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三种蜘蛛粗毒对 NG108-15细胞
电压门控钠通道的抑制作用

�

肖玉成, 彭　宽, 陈湘定, 梁宋平
(湖南师范大学 生命科学学院, 中国湖南 长沙　410081)

摘　要: 利用小鼠神经细胞瘤×大鼠神经胶质细胞的杂交细胞 NG108-15, 通过全细胞记录 ( w hole-cell

reco rding )模式的膜片钳技术, 检验了虎纹捕鸟蛛( Selenocosmia huw ena)、海南捕鸟蛛( S elenocosmia hainana)

和广西大疣蛛( Macrothele guang x ia sp)的粗毒对NG108-15 细胞膜上电压门控T TX 敏感型钠电流和延迟整

流钾电流的作用. 结果表明,三种蜘蛛粗毒对外向延迟整流钾电流没有明显作用, 但对 TT X敏感型的快钠电

流表现出较强的抑制效应. 抑制效应呈量效关系.三种粗毒抑制钠电流的 EC50相应约为: 3. 4 mg / L ; 1. 8 mg /

L 和 11. 0 mg / L .
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Inhibition of Voltage-gated Sodium Channel in NG108-15 by

the Venoms from Three Kinds of Spider

XIAO Yu-cheng, PENG Kuan, CHEN Xiang-ding, LIANG Song-ping
(College of L if e Sciences, H unan N ormal University , Chang sha 410081, H unan, China)

Abstract: Using w hole-cell patch-clamp technology , the effects of the venoms from three kinds of

spider ( Selenocosmia huw ena, Selenocosmia hainana and Macr othele guangx ia sp) on voltage-act ivated

TT X-sensitiv e( T T X-S) Na
+
cur rent and delay-rect ified K

+
current of undif ferentiated NG108-15 w ere

observed. T he results show ed that they had no evident effect of outw ord delay-rect ified K
+
cur rent ,

w hile they could inhibit T TX-S fast Na+ curr ent . The inhibit ions w ere dose-dependent . The EC50

values of them wer e appro ximate 3. 4 mg / L ( S elenocosmia huw ena ) ; 1. 8 mg / L ( S elenocosmia

hainana) ; 11. 0 mg/ L (Macrothele guangx ia sp) , respectively .

Key words : spider; NG108-15; sodium current ; w ho le-cell reco rding

( L if e S cience R esear ch, 2001, 5( 1) : 42～47)

　　药理学实验结果表明, 很多蜘蛛粗毒中含有

对哺乳动物及昆虫神经系统有很强阻断作用的神

经毒素. 而神经毒素能阻断神经系统兴奋传导的重

要机制之一便是对钠通道的影响. 神经毒素影响钠

通道是通过选择作用于通道 6个位点来进行的,并

据此已将毒素分为6 大类: 位点 1毒素～位点 6毒

素. 它们分别能使通道发生堵塞(如河豚毒素, 甲藻

毒素, �-芋螺毒素) ,去除失活(如箭毒蛙毒素, 藜芦
碱) ,延缓失活(如 �-蝎毒素, 海葵毒素) , 易化激活
(如 �-蝎毒素) , 易化激活和延缓失活(如双鞭甲藻
素, Ciguatox in)以及激活与失活均变慢(如杀虫

剂)等
[ 1]
.蜘蛛粗毒中已发现多种以钠通道为靶受

体的活性成分.到目前为止研究得比较清楚的有:

澳洲漏斗网蛛 ( Atrax robustus, A tr ax versutus)
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毒素 �-Atracotoxins[ 2, 3] ; 美洲漏斗网蛛 ( Agele-

nop sis ap erta)毒素 �-agatox inⅠ-Ⅳ [ 4] ; 黑腹节足

蛛( Phoneutria nigriventer)毒素 PhT x2[ 5] ; Ly cosa

erthrognatha 毒素 LycⅣ
[ 6]
; Dig -w etia canities

毒素 DTX9. 2
[ 7]等. 已知的作用于钠通道的蜘蛛

毒素多为 40～80个残基的碱性多肽.它们基本上

是以同一种方式影响突触前膜 T TX 敏感型钠通

道,且与 �-蝎毒素[ 8]
相同, 即作用于通道位点 3,

延缓钠电流的失活相, 使动作电位时程延长而造

成 Ca2+ 大量内流,因而导致 Ach 过度释放, Ach

的衰竭最终造成神经肌肉传递的阻断.这也预示

着蜘蛛毒将是继蝎毒、河豚毒及芋螺毒等获得影

响钠通道天然神经毒素的又一重要来源.

