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摘 要 虎纹捕鸟蛛毒素0"（B-C4;D(8:;0"，BE3F0"）是从虎纹捕鸟蛛（3%,%$(0(&4#+")5%$+）的粗毒中分离出

的一种多肽类神经毒素。为了探明该毒素分子中唯一的GH<残基与其生物学活性的关系，运用固相多肽合成技术

和69(@化学直接构建了G)7取代BE3F0"第$%位GH<（I$%）的突变体I$%G0BE3F0"；将合成的突变体置于含

谷胱甘肽的缓冲体系中氧化复性后用反相和特殊设计的离子交换BJKL纯化，并对之进行氨基酸组成、MN97;降

解与质谱分析。活性测定结果表明，BE3F0"分子中的I$%被G取代后，活性下降了/$O，提示I$%是与活性密

切相关的重要残基。
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由于天然多肽类毒素在神经生物学和医药学等

众多领域内有着广阔的应用前景，所以近年来这类

天然毒素的研究受到越来越多的关注。许多毒素的

结构和功能被相继阐明，其中部分毒素已经成为生

物学和药理学研究中的工具试剂，如#0银环蛇毒素

（#0?-;<7H(D(8:;）用于;GLAI的研究，$0芋螺毒素

（#0@(;(D(8:;=）用于钙离子通道的研究等［!］。与此

同时，以多肽毒素为对象的蛋白质工程研究也正处

于较快的发展之中。

虎纹捕鸟蛛毒素0"（BE3F0"）能阻断小鼠膈

神经0膈肌标本的神经肌肉接头传递，作用位点在突

触前膜［$］。该毒素只含22个氨基酸残基，其中的"
个L.=残基均参与三对二硫键的形成［2］。其分子采

取一种紧凑、致密的空间构象，包含典型的“抑制剂

胱氨酸结模体”（Q;A:?:D(H@.=D:;4R;(D9(D:S）［#］。这

类毒素分子量小，合成容易；稳定性高，不易失活，是

开展蛋白质工程研究的理想模型［5］。

包括BE3F0"在内的许多多肽毒素都是碱性

多肽，含有较多的K.=和GH<。有关研究业已证明，

这些碱性氨基酸残基大多位于分子表面，常常参与

活性位点的组成。BE3F0"分子中含有"个K.=，

!个GH<。构象分析结果表明，它们的侧链都不同

程度地位于毒素分子的表面，可能与毒素的生物学

活性有关。在&个碱性氨基酸残基中，仅有一个是

GH<（位于第$%位，即I$%），而且其侧链的溶剂可及

程度最低（!#O）［#］，所以，I$%与BE3F0"生物学

活性的关系就成了一个有趣的问题。本文旨在用固

相多肽合成技术，直接构建BE3F0"分子中第$%
位GH<被G)7取代的突变体I$%G0BE3F0"，鉴定

I$%与BE3F0"生物学活性的关系；同时，对化学

合成产物的氧化折叠及分离纯化方法等进行适当的

探讨；不仅加深对于BE3F0"结构与功能关系的

了解，而且可为蛋白质工程产物的后加工处理提供

参考资料。

) 材料和方法

)*) 试剂与仪器

苯丙三唑四甲基脲四氟硼酸盐（3T3U）、!0羟

基苯丙三唑（BVTD）、+0甲基吗啉（+WW）、二甲基

甲酰胺（XW6）、二硫苏糖醇（X33）、还原型谷胱甘



肽（!"#）、氧 化 型 谷 胱 甘 肽（!""!）、三 氟 乙 酸

（$%&）和哌啶（’()*+(,(-*）均为"(./0公 司 产 品；

’#1树脂为&))2(*,1(34546*/4公司产品；78芴甲氧

羰基（%/39）氨基酸衍生物为:(22()3+*公司产品，其

中部分氨基酸侧链的保护方法如下："*+和$;+为

叔丁醚（61<）保护；!2<和&4)为叔丁酯（=61<）；

>54、#(4和&4-为三苯甲基（$+6）；?54为叔丁氧羰

基（139）。所用的其它试剂均为市场上纯度最高的

试剂。

自动多肽合成仪为’(3-**+$:’*)6(,*"5-6;*4(4
"546*/，’*+"*)6(@*1(34546*/4公司产品。

!"# 突变体的固相合成

突 变 体 ABC&8#D$E8!的 固 相 合 成 在 ’(38
-**+$:多 肽 合 成 仪 上 进 行。’#1树 脂 的 用 量 为

CFG//32。在$1$H、#=16及I::的介导下，用

J倍过量的%/39氨基酸进行偶联。用BCK哌啶去

