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芋螺属于腹足纲软体动物，外形呈圆锥形或

芋头状，并因此而得名. 芋螺多数生活在热带海
洋中的浅水区，利用毒素为主要武器进行捕食，

目前已发现了 500~700种芋螺，而每种芋螺能产
生 100~200种不同的芋螺毒素，因此自然界中存

在着几万到几十万种芋螺毒素.
芋螺毒素是芋螺毒液管壁细胞生产和分泌出

来的一类活性小肽，能作用于细胞膜上的钠、
钾、钙等多种离子通道和神经递质的受体，以此
来干扰细胞或神经中的信号传递. 大多数的芋螺
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摘 要： 芋螺毒素是一类由芋螺毒液管分泌的生物活性小肽， 能特异地作用于各种离子通道和神经递质受体.
芋螺毒素的一个显著特点是具有高度的翻译后修饰， 包括 Glu 的 γ 羧基化、 L 型氨基酸到 D 型氨基酸的异构
化、 Pro 等的羟基化、 Trp 的溴代等. 这些翻译后修饰在提高芋螺毒素分子多样性的同时， 也增强了芋螺毒素
的功能. 现主要针对芋螺毒素中的各种翻译后修饰的发现、 分布、 功能和参与反应的酶系统进行综述.
关键词： 芋螺毒素； 活性多肽； 翻译后修饰； 谷氨酸 γ 羧基化； 氨基酸异构化
中图分类号： Q71； R996.3 文献标识码：A 文章编号：1007-7847（2009）03-0258-10

Review on Posttranslational Modification of Conotoxin
ZHANG Ling1，YUAN Duo-duo2，CHI Cheng-wu1，2

（1． Institute of Protein Research，Tongji University，Shanghai 200092，China；2． Institute of Biochemistry and Cell Biology，
Shanghai Institute of Biological Sciences，Chinese Academy of Sciences，Shanghai 200031，China）

收稿日期：2008-10-17；修回日期：2009-03-16
基金项目：国家“973”计划项目（2004CB719904）
作者简介：张玲（1986-），女，安徽黄山人，硕士研究生，主要从事多肽毒素研究，Tel：021-65988805，Fax：021-65988403，E-mail：
zhangling19860116@hotmail.com；袁多多（1980-），女，河南遂平人，助理研究员，主要从事活性多肽结构与功能的研究；戚正武（1932-），
男，浙江宁波人，上海生命科学研究院生化细胞所研究员，同济大学蛋白质研究所所长及化学系主任，中国科学院院士，第三世界科学

院院士，从事活性多肽及胰蛋白酶结构和功能的研究.

Abstract：Conotoxins are neuropharmacologically active peptides secreted by the venom ducts of cone
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（PTM），including carboxylation of glutamic acid，epimerization of an L- to D-amino acid，hydroxylation of
proline，bromination of tryptophan and so on. Those various types of PTMs can greatly increase the
molecular diversity and improve physiological functions of conotoxins. The discovery，distribution and
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毒素只有 10~40个氨基酸，是分子质量较小的一
类多肽毒素，而蛇、蜘蛛及海葵等物种的毒液中
所含的神经毒素则有 40~80个氨基酸左右. 根据
高度保守的信号肽序列，将芋螺毒素分为若干个

超家族. 在此基础上，根据每个成员保守的半胱
氨酸骨架，结合其药理学活性，将之进一步分为

若干个家族，例如：O-超家族包括 ω-、μO-、δ-和
κ-芋螺毒素，T-超家族包括 τ-和 χ-芋螺毒素，A-
超家族包括 α-、αA和 κA-芋螺毒素等.
芋螺毒素是迄今为止所发现的翻译后加工

最为复杂的多肽，除了具有常见的翻译后修饰如

成熟肽的蛋白酶剪切和 C末端酰胺化外，还具有
一些其他物种罕见的修饰，如：Glu 的 γ 羧基化
修饰、L 型氨基酸到 D 型氨基酸的异构化、Pro
等的羟基化、Glu 的环化、Trp 的溴代化，Ser 或
Thr糖基化及 Tyr的磺基化等（图 1、表 1）. 其中
有些翻译后修饰是首次在芋螺毒素中报道，如

Trp的溴代修饰，因此研究芋螺毒素可以更好地

了解多肽的翻译后修饰. 芋螺毒素中翻译后修饰
的分布极度不均一，有些家族，如 ω、δ和 μ 家
族的芋螺毒素很少有翻译后修饰，而有些家族的

芋螺毒素却存在高度的翻译后修饰 . 例如，
Bromocontryphan-R共有 8个氨基酸［1］，其中一个

Trp被溴代修饰，另一个 Trp被差向异构化成 D
型 Trp，另外还有两个羟基化的 Pro；tx5a 的 13
个氨基酸中有 4个残基分别被 γ羧基化、溴代、
糖基化和羟基化修饰［2］.

