o dac ty lid ) 毒素

,

因为它们 皆来源刺 海葵科 (Sti e ho d ac ty lidae ) (众m e r a l, 19 8 9 )
。

进一步 比较后看到
,

type l和 ty pe n 之 间的细节性差异
:

刺海葵肤类毒素中存在三个连

续的竣基氨基酸残基 A sP-- 6一AsP 一7一GI u-- 8( 或 A s
P-- 8)

,

而在海葵类毒素中存在间断的两

个竣基氨基酸残基
,

即 A s犷7和 A s
P-- 9 ;

海葵肤类毒素中存在 2一3 个 仰残基
,

而在刺海葵

肤类毒素中只存在 1 个仰残基
;海葵肤类毒素C-- 末端 中存在 1一2 强碱性残基

,

而在刺海

葵肤类毒素 c-- 末端存在 4 个强碱性残基
,

即 A rg 一Ly s一Ly s一Ly s
。

Ty pe l和 T ype n 结构差
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别是决定以上两种毒素活性差异 的重要因素
。

1
.

2 海葵神经毒素的二级结构及其特征

二维核磁共振技术引入到海葵神经毒素结构的研究中
,

使若干海葵神经毒素的二级

结构获得确定 (No rto
n ,

1 99 1)
。

它们的共同特征为
:

在整个多肤二级结构中不存在
a
螺旋结

构
。

四链反 向平行的 p折叠 (fo ur s

tran
d ed an ti p a ra llel p一

sh ee ts) 结构组成多肤二级结构的

核心
,

p折叠链则由三个大小不同的环状结构连接
,

其中连接第一链和第二链 p折叠的是不

规则环状结构
。

1
.

3 海葵神经毒素的三维结构及其特征

随着多维高分辨率核磁共振 (N M R) 技术的出现和不断完善
,

多肤三维结构分析得到

迅速发展
,

特别是长距几何学和限制性分子动力学 (re s

trai ne d m ol ec ul ar dy
n

am
ies )计算方

法引人到 N M R 数据分析
,

使许多溶液状态下的多肤三维结构获得确定
。

已经确定三维结

构的海葵毒素有
:
A sl a. s hl 和 A犷A

。

虽然 A sla 和 A p A为 ty Pe l
,

Shl 为 ty pe l
,

但三个毒

素有 十分相似的三维总体折叠结构
,

只是在分子的二级结构上
,

如分子 内的氢键
、

分子的p

凸起结构和p一转角结构等存在局部结构差异
。

从A犷A 的立体结构来看
,

从 A犷A 四链反

向平行 p一折叠结构 中延伸 出的侧链
,

对整个分子 的疏水核心 的形成有决定性作用
; 另外

,

分子中的三个芳香族残基 T rp 的叫噪环也参与疏水核心的形成
,

其中 T rp 23 的叫噪环在疏

水核的中心
,

而 T 甲33 和 T 耳辫5 的芳香环在疏水区表面 (P all ag hy
o t al, 19 95 ; No rto

n 。t al,

198 6)
。

因此
,

可以 得出以下的结论
:

海葵神经毒素的三维总体折叠结构是决定海葵毒素

生物活性的基础
,

而不同毒素一级结构的差异是导致所有毒素空间构象不同
,

最终使不同

毒素的生物活性表现异性 的决定 因素
,

因此全面认识不同残基突变
,

特别是对空间构象影

响很大的疏水性残基
,

将有助于确定海葵毒素的药物活性团
。

2 海葵神经毒素的结构与功能的关系

化学修饰是研究蛋白质一级结构中残基变化对蛋 白质功能影响的重要手段
,

但化学

修饰的反应条件比较难以控制
,

使这种方法又存在致命的弱点
,

不同的化学修饰有可能使

蛋 白质结构产生差别
,

使修饰衍生物的活性不同
,

可能导致 自相矛盾的结论
。

例如
:

A 犷A

中 A rg 一 14残基用苯 甲酞 甲醛衍生对毒素的生物活性 没有影 响 (Ne w co m b o t al
,

19 8 0) ;而

A sn 中 A rg 一 14 残基 用 1
,

2一环 己二酮 修饰 之后
,

则完全 不能 与培养细胞 中钠通 道结合

(B arh ani
n et al

,

198 1 )
; 另外

,

R T x 11 1的 A rg 一13 用苯甲酞 甲醛或 l
,

2一环 己二酮修饰
,

只导

致毒素的活性降低 5 倍 (M a k hn yr o t al
,

198 9)
。

因此
,

寻找其他手段研究结构与功能显得

十分必要
。

由于克隆化 D N A 的点突变技术的出现和成熟
,

使其成为研究蛋白质结构与功

能的理想手段
。

在所有已 发现 的海葵 毒素中
,

A犷B 表现 出最强的心肌收缩活性 (No rto
n ,

19 91 )
,

所以

大部分有 关海葵毒素结构与功能的研究都是 以 A P-- B 为材料获得的
。

1 9 92 年
,

A p
es
B表达

质粒 (P MGZ )的构建 (G
a llag he r o t al

,

19 9 2)
,

使用点突变技术研究海葵毒素的结构与功能

成为现实
。

BI Lun en th al 研究组 (众
e ra o t al

,

1 9 9 5) 基于 shl 的三级结构建立了 A P-- B的三维结构模

型
。

结果显示
,

A rg 一 12, A rg 一 14,l ys 礴8和 lys一49 形成正离子簇
,

它们参与和受体发生相互作

用
。

用点 突变 技术对 A犷B 中 A rg 一 12 ,A rg 一 14
,

lys 一 8 和 lys 一9 进行 了单点和 两点 突变
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(K上e ra e t a l
,

19 9 4 ;

Gal
l吧he r e r a l

,

19 9 4 ; Kh
e ra e t a l

,

19 9 5 )
,

通过 A犷人
,

A犷B 和 A p
一

B的

双突变体 R1 2s 一
K4 9 Q的电生理性质 比较研究表 明

,

A P-- B 中 A rg 一 12 和 lys 一9对 A犷B的高

亲和性及分辨钠通道异构体有决定性作用
; A rg 一 14 所带的正 电荷对生物活性来说不是必

不可少的
,

因为 A rg 一 14 突变体电荷的失去可能可以从 A rg 一 12 或两个 C 末端残基的电荷中

获得部分补偿
。

曾用胰蛋 白酶将 A P-- A 的 A rg 一 14 一Gl a-- 巧之间肤链切断
,

结果使 A少A完

全失去 了心肌刺激活性
,

但与钠通道 的结合 亲和力没有显著 的下 降 (Go ul d et al
,

19 9 0;

No rto
n ,

199 1)
,

因此认为
:

由残基 8一 18 组成 的不规则 的环状结构的正确构象
,

对海葵神经

毒素的心肌刺激活性起关键作用
; 而 ly s一48 所带正电荷对 A犷B 生物活性影响很小

。

现有的文献通常认为
:

在两大类海葵神经 毒素中处于无规则状态结构中的 A s
犷7,

As 犷9(仰pe D及 A s
犷6 一 A s

P-- 7 一 Gl u-- 8 (type ID 残 基结构
,

对毒素的活 性 十 分 重 要

(摊w e o m b 。 t “l
,

1 9 5 0 ; Barn
ani n 。t 。z

,

1 9 5 1 ;凡g h 。r 。1, 19 9 0 )
,

但没有确 切的结论
。

19 9 6

年
,

Bl um en th al 研 究组 (Kh
e ra 。t al

,

19 9 6) 用 点突 变技 术探讨了 A少B 中除 A rg 一 12
,

A rg,

lys
一48 和 lys 一9之外 的其它带电荷残基对毒素生物活性所起的作用

。

A s
P-- 7的突变将使

A犷B的突变体不能折叠成有活性的产物
,

突变体 H 39 A 和 H 3 4 A 的生物活性与 A犷B 的天

然产物相似或基本一致
。

相 比之下
,

伪N 和 K3 7 A 突变体和活性则 比 A P-- B本身要降低

7一12 倍
。

因此 K he ra 等 (19 9 6) 认为
:
A s

P-- 7是一个重要的结构残基
,

它的存在对二硫键的

形成
,

乃至高级结构的确定有关键的作用
。

而 A s
犷9 的负电荷并不是必不可少的

,

但能形

成氢键的侧链对多肤的正常折叠及作用于钠离子通道都起关键作用
,

另外
,

lys 一37 可能与

钠通道作用中发挥作用
。

顶as 一k ad am bi 等 (19 9 6) 还是用点突变技术研究了疏水性残基 Le u-- 18 和 n e一43 对A犷B

生物活性的贡献
。

他发现
,

n e一43 进行保守性突变
,

如 I43 L 和 I43 V 对生物活性影响不大
,

而 I43 A 和 I43 G 突变体则 不能正 常折叠 形成 三对二 硫键
。

对于疏水残基 玩u-- 18 进行

L1 8 V 和 L1 8A 突变
,

通过离子流动 (i
n fl ux )检测

,

可以 发现
,

L1 8 v 和 L1 8 A 突变体的生物

活性分别下降 23 1 倍和 6 72 倍
,

是至今发现对 A P-- B生物活性影响最大的残基
。

对表 1 中

Ty pe l型和 T ype n 型毒素的氨基酸序列进行分析
,

可以清楚看到
:

与 A犷B的 fe二 18 残基

对应的所有 已知海葵多肤毒素的氨基酸残基
,

都有强疏水性的侧链
,

如 Me 仁 Le
u ,

Phe 。

因此
,

认为
,

这个位置的残基 的强疏水性侧链对海葵毒素的活性起 关键性作用
。

另外
,

在

A p es B 的二级结构里
,

lle 一43 处于连接第三和第 四链 b 折叠的环状结构上
; 同时在三级结构

上
,

它与 Phe一2 4和 Ty o 25 形成疏水区是 A p
~

B折叠成有活性构象的重要条件
。

在 Shl 连接

第三和第 四链 b 折叠环状结构中
,

存在一个紧密的转角为强疏水性
,

由残基 38 一41 组成
,

残基 Ile 一39 和 Ile 一O的疏水侧链与空间相通的 Ty 卜36 和 Le u-- 24 的侧链相互作用形成分子

的疏水区
。

纵观 Ty pe l和 Ty pe n 毒素的一级结构
,

在 A p we
A 和 shl 对应的残基位置上

,

所

有的已知海葵毒素都是 由疏水性较强的 Le u 和 Ile 的残基构成
。

虽然 n e 一43 的突变对于钠

通道作用影响不大
,

但 n e-- 43 可能是一个重要 的结构决定子
。

3 结语

海葵神经毒素存在 12 个完全相同的基本氨基酸残基
,

它们是决定海葵神经毒素二级

结构的基本要素
。

海葵神经毒素的二级结构为
:

四链反向平行 的p折叠和三个连接 p折叠链的环状结构
;
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其 中不规则环状结构的正确空间构象对心肌刺激活性有决定性作用
。

从已确定的海葵神经毒素的二级和三维结构来看
,

毒素有十分相似的二级结构和几

乎相同的三维整体结构
,

但每种毒素的生理活性相差很大
,

从而表明毒素的活性不仅取决

于二级和三维结构
,

而且与毒素一级结构中残基侧链的空间构象密切相关
。

总结近年来海葵毒素结构与功能的研究成果
,

作者认为
:

Ty pe l毒素的 Ile 礴3残基和

Ty pe n 毒素的 n e
一o 可能是一个重要的结构决定 因素

,

而 Ty Pr l 毒素的第 18 位残基和

Ty pe n 毒素的第 17 位残基侧链的疏水性对海葵毒素的活性起关键性作用
。
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