%/39保护；溶剂为L:%。最后侧链保护基团的去

除和多肽链的裂解用试剂A（$%&M苯甲硫醚M二巯

基乙烷M苯甲醚N7CMJMOMB，!／!）同时进行［P］，室

温下反应BFJ;。裂解下来的多肽用预冷乙醚沉淀，

离心收集；乙醚洗涤多次后冷冻干燥。

!"$ 氧化复性和分离纯化

在BC&8#D$E8!的氧化复性之前，先参照文

献［Q］的方法对其进行还原及脱盐和纯化处理。还

原型ABC&8#D$E8!的氧化折叠参照文献［R］的方

法进行：将冻干的还原型ABC&8#D$E8!样品溶于

适当体积的乙酸胺缓冲液（CFG/32／?，CFCCB/32／?
SL$&，CFCCO/32／?!"# 和CFCCCO/32／?!""!，

)#7FJ）中，使样品浓度在GCTJ/32／?左右。室温

（BC"BJU）下反应BV;后，用冰醋酸将反应混合液

酸化至)#OFC"VFC并再次用反相柱脱盐。经脱盐

的氧化型ABC&8#D$E8!样品的进一步纯化在带

D06*+4’8G阳 离 子 交 换 柱（GC//WGCC//）的

D06*+4PJCS色谱系统上进行，洗脱液：（&）CFB/32／

?I0#B’=V；（1）CFB/32／?I0B#’=V；（>）GFC/32／?
I0>2；（L）双蒸水。先后进行两次离子交换（配合以

反相#’?>脱盐）。第一次用I0>2的线性梯度［VC
/(-内C"RCK（>）］洗脱；第二次用)#（I0B#’=V）

梯度洗脱。洗脱速度为GFC/?／/(-。

分离纯化过程中，用监测活性的方式跟踪目

的峰。

!"% 产物的鉴定

ABC&8#D$E8!氨基酸组成分析按文献［7］的

方法进行；序列分析按文献［GC］的方法进行；准确质

量的测定在美国1+<X*+公司生产的’+3%?SE$:#
型 :&?LY8$=%（:06+(Z8044(46*,204*+,*43+)6(3-／

(3-([06(3-86(/*83\8\2(.;6）质谱仪上进行：线性模式检

测正离子；激光重复率JFCC#[；离子源加速电压G
（Y"／G）BCFCCX]；离子源加速电压B（Y"／B）GRFJX]；

凸镜电压（?*-4@3260.*）QFJX]；仪器的控制和数据

的处理由1+<X*+公司开发的控制软件和"<-工作

站完 成。用CFGK$%&8OCK乙 腈／水 混 合 液 制 备

>>&（$8950-38V8;5,+3Z59(--0/(909(,）的饱和液，然

后取G%?样品（G)/32）与G7%?此>>&饱和液混

合，再取G%?混合液在质谱仪的样品盘上点样，室

温干燥后测定。用外标法进行校正。

!"& 生物学活性的测定

参照文献［GG］的方法，用离体小白鼠膈神经8膈

肌标本测定ABC&8#D$E8!的神经毒活性。

# 结 果

#"! 突变体的合成效果

冷 冻 干 燥 后 的 ABC&8#D$E8!粗 品 经 A’8
#D$E8!分析的结果见图G。

图G ABC&8#D$E8!合成粗品的A’8#’?>分析图谱

%(.̂G &-0256(9029;+3/063.+0/3\9+<,*45-6;*6(9
ABC&8#D$E8!_5A’8#’?>

>32</-：‘D!>GRGC%/+*@*+4*8);04*932</-，VFC//WBJC//

1<\\*+：（&）ĈGK$%&(-a06*+；（1）ĈGK$%&(-09*63-(6+(2*

!+0,(*-6：GCK"QJK（1）(-BO/(-，%23a+06*：CFQ/?／/(-，

$*/)*+06<+*：VCU，L*6*96(3-：BRC-/

质谱分析结果证明，图G中保留时间约为BG/(-的

主峰为目的肽峰。该峰面积占总面积的OPFQQK，

提示合成粗品中目的肽的含量大约在G／O左右。

#"# 复性突变体的分离纯化

ABC&8#D$E8!氧化复性后，在A’8#’?>分

析中形成了主峰明显的图谱（图B）。活性监测结果

表明，图 中 的 主 峰 为 复 性 峰，提 示 大 多 数 ABC&8
#D$E8!分子已复性。同时也有部分空间构象略
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有差异的不完全复性的分子存在。由于它们与复性