虎纹捕鸟蛛( S elenocosm ia huw ena)
[ 9]
, 海南

捕鸟蛛( S elenocosmia hainana)
[ 10]
和广西大疣蛛

(Macrothele guangx ia sp )均是最近发现的蜘蛛

新种,其栖息环境附近常有伤及人畜的报道.本室

对虎纹捕鸟蛛粗毒进行了初步的生物活性鉴

定
[ 11 , 12]

,并对其中含量最高的成分 Huwentox in-I

进行了较为深入的研究 [ 15～17] . 而其它两种蛛毒的

生物学活性研究还未见报导. 本文通过在

NG108-15细胞上进行的膜片钳全细胞记录实

验,研究了此三种蜘蛛粗毒对电压激活 TT X 敏

感型钠通道和延迟整流钾通道的影响,并对所表

现出的钠通道阻断活性进行了初步分析.

1　材料与方法

1. 1　粗毒和细胞

虎纹捕鸟蛛粗毒, 海南捕鸟蛛粗毒和广西大

疣蛛粗毒毒液的采集及干粉的制备按文献[ 11]方

法进行.

NG108-15细胞由上海细胞生物所引进. 培

养参照文献[ 13]方法进行.培养 液组成为: 95%

DMEM , 5%小牛血清, 次黄嘌呤-氨基喋呤-胸腺

嘧啶( HAT )添加剂以及青霉素和链霉素(各 105

IU/ L ) � .细胞培养于37℃、5% CO 2和95%空气

的混合湿润环境中.电生理实验前将细胞由培养

瓶转移至 35 mm 培养皿中, 经 3～4 h 细胞贴壁

后即可进行膜片钳实验.

1. 2　溶液

电极内液 ( mmol / L ) : KCl 155, M gCl2 1,

AT P 3, Tr is phosphocreat ine 5, Hepes 10 ( pH

7. 4,用 KOH 和HCl各 1 mol / L 调节) .

细胞外液 ( mmol / L ) : NaCl 145, KCl 5. 5,

M gCl2 1, CdCl2 2, Gluco se 10, Hepes 10( pH 7. 4,

用 NaOH 和 HCl 1 mol/ L 调节) .电极内液和细

胞外液均经 0. 22 �m 滤膜过滤.
河豚毒素( TT X, Sigma )溶于双蒸水配成 10

�mol/ L 储液,虎纹捕鸟蛛毒,海南捕鸟蛛粗毒和

广西大疣蛛粗毒溶于双蒸水配成 100 mg/ L 储

液.储液均保存于- 20 ℃冰箱中, 实验前用细胞

外液新鲜配制至所需浓度.

1. 3　全细胞记录(whole-cell recording)

实验前将培养皿内培养液用细胞外液置换,

20～25 ℃室温条件下置于倒置显微镜( Olympus

IX70, Japan)下进行膜片钳实验. 参考电极与细胞

外液用 150mmol / LNaCl-琼脂盐桥连接. 玻璃电

极经两步拉制仪( PC-10, Narishig e)两步拉制后

热抛光,所得电极尖端口径为 1. 5～2. 0 �m,充电
极内液后入水电阻为 2～4 M � . 细胞与电极形成
千兆封接后即可抽破形成全细胞记录模式. 稳定

4～6 min后施加去极化脉冲测试电流大小.记录

电流经 EPC-9膜片钳放大器以 10 kHz 滤波过

滤.数据和图形用 pulsef it-pulse 8. 0 软件采集分

析并储存在 586微机硬盘上.线性漏电流和电容

电流用 p/ 4程序予以删除.