1 常见的翻译后修饰

芋螺毒素的基因在毒液管壁细胞中表达产

物是包括高度保守的 pre区、pro区和高度变异
的成熟肽的前体（prepropeptide），而在分泌至毒
液管之前，所有芋螺毒素的 prepropeptide均会被
蛋白酶剪切加工成成熟肽（图 2）. 这种翻译后加
工发生在 pro区和成熟肽之间，且蛋白酶酶切的
P6~P1位点具有一定的规律性，因此这种翻译后

图 1 芋螺毒素中各种翻译后修饰的氨基酸的结构示意图［3］

Fig.1 Review of the structures of posttranslationally modified amino acids documented in Conus peptides［3］
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修饰具有极高的可预测性［3］. 77%的 P1 位点为
Arg，40%的 P2 位点为 Lys，其它的为疏水性氨
基酸，如 Val、Leu 和 Ile，P4位点 40%为 Leu. 因
此，芋螺毒素的 prepropeptide 的信号序列（pre
区）后的第一个 Cys前如果存在---LXKR↓X， ---
LXXR↓X， ---XXKR↓X 或 ---XXXR↓X 的序
列，这些序列的 Arg后通常会被蛋白酶酶切，形
成成熟肽. 但值得注意的是，如果上述的特征序

列出现在 Cys之后，则不会导致蛋白酶酶解，这
可能是因为二硫键形成后，芋螺毒素紧凑的结构

阻止了进一步的蛋白酶酶解反应. 之前有研究人
员报道了参与这种翻译后修饰的蛋白酶———属
于 CRISP家族的 Tex31蛋白酶［4］，但随后本实验

室的研究人员否认了该结论，认为 Tex31并不具
有蛋白水解酶的活性［13］.

表 1 芋螺毒素的各种翻译后修饰
Table 1 Posttranslational modifications of conotoxins

Modification Peptide Sequence Enzyme References
Proteolytic processing

Disulfide bridge formation
Amidation of C-terminus

Hydroxylation
Carboxylation of glutamic acid
Bromination of tryptophan
Isomerization of tryptophan
Cyclization of N-terminal Glu
Sulfation of tyrosine
O-glycosylation

σ-TxVIA

Tx3a
MI

GIIIA
Conantokin-G
Bromocontryphan
Contryphan
SmIIIA
EpI
SIVA

DDSKNGLENHFWKARDEMKNREASKLDKK
EACYAPGTFCGIKPGLCCSEFCLPGVCFGG
CCSWDVCDHPSCTCCG
GRCCHPACGKNYSC*

RDCCTOOKKCKDRQCKOQRCCA*

GEγγLQVNQγLIRγKSN*

GCOωEPWC*

GCOωEPWC*

ZRCCNGRRGCSSRWCRDHSRCC*

GCCSDPRCNMNNPY覭C*

ZKSLVPS§VITTCCGYDOGTMCOOCRCTNSC*

Proprotein convertase

Disulfide isomerase
Protein amidating
Monooxygense
Proline hydroxylase
γ-Glutamate carboxylase
Bromo peroxidase
Tryptophan epimerase
Glutaminyl cyclase
Tyrosyl sulfotransferase
Polypeptide HexNAC
transferase

[4]

[5]
[6]

[7]
[8]
[1]
[9]
[10]
[11]
[12]

图 2 芋螺毒素前体序列组成示意图
Fig.2 Composition of conotoxin prepropeptides

除了成熟肽的蛋白酶剪切外，另一种芋螺毒

素中常见的翻译后修饰是 C末端的酰胺化. 这种
翻译后修饰是将成熟肽 C 末端的 Gly 剪切掉而
成. C末端的酰胺化具有很高的可预测性［3］：如

果 C末端是以---XG（X1）n结尾，其中 X1为 Lys
或 Arg，n 介于 0~4之间，则这条多肽的 C末端
极有可能会被酰胺化. C末端酰胺化对芋螺毒素
的结构有一定的影响. α芋螺毒素中除了 GID之
外，C末端都被酰胺化了，而与 α家族有着相似
分子质量的 λ和 χ家族成员的 C末端却大多数
是游离的. 有意思的是，α芋螺毒素的二硫键配
对方式为 1-3、2-4，而 λ或 χ家族为 1-4、2-3. 这