分子的疏水性差异很小，反相柱难以将它们完全分

开，故收集在一起后用离子交换!"#$进一步纯化。

第一次离子交换纯化（盐梯度洗脱）结果见图%。

图%中箭头所指的尖峰（保留时间约为%&’()）

为复性峰。其第二次离子交换!"#$（*!梯度洗

脱）纯化结果见图+。

图, -,./0!1230!氧化复性样品-"0!"#$分析图谱

4(56, /)789:(;78;<=>’7:>5=7’>?>@(A7:(BC89=C)7:D=CA
-,./0!1230!E9-"0!"#$6

!：-C)7:D=CA*C7F

图% 复性-,./0!1230!样品第一次离子

交换!"#$图谱（盐梯度洗脱）

4(56% 2<C?(=G:(>)0C@;<7)5C!"#$;<=>’7:>5=7’>?
>@(A7:(BC89=C)7:D=CA-,./0!1230!

（C8D:CAE97H7$85=7A(C):）

活性检测及质谱分析结果表明，图+中箭头所

指的尖峰（保留时间约为%,’()）为复性峰。它在分

析型-"0!"#$（图&）及质谱图（图I）中均呈现单一

的谱峰，说明样品已纯化至均一程度。

图I显示，-,./0!1230!的分子量（JK!）K

为%IIILMNO，而其理论值为%II&L+&O，二者十分接

近，提示-,./0!1230!分子中I个半胱氨酸残基

的巯基均参与了二硫键的形成。此外，通过序列分

析连续测定了-,./0!1230! H端的,.多个残

基，结果表明，-,./0!1230!分子H端的序列为

图+ 复性-,./0!1230!第二次离子交换

!"#$纯化图谱（*!梯度洗脱）

4(56+ 2<CGC;>)A(>)0C@;<7)5C!"#$;<=>’7:>5=7’>?
>@(A7:(BC89=C)7:D=CA-,./0!1230!

（C8D:CAE97*!5=7A(C):）

图& 复性突变体-,./0!1230!纯品的

分析型-"0!"#$图谱

4(56& 2<C7)789:(;78-"0!"#$*=>?(8C>?:<C=C)7:D=CA
7)A*D=(?(CA-,./0!1230!

图I 突变体-,./0!1230!纯品质谱分析图

4(56I J/#OP02Q4’7GG7)789G(G>?:<C
*D=(?(CA-,./0!1230!

!,H0/$RST4O/$2"SRHU$$"H/T$V———， 而

!1230! H 端 的 相 应 序 列 为 !,H0/$RST40
O/$2"0SRHU$$"H-T$V———， 所 以， -,./0
!1230!H端的序列与预期的完全相符，第,.位

是/而不-。-,./0!1230!的氨基酸组成分析

,M+ 生 物 工 程 学 报 WI卷



结果也与理论值相符（括号中为理论值）：!"#$%&’
（$），!()$%*+（*），,")&%&*（&），,"-&%.’（/），01(
+%./（&），234&%&5（&），2-(’%6/（7），893+%.$（&），