1. 4　加药

实验过程中均采用微量注射器 ( IM -5B,

Narishige)进行加药. 加药电极经一步拉制而成,

尖端口径 30～50 �m.加药时电极尖端离实验细
胞 80～100 �m 左右.加药剂量为 10 �L.药液在 1

～2 min 之内加完. 实验过程中系统电阻( Rs)始

终保持在 5～10 M � 的范围内.

2　结果与讨论

2. 1　NG108-15 细胞电压激活钠电流和延迟整

流钾电流性质

在实验中,我们始终选用胞质均匀呈半透明

状,膜光滑清晰可见且无明显长突起的健康细胞

作为实验细胞. 细胞大小一般在 50～100 pF 之

间. 经电流钳模式测得膜静息电位值( RM P)为

( - 33±6) mV ( n = 46) , 与文献报导 [ 13]的- 35

mV 一致. 未分化 NG108-15细胞形成全细胞记

录模式后,将膜电位钳制在- 80 mV,进行去极化

诱导, 可观察到一明显的快速激活失活的内向钠

电流( INa) (图 1)和一明显的外向延迟整流钾电流
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( Ik ) (图 2) , Ik 在- 10 mV开始激活, 并随指令电

压的升高不断增大,具有电压依从性,不失活( I-V

曲线图未给出) ; IN a在- 40 mV 开始激活, - 20

mV 达峰值 (见图 1B) , 与文献报道 [ 14] 的分化

NG108-15细胞诱导钠电流激活性质一致. INa峰

值因细胞不同大小差异性较大, 在- 3. 00～

- 17. 5 nA之间, 但大多数细胞( 80% ) IN a是分布

在- 5. 0～- 10. 0 nA 之间. 所有实验细胞的 INa

平均值为- 7. 5 nA ( n= 100) .未分化 NG108-15

细胞诱导 INa能被 100 nmol/ L 河豚毒( T TX)完全

阻断(图 1A) , 表明此 IN a成分单一, 为 T TX 敏感

型,不含 TT X 非敏感型. 且电流非常稳定, 我们

观察到在 1 h之内连续刺激 12 次也未见钠电流

的明显衰减(图 1B) .

图 1　A. 河豚毒( T TX )阻断 NG108-15细胞诱导 INa( n= 7)

B. NG108-15 细胞 T TX 敏感型 INa的衰减( n= 3) ( I-V 曲线) .

(钳制电位- 80 mV,以+ 10 mV 步幅去极化至+ 50 mV,持续时间 25 ms. )

Fig. 1　A. T TX block INa on NG108-15( n= 7)

B. The rundow n o f TT X-S I Na on NG108-15( n= 3) ( I-V curve)

( Holding poten tial, - 80 mV. Depolarize p otent ial , 25 ms , fr om - 80 mV to + 50 mV, step + 10 mV. )

2. 2　三种蜘蛛粗毒对 NG108-15细胞延迟整流

钾电流的影响

将细胞钳制在- 80 mV, 从- 80 mV 去极化

至+ 30 mV 时可观察到一明显的外向延迟整流

钾电流, 加入 50. 0 mg / L 的三种蜘蛛粗毒后, 再

施以相同去极化参数, 电流几乎不受任何影响(图

2) ,表明三种蜘蛛粗毒中均不含阻断延迟整流钾

通道的活性成分.

2. 3　三种蜘蛛粗毒对未分化 NG108-15 细胞钠

电流( INa )的抑制

为了保证实验结果的可靠性和明显性, 诱导

INa峰值小于 4. 00 nA 或大于 4. 00 nA但对照 INa

图 2　三种蜘蛛粗毒( 50. 0 mg / L )对延迟整流钾电流的影响( n= 5)

Fig. 2　T he venoms fr om thr ee kinds of spider ( 50. 0 mg / L ) influenced delay-rectified K+ curr ent( n= 5)