促使 Kang等着手研究 C末端酰胺化对芋螺毒素
的折叠以及二硫键配对方式的影响［14］. 他们的研
究表明未被酰胺化的 C末端带负电荷，这有助于
1-4、2-3这种配对方式的形成，而酰胺化的 C末
端则会促进 1-3、2-4配对方式的形成.
芋螺毒素中二硫键的形成是另一种常见且

重要的翻译后修饰，因为绝大多数芋螺毒素含有

1~5对二硫键，这些二硫键可以使芋螺毒素形成
良好的刚性结构，发挥高效的生理功能. 在富含
二硫键的芋螺毒素中，半胱氨酸的正确配对显得

尤为重要，因为只有正确配对的芋螺毒素才能有

相应的生理功能，而只有复杂而精确的酶系统才

能保证二硫键的正确形成. Wang等从大理石芋
螺中克隆出了蛋白质二硫键异构酶（protein
disulfide isomerase，PDI）的基因，发现大理石芋
螺中的 PDI与其他物种的 PDI 具有很高的相似
性［5］. PDI的基因在大肠杆菌中的表达产物具有
氧化和异构酶的活性，能有效地催化芋螺毒素的

氧化折叠和二硫键异构.

注： *： C 末端酰胺化； γ： 羧基化谷氨酸； O： 羟基化脯氨酸； ω： 溴代色氨酸； W： D 型色氨酸； Y覭： 磺基化酪氨酸； S§： 糖基化丝氨
酸； 阴影部分为芋螺毒素成熟时被蛋白酶酶切掉的前体序列.
Notes： *： C-terminal amidation； γ： carboxylated glutamic acid； O： hydroxylated proline； ω： brominated tryptophan； W： D-tryptophan； Y覭：
sulfated tyrosine； S§： glycosylated serine； the shadowed sequences are pre and pro regions that would be removed by proteases during the
maturation of conotoxins.

proteolytic processing

conserved hypermutable

pre region pro region mature peptide
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2 谷氨酸的 γ羧基化修饰

Glu 的 γ 羧基化修饰需要谷氨酸 γ 羧基化
酶、氧气、二氧化碳和还原性的维他命 K，反应
时 Glu γ碳上的质子被 CO2分子取代而形成 γ羧
基 Glu（Gla）［3，15，16］（图 3）. 这种维他命 K依赖的
Glu的 γ羧基化修饰最早发现于凝血因子中［17］，

随后又在参与骨新陈代谢的蛋白以及基质蛋白

中发现［18，19］. 在芋螺毒素 conatokin-G 被发现之
前，人们一直认为 Glu的 γ羧基化修饰只存在于

哺乳动物系统中. 到目前为止，芋螺是唯一发现
含有 Gla的非脊椎动物. conatokin-G［8］是第一个

在无脊椎动物中发现的含有 Gla的多肽，含有 5
个 Gla残基且不含二硫键，是 N-甲基-D-天冬氨
酸受体（NMDA）的阻断剂. Conatokin家族的很多
成员如 conatokin T ［20］、conatokin R ［21］、conatokin
L［22］都含有 Gla. 除了 conatokin家族外，还有很多
家族的芋螺毒素含有 Gla，如 O超家族的bromos-
leeper peptide ［23］、P 超家族的 spasmodic peptide
［24］、T超家族的 ε-TxⅨ［25］和 contryphan［26］（表 2）.

图 3 谷氨酸γ 羧基化的修饰过程［3］

Fig.3 Biosynthetic pathway for vitamin K-dependent synthesis of γ-carboxyglutamic acid［3］

表 2 含有 Gla 的各超家族芋螺毒素
Table 2 Conotoxins containing Gla from different superfamilies

Superfamily Peptide Sequence References

Conatokin
O
T
P
A
I
Contryphan

Conatokin-R
Bromosleeper peptide
ε-TxⅨ
Spasmodic peptide
GID
Gla-TxX
Glacontryphan-M

GEγγLQVNQγLIRγKSN*

ωATIDγCγγTCNVTFKTCCGOOGDWQCVγACPV
γCCγRGωCCT§AAO
RDCCTOOKKCKDRQCKOQRCCA*

IRDγCCSNPACRVNNOHVC
CIPγGSSCSSSGSCCHKSCCRWTCNQPCLIP*

NγSγCPWHPWC

[21]
[23]
[25]
[24]
[33]
[30]
[26]

注： *： C 末端酰胺化； γ： 羧基化谷氨酸； O： 羟基化脯氨酸； ω： 溴代色氨酸； W： D型色氨酸； T§： 糖基化苏氨酸.
Notes： *：C-terminal amidation；γ：carboxylated glutamic acid；O：hydroxylated proline；ω：brominated tryptophan；W：D-tryptophan；T§：
glycosylated threonine.