8:;/%&+（/），<3:+%.&（&），=9:+%.5（&），>#"/%&+
（/）?@-(和=:A因酸水解破坏不能定量测定。说明

B/+!C0D=EC!的合成是正确的。

!"# 突变体的生物学活性测定

活性测定结果如表&。可见，!"#替代0D=EC
!第/+位!:F后，0D=EC!的神经毒活性下降了

./G。

表$ %!&’()*+,(!和天然)*+,(!对小鼠

膈神经(膈肌接头传递的影响

+-./0$ 122034562%!&’()*+,(!-787-49:-/)*+,(!
674;0709:6<9539/-:4:-75<=55=67

62=56/-408<6950>;:07=370:?0(8=->;:-@<>:0>-:-4=67

83AH1I3
@;JK3JH:#H1;J

／（L;"／2）

M";KN#I3

H1L3／L1J

B3"#H1O3

#KH1O1H-／G

P#H4:#"0D=EC! /?5Q&+R7 /5 &++

B/+!C0D=EC! ’?’Q&+R7 &/. 6

# 讨 论

多肽毒素结构与功能的蛋白质工程改造可以通

过基因工程的途径实现，也可以通过多肽合成直接

突变氨基酸残基的途径进行。用固相多肽合成的方

式构建这类分子的突变体具有简洁、快速的特点，不

仅可以在较短的时间里对多肽分子的关键残基、活

性部位以及结构与功能的关系等作出鉴定，而且还

有可能得到生物学活性增高的突变体或通过活性位

点的转移使活性多肽分子获得新的功能乃至创造出

自然界本不存在的全新蛋白质。

用固相化学合成方法制备的突变体刚从树脂上

切下时处于变性状态，在活性鉴定之前必须进行复

性处理。尽管有利用粗品直接进行氧化复性的报

道［&/，&$］，但在本研究中发现，进行氧化复性之前对

合成粗品进行适当的还原处理，并对合成粗品及还

原样品液进行仔细的脱盐纯化可使氧化复性后的

“复性峰”面积增大，杂峰减少。这可能是由于空气

及某些氧化性物质的影响，使合成粗品中多肽的R
<0呈现影响二硫键正确配对的各种氧化形式，所

以氧化复性前使合成多肽的巯基处于均一的还原状

态，同时除去粗品中残存的清除剂、残缺肽及还原液

中的还原剂等杂质有利于氧化复性的的顺利进行。

虽然在低温及空气氧化的条件下，多肽的氧化

复性相当缓慢［&*］。但在室温及有,<<,C,<0等复

性“促进剂”存在时复性十分迅速。不过，由于谷胱

甘肽介导的二硫键配对是一个平衡过程，难以进行

到底［&’］；加上突变体分子较小或有部分消旋的影

响，所以复性液中总会或多或少存在一些二硫键错

配的构象异构体。它们分子表面的疏水性及电荷分

布差异较小，所以大多数情况下难以用单一的分离

方法将它们分开。用同一根离子交换柱先后进行两

次离子交换，间以反相柱脱盐，一次用盐梯度洗脱，

另一次则用A0梯度洗脱，不失为一种巧妙的分离

纯化构象异构体的方法。

进行单残基替换突变时，一般是用!"#或,"-
替换可能的关键残基。若替换后蛋白质的活性大幅

度降低或完全丧失，则被替换的残基是与活性密切

相关的的关键残基；反之则是与活性关系不大或无

关的残基。一般认为，!"#比,"-更适合替换大多

数残基，因为!"#不带电荷，侧链小，没有形成氢键

的能力，一般不参与活性位点的组成；在蛋白质构象

中的位置既不像,"-那样灵活。又不像8:;那样呆

板，是一种适中的选择；此外，!"#本身在蛋白质中

的含量比,"-高，在蛋白质的各种二级结构中都有

!"#的存在［&7］，而且有人证明!"#比,"-更能稳定

蛋白质的"C螺旋结构［&5］，因此，许多有关研究都是

用!"#替换，进行所谓的“丙氨酸扫描”（!"#C<K#JC
J1JF）”。

蛋白质的氧化折叠不是一个简单的过程，涉及

许多复杂的反应。在该过程中，有可能形成二硫键

配对方式不同的多种类型的分子构象，但在二硫键

配对正确和错配的分子构象之间存在动态平衡，当

然，这种动态平衡倾向于形成二硫键配对正确的分

子构象，因为二硫键配对正确的分子构象更具有热

力学上的稳定性［&6］，最终使得具有正确二硫键配对

和适宜空间构象的多肽分子占大多数，从而在反相

082@图谱中呈现一个“复性主峰”。

尽管本文工作中没有直接测定B/+!C0D=EC
!的二硫键配对情况，但参考文献［&.］中的PSB
等方法鉴定化学合成的0D=EC!的复性真实性时

证明了这种复性条件下二硫键正确配对的可靠性。

此外，B/+!C0D=EC!氧化折叠处理以前以及“复

性主峰”以外的峰均完全不能阻断膈神经C膈肌标本

的神经肌肉接头的传递，所以，生物学活性的测定结

果也间接地证明了B/+!C0D=EC!氧化折叠的正

确性。

利用小白鼠膈神经C膈肌标本所进行的活性测

$.**期 王贤纯等：虎纹捕鸟蛛毒素C!单残基突变体B/+!C0D=EC!的化学合成与性质分析



定结果表明，与天然!"#$%!相比，&’()%!"#$%
!的生物学活性降低了*’+，说明!"#$%!的第

’(位 精 氨 酸 虽 然 其 侧 链 的 溶 剂 可 及 程 度 最 低

（,-+），但仍是与!"#$%!生物学活性相关程度

较大的重要残基。联想到有的碱性氨基酸残基（如

第三位的./0）的侧链溶剂可及程度比&’(的高

（11+），但与!"#$%!的生物学活性的关系反而

不如&’(的密切（23)%!"#$%!保留’(+的生物

学活性）［4］，提示即使是多肽分子中同一类型的氨

基酸残基，其侧链的溶剂可及程度也并不能反映残

基与活性关系的密切程度。
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