Glu 的 γ 羧基化修饰需要 γ 羧基化酶的作
用 . Stanley 等 第 一 次 在 芋 螺 的 微 体 组 分
（microsomal fraction）中检测到了 γ羧基化酶的活
性，并且证明芋螺和哺乳动物中的 γ羧基化酶
具有很多相似性，比如都需要还原性的维他命

K，且都能被硫酸铵激活［27］. 但凝血因子 IX尽管

是牛 γ羧基化酶的底物却不能被芋螺的 γ 羧基
化酶羧基化，说明这两种酶要求不同的 γ羧基化
识别位点或结构. Czerwiec等利用 γ羧基化酶的
保守序列克隆出织锦芋螺中 γ 羧基化酶的
cDNA，并且该基因在真核细胞中的表达产物具
有 γ羧基化酶活性［28］. 实验证明 γ羧基化酶具有
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两个活性位点，一个为底物结合位点，另一个

为调控位点.
γ羧基化酶除了在芋螺中发现之外，近年来

通过 cDNA克隆的方法从成年果蝇中也得到 γ羧
基化酶的 cDNA，并且该基因在真核细胞中的表
达产物具有明显的 γ羧基化酶的活性［29］. Bandyo-
padhyay等通过对人、果蝇和芋螺的 γ羧基化酶
的基因结构和翻译后的蛋白序列进行比较，发现

它们具有很高的相似性. 从进化角度上说，这
种翻译后修饰的存在要早于这些物种的进一步

分化［16］.
芋螺毒素中 Glu 的 γ 羧基化修饰需要有 γ

羧基化的识别序列（γ-CRS）. γ-CRS存在于芋螺
毒素的 pro区，其中的一些疏水性氨基酸起到决
定性作用［15］. 近年的研究表明，芋螺毒素的 γ-
CRS并不都存在于 pro区［30］，例如两种芋螺毒素

Gla-TxX和 Gla-TxXI都含有 Gla，但它们的 cDNA
前体序列并没有 pro区，而在 C末端成熟肽之后
有一段称为 postpeptide 的延伸，在 Gla-TxX 和
Gla-TxXI成熟时，postpeptide会被剪切掉. 当加
入 Gla-TxXI 的 postpeptide 时，芋螺毒素的 γ 羧
基化酶对 FLEEL 和 conantokin-G 这两种底物的
Km值降低了 440倍，证明这两种毒素的 γ-CRS
存在于 postpeptide中.

Glu 的 γ 羧基化修饰在芋螺毒素的很多家
族中广泛存在，有些多肽甚至含有 4~5 个 Gla，
并且 γ 羧基化酶在脊椎、软体和节肢动物中也
普遍存在，说明这种翻译后修饰有着重要的功能.
实验证明 Glu 的 γ 羧基化修饰能使 conatokin G
发生构象的改变［31］. 当 Gla与 Ca2+离子结合时，
conatokin G 从无规则的曲线转变成线性的 α 螺
旋，从而暴露螺旋反面的疏水性氨基酸，形成有

生理活性的结构. 此外，有实验证明 Gla在 Ca2+

离子存在的情况下能促进芋螺毒素的氧化折

叠，但并不能增加已折叠肽的生理活性［31］ . 除
了能改善多肽的结构之外，Gla对多肽的功能也
有很大影响. 电生理实验表明 glacontryphan-M
能 有 效 抑 制 L 型 的 钙 离 子 通 道 ， 而 当
glacontryphan-M中的 Gla被替换成 Glu时，该芋螺
毒素就散失了对钙离子通道的阻断活性 .
glacontryphan-M 的生理活性依赖于 Ca2+离子，
可 能 是 因 为 只 有 当 Gla 能 结 合 Ca2 +后 ，

glacontryphan-M 才能形成良好的构象，进而与
钙离子通道发生相互作用 ［26］ .

3 L型氨基酸到 D型氨基酸的差向异构化

差向异构化是指肽链上的某个氨基酸从 L
构型转变成 D构型. 这是一种最微妙最难检测
的翻译后修饰，现有的蛋白质组学的方法如

Edman测序或质谱很难检测. 越来越多的实验证
明差向异构在生物界里广泛存在，比如在脊椎、
节肢以及软体动物中都曾被发现.
这种翻译后修饰最早在蛙皮里的 dermophin

中发现［34］，随后又在多种毒素或多肽里发现，如

蜘蛛毒素 ω-agatoxin［35］、澳大利亚鸭嘴兽的 C型促
尿钠排泄的多肽［36］、非洲巨型蜗牛中的 fulicin［37］

以及芋螺毒素. Contryphan-R ［9］是首次被发现含

有 D型氨基酸的芋螺毒素. 迄今为止，已发现了
一系列的 contryphan 含有 D 型氨基酸 . 除此之
外，I 超家族 ［ 38］、conophan ［ 39］、conomap ［40］以及

conomaphin［41］家族的一些成员也被发现含有 D型
氨基酸.
差向异构化在短肽中的出现遵循着位置原

则（position rule），即异构化只发生在 3个位置：
N端的第 2 位（+2）、C端的倒数第 3（-3）和第 5
位（-5）（r11c除外［38］，表 3）. 值得注意的是，+2、
-3、和-5位这 3个位置的异构化在芋螺毒素中均
有发现，如 conomap［40］的+2位，conomarphin［41］和

r11a［38］的-3位以及 contryphan［9］的-5位，而在其他
物种中，异构化修饰绝大部分都发生在+2位. 这
也许因为芋螺已经进化出了一套复杂的系统才

能在这 3个位置都进行异构化修饰. 然而目前还
不清楚不同位置的异构化修饰是否由同一个酶

系统完成. 值得一提的是 D型异构化在芋螺中
进行得比较彻底，即一条肽只存在一种构型，而

在澳大利亚的鸭嘴兽的防御肽以及促尿钠分泌

肽中却存在 L型和 D型两种异构体［36］ . 目前在芋
螺中还没有关于差向异构酶的报道，但在鸭嘴兽

和蜘蛛中已经检测并验证了这种酶的存在［42，43］.
目前已有一些研究阐明芋螺毒素中差向异

构化修饰的生物学功能. 本实验室的 Han 等通
过实验证明芋螺毒素 conomarphin中-3位的 D型
Phe对该多肽结构的形成发挥着重要的作用［41］.
天然的 conomarphin 在溶液里有很好的空间构
象：第 8位 Pro周围有一紧凑的 loop结构，C末
端有一个 310螺旋，而当-3位的 D型 Phe被替换
成 L 型 Phe 时，loop 结构就会消失，肽链也会
变直 . Dutertre 等从 conus vitulinus 的毒液中发
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现了一条含有 D型氨基酸的多肽 conomap-Vt［40］.
conomap-Vt是高效的兴奋剂，然而当将第 2位的 D
型 Phe替换成 L型 Phe时，其活力与天然的相比
明显下降，说明 D型氨基酸能提高该多肽的生
物活性 . 又如 r11b， r11c 的-3 位分别是 D 型
Phe 和 D 型 Leu. 天然的 r11b 和 r11c 仅需 20

pmol就能引起小鼠兴奋症状（竖尾、快速行走、
转圈、触觉敏感），而对于它们的 L型异构体来
说，则需要 100 pmol. 另外，天然的 r11a和 r11b
能够在神经细胞中引发重复性动作电位，而它们

的 L型异构体却没有此活性［38］.

表 3 含有 D 型氨基酸的芋螺毒素序列以及位置规则
Table 3 Conotoxins containing D type amino acids and the position rule

Superfamily Peptide Sequence Epimerization
site References

Contryphan

I1

Conophan

Conomap
Conomarphin

Contryphan-Sm
Contryphan-P
Contryphan-R
Contryphan-Vn
Bromocontryphan
Contryphan-Tx
Leu-Contryphan-P
Leu-Contryphan-Tx
Glacontryphan-M
r11a
r11b
r11c
gld-V*

gld-V
mus-V*

mus-V
Conomap-Vt
Conomarphin

GCOWQPWC*

GCOWDPWC*

GCOWEPWC*

GDCPWKPWC*

GCOWEPωC*

GCOWQPYC*

GCVLLPWC
CVLYPWC
NγSγCPWHPWC
GOSFCKADEKOCEYHADCCNCCLSGICAOSTNWILPGCSTSSFFKI
GOSFCKANGKOCSYHADCCNCCLSGICKOSTNVILPGCSTSSFFRI
GOSFCKADEKOCKYHADCCNCCLGGICKOSTSWGCSTNVFLT
AOANSvWS
AOANSVWS
SOANSvWS
SOANSVWS
AFVKGSAQRVAHGY
DWEYHAHPKONSFWT

-5
-5
-5
-5
-5
-5
-5
-5
-5
-3
-3
-2
-3
-3
-3
-3
+2
-3

[45]
[45]
[9]
[46]
[1]
[47]
[48]
[47]
[26]
[38]
[38]
[38]
[39]
[39]
[39]
[39]
[40]
[41]

注： *： C 末端酰胺化； γ： 羧基化谷氨酸； O： 羟基化脯氨酸； ω： 溴代色氨酸； v： D 型羟基化缬氨酸； 标有下划线的氨基酸表示 D 型氨
基酸.
Notes：*：C-terminal amidation；γ：carboxylated glutamic acid；O：hydroxylated proline；ω：brominated tryptophan；v：D-hydroxylated
valine；the underlined amino acids are D type amino acids.

由于异构化修饰很难检测，Buczek等希望能
单从基因序列上预测这种修饰［44］. 他们根据已知
的含有 D 型氨基酸的 I 超家族 3 条芋螺毒素
r11a、r11b 和 r11c，利用该家族保守的基因序
列，克隆出了该基因超家族的上百条 cDNA序列，
并通过假设和实验验证总结出了 I超家族芋螺毒
素中 D型氨基酸存在的规律：首先，该氨基酸应
该位于前体序列（prepropeptide）的-3位；其次，
该氨基酸附近的氨基酸能为其提供合适的环境.
虽然上述的规律在 I超家族芋螺毒素中得到了较
好的验证，但在其它家族的芋螺毒素中并不适

用，因此单从基因序列上预测芋螺毒素中的差向

异构化修饰仍是一个难题.

4 羟基化

羟基化修饰在芋螺毒素中极为常见，绝大多

数发生在 Pro 的 γ 位上. 羟基化 Pro（Hyp）最早
在 μ-conotoxin GIIIA中发现［49］，随后又在大多数

家族中被发现. M超家族的芋螺毒素有多个 Hyp
残基，在 α芋螺毒素的第一个环中高度保守的
Pro一般都不会被羟基化.
非脯氨酸的 γ羟基化非常少见，因为氨基酸

（Pro除外）γ位的羟基容易对邻近的肽键进行亲
核攻击而形成稳定的五元环内酯，而 Pro独特的
环结构能阻止内酯化. 但近年在芋螺毒素中也发
现非脯氨酸的 γ羟基化修饰. Pisarewicz 等在芋
螺毒素 gld-V* 和 mus-V* 中发现羟基化的 D 型
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Val（Hyv），这是第一次在芋螺毒素中发现 Hyv［39］ .
Hyv之所以能在芋螺毒素中稳定存在也许是由于
Val中 α碳的 D型构象能与邻近的 L型氨基酸发
生特异的相互作用. Aguilar 等第一次从芋螺毒
素 de13a中发现羟基化 Lys［50］ . 这种翻译后修饰
在胶原蛋白中也有一些报道，它们是多糖的结合

靶点，同时也能增强分子间的胶连作用. de13a
的第 18位和第 25位的 Lys都被羟基化修饰，推
测 Hyl可以与靶分子间形成额外的氢键.

Pro的羟基化修饰在植物和动物来源的蛋白
质中均有发现，但对这种翻译后修饰的研究主要

集中在胶原蛋白，而其在芋螺毒素中的功能则研

究甚少，到目前为止，只有一篇文献报道了此方

面的研究. Lopez-Vera等通过对 μ、ω和 α 家族
芋螺毒素的研究发现 Pro的羟基化能影响芋螺毒
素的体外氧化折叠和它们的生理活性［51］ . 例如，
μ-GIIIA的Pro羟基化修饰能增加该毒素对钠离子
通道 Nav1.4的阻断活性但并不影响该毒素的折
叠，而 ω-MVIIC中的 Pro羟基化修饰对其氧化折
叠有很大的影响却不影响其生理功能. 对于 α家
族的毒素 ImI和 GI来说，Pro羟基化修饰能促进
它们的氧化折叠但却会削弱它们的生理活性.

5 糖基化修饰

目前在芋螺毒素中发现的糖基化修饰均发

生在 Ser或 Thr残基上，都为 O型连接. 最早发
现含有糖基化修饰的芋螺毒素是 κA-SⅣA［12］.
κA-SⅣA由 30个氨基酸残基组成，具有在血型糖
蛋白存在的 O 连接糖基化的特征序列（general
motif），其第 2位 Ser残基上有一个 O连接的五
糖. Contulakin-G是第 2个被证明含有糖基化修
饰的芋螺毒素［52］，却是第一个多肽和糖基的结构

都弄清楚的 O糖基化芋螺毒素，它的 Ser上结合
了一个二糖 β-D-Galp-（1→3）-a-D-GalpNAc-（1→）.
糖基化修饰的确切功能目前尚不清楚，但一

些初步实验证明这种翻译后修饰能增强多肽的

生理功能. κA-SⅣA能在蛙的神经和肌肉组织中
引起重复性突触电位，是钾离子通道的阻断剂

（但随后又有实验证明它是钠离子通道而不是钾

离子通道阻断剂［52］）. 当注射到小鼠体内时，不
含糖链的 κA-SⅣA较之天然含糖链的 κA-SⅣA
活性要低［12］. 另外，作为 1型神经紧张素（neuro-
tensin receptor type 1， hNTR1）的高效拮抗剂，
带有糖基的合成肽 Contulakin-G的活力较之不含

糖基的合成肽 Contulakin-G 要强 10 倍［52］. 这些
例子说明 O连接的糖基化修饰能有效地增强毒
素对神经转导受体的抑制活性.
除了能提高多肽的活性外，糖基化修饰还能

辅助多肽形成良好的结构. 例如 ε-TxIX的第 10
位 Ser被糖基化修饰，NMR的结构分析表明［25］，

ε-TxIX 中第 1 和第 4 位的两个 Gla，第 10 位的
糖基化 Ser，第 13位的羟基化 Pro能在多肽分子
的表面形成一个空洞（cavity），这个带负电荷的
空洞可以更好地与受体形成静电相互作用. 由于
二糖复合体本身具有很大的柔性，它可以填补空

洞并排除受体介导的相互作用，从而使得 ε-TxIX
能与受体发生微弱而又可逆的相互作用.
虽然目前还没有从芋螺中找到糖基化酶，但

Craig 等利用哺乳动物中的糖基化酶 ppGalNAc-
transferase间接地研究芋螺中糖基化修饰酶的性
质［53］. 他们的研究发现，不含糖基的 contulakin-G
（［Thr10］contulakin-G）以及前体 contulakin-G（pre-
contulakin-G30-66） 都是 ppGalNAc-transferase 的底
物，并且这种酶能特异地糖基化修饰第 10位 Thr
而不是第 2 位或第 7 位的 Ser. 对于 pre-
contulakin-G30-66 而言，ppGalNAc-transferase 可以
识别成熟肽中的 Thr，而不是位于 pro区的 Thr.
这些结果表明芋螺中用于糖基化 contulakin-G的
酶与哺乳动物中的糖基化酶具有相似的底物特

异性.

6 溴代修饰

芋螺毒素中的溴代 Trp 最早在 bromocon-
tryphan［1］、heptapeptide和 bromosleeper peptide ［23］

中发现，当时在 Edman 蛋白质序列分析时发现
这些肽的某些氨基酸不能形成标准的 PTH-氨
基酸衍生物，而该氨基酸残基的分子质量为

265 Da，此外这些肽在 280 nm有很强的光吸收
值，并且分子质量呈罕见的同位素分布（isotopo-
mer distribution）. 随后通过蛋白酶解，合成肽共
洗脱才最终证明 Trp 是被溴代修饰的 . 在
bromocontryphan 等被发现之前，人们一直以为
多肽中的 6Br-Trp是来自于海洋的自然环境中，
而不是一种翻译后修饰，但 bromotryphan 的
cDNA 序列发现并被证明 6Br-Trp 是由标准的
Trp密码子 UGG编码的，才确定 6Br-Trp是一种
翻译后修饰.
芋螺毒素中广泛存在的溴代修饰意味着芋
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螺中存在溴过氧化酶（bromoperoxidase）和乳过氧
化酶（lactoperoxidase）. 虽然到目前为止芋螺中
溴代修饰的酶系统还不为人知，但关于这种翻译

后修饰的生物学特性有一些研究和推测 . 在
bromocontryphan中，其第 7位而不是第 4位 Trp
被溴代修饰，并且没有溴代修饰的 contryphan和
被溴代修饰 bromocontryphan 在芋螺体内同时存
在［1］，于是有些学者认为多肽中存在识别信号序

列以便溴代修饰酶进行特异识别和修饰，且生物

体内存在一种控制这种翻译后修饰的调控机制.
Jimenez 等通过 bromocontryphan 以及另一含有
6Br-Trp的 cDNA序列发现，虽然它们的成熟肽
没有同源性，但 pro区一段含 5个氨基酸的相似
序列———NVI（L）RR，可能是识别信号序列［1］. 但
随后发现的含 6Br-Trp的芋螺毒素的 pro区并无
这段可能的识别信号序列. 因此关于溴代修饰的
识别信号序列等特性还有待进一步的研究.
对于芋螺毒素溴代修饰的生物学功能只有

一些初步的研究结果. σ-conotoxin GVIIIA，是 5-
羟色氨 3型受体（5-HT3）的拮抗剂，但其没有溴

代修饰的类似物却无此活性［54］. 芋螺毒素利用这
种溴代的翻译后修饰来增强肽的活性. 此外，有
研究表明溴代修饰能增强多肽的亲脂性和血脑

屏障穿透力［55］.

7 磺基化修饰

磺基化 Tyr最早在 α- EpI［11］中发现. 实际上
一些具有生理活性的磺基化多肽在其他的生物

系统中也有报道，如 caerulein ［56］、gastrin ［57］和

cholecystokinin［58］，它们 Tyr的羟基被酪酰胺硫转
移酶（tyrosylsulfotransferase）修饰成磺基化 Tyr.
在 α-conotoxin EpI被发现之前，α-PnIB被怀疑含
有磺基化修饰的残基，因为它的实际分子质量比

理论分子质量大 80 Da［59］，随后的实验证明 α-
PnIB以及 α-PnIA的 Tyr也都是被磺基化修饰的［60］.
到目前为止，只发现 6个含有磺基化修饰的
芋螺毒素［11，60，61］，且都是来自于 α家族. 在所有
报道的磺基化修饰的序列中 C末端有一段非常保
守的序列 NPDY（S）C-NH2，这可能意味着 tyrosyl
sulfotransferase能识别特异的序列位点进行磺基
化修饰.
磺基化修饰在芋螺毒素中的确切功能仍不

清楚，但初步的研究表明这种翻译后修饰对芋

螺毒素的功能起到一定的作用. 例如，较之天然

的 AnIB，没有磺基化修饰的 AnIB对 α3β2和 α7
烟碱型乙酰胆碱受体（nAChR）的活力分别下降 2
倍和 10倍. 天然的 α-PnIB较之没有磺基化修饰
的 α-PnIB，其对 α7nAChR的活力要高 4倍［61］ .

8 谷氨酸的环化

Glu的环化是指多肽 N端 Glu的 γ位羧基与
自身游离的氨基形成酰胺键而构成一个五元环，

形成焦谷氨酸 . 这种翻译后修饰最早是在
bromoheptapeptide中被发现［23］，当时该多肽在化

学测序时没有信号，于是推测 N端有个焦谷氨
酸，用焦谷氨酸氨肽酶酶解后不仅在色谱上的保

留时间有所变化，而且用 Edman 测序也恢复正
常 . 目前在芋螺毒素中，Glu 环化的功能以及
参与修饰的酶系统都没有任何研究. 但在其它
物种中不但纯化到了谷氨酸环化酶，还发现 N
端的焦谷氨酸能稳定蛋白质的结构，防止被蛋

白酶水解［62］.

9 总结和展望

芋螺毒素的一个显著特征是其复杂的翻译

后修饰. 到目前为止已经发现有 10种翻译后修
饰，涉及 15种不同的修饰酶系统. 这些翻译后
修饰对芋螺毒素的结构和功能都有着一定的影

响，研究者们开始模仿芋螺毒素中的翻译后修饰

来研制更有效的药物. 例如，为了提高神经活性
药物穿透血脑屏障的效果，Witt等通过研究发现
溴代和糖基化等翻译后修饰能有效增强药物的

穿透力［55］. 芋螺毒素中复杂多样的翻译后修饰不
仅为研究分泌性蛋白翻译后修饰提供了一个很

好模型，也为开发高效而特异的神经药物打下了

很好的基础，因此具有重大的研究意义.
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