A. Macrothel e guang xia; B. S elenocosmia huw ena; C. S elenocosmia hainana.

44　　　　　　　　　　　　　　　　　　　生　命　科　学　研　究 2001 年



重复性较差的细胞舍弃之. 未分化 NG108-15 细

胞诱导 INa的去极化参数见图 1B, 用微量注射器

加药后即施以相同去极化参数进行多次去极化,

直到诱导 INa峰值不再进一步降低为止.三种粗毒

影响未分化 NG108-15细胞 IN a见图 3. 50 mg/ L

的三种蜘蛛粗毒对 INa均有明显的抑制效应,但阻

断程度不同, 其中虎纹捕鸟蛛毒阻断了 53. 2% ,

海南捕鸟蛛毒阻断了 64. 1% ,而广西大疣蛛毒则

只能阻断45. 8% .它们均不改变 INa的起始激活电

压,也不影响 IN a达到峰值的时程, IN a达到峰值时

程分别为( 1. 45±0. 05) ms, ( 1. 60±0. 07) ms 和

( 1. 46±0. 27) ms( n= 5) ,与加粗毒之前 INa达到

峰值的时程( 1. 50±0. 09) ms( n= 15)基本一致,

但能使IN a达到峰值的激活电压有所漂移,从图

图 3　三种蜘蛛粗毒( 5. 0 mg / L )对 TT X敏感型 INa的影响( n= 5)

Fig. 3　The venoms from three kinds of spider ( 5. 0 mg / L ) influenced TT X-S I Na( n= 5)

A. Macrothel e g uang xia; B. S elenocosmia huw ena; C. S elenocosmia hainana.

3I-V 曲线图中我们可看出,加虎纹捕鸟蛛粗毒和

广西大疣蛛粗毒后电压有+ 10 mV 的漂移, 而海

南捕鸟蛛粗毒则无.虎纹捕鸟蛛粗毒和海南捕鸟

蛛粗毒在加药后 2 min 内即可达到阻断最大值,

且 10 min 之内无明显自动恢复,而广西大疣蛛粗

毒 阻断 INa速度较为缓慢, 自动恢复程度也比前

二者要明显, 如在 10 mg / L 的浓度下,粗毒 4 m in

达到最大阻断后 6 m in 时即可见明显的恢复现

象,至 8 m in后可有( 15±4. 4) %( n= 3)的最大恢

复.说明与广西大疣蛛粗毒相比,海南捕鸟蛛粗毒

和虎纹捕鸟蛛粗毒中可能含有与 T TX 敏感型钠

通道结合能力更强的配体.

三种蜘蛛粗毒对未分化 NG108-15细胞电压

激活钠电流的抑制效应均有浓度依从性(图 4) .

其中海南捕鸟蛛粗毒的抑制效应对浓度的依从性

要明显强于虎纹捕鸟蛛粗毒和广西大疣蛛粗毒.

根据浓度效应曲线(图 4)推知三蜘蛛粗毒阻断 INa

的 EC5 0分别约为: 1. 8 mg/ L (海南捕鸟蛛粗毒) ;

3. 4 mg / L (虎纹捕鸟蛛粗毒)和11. 0 mg / L (广西

大疣蛛粗毒) . 可见, 相同浓度条件下, 对未分化

NG108-15细胞 INa阻断活性最高的是海南捕鸟蛛

粗毒,其次是虎纹捕鸟蛛粗毒,广西大疣蛛粗毒活
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图 4　三种蜘蛛粗毒抑制T TX 敏感型 I Na的浓度依赖性

Fig. 4　The do se-dependent inhibit ion of TT X-S INa by

the venoms fr omthr ee kinds of spider ( ever y black

dot's data came fr om fiv e cells, mean±SEM)

性最弱,几乎只有海南捕鸟蛛粗毒的 1/ 10.

综上所述, 三种蜘蛛粗毒中均含具有 T T X

敏感型钠通道阻断活性的成分,但是由于在粗毒

中的组成与含量不同, 因而在阻断程度上表现出

强弱的差异. 虎纹捕鸟蛛粗毒阻断 IN a的 EC50要明

显低于广西大疣蛛粗毒, 但与海南捕鸟蛛粗毒相

差不是很远, 这可能与此两蜘蛛种类在进化上有

密切的亲缘关系而致使粗毒中部分活性成分具有

同源性有关 [ 9, 10] . 另外,本室对三种粗毒的阳离子

交换色谱中所获得的碱性多肽进行 MALDI-

TOF 质谱分析表明:海南捕鸟蛛毒和虎纹捕鸟蛛

毒中含小分子质量的多肽( 3 000～4 000) , 而广

西大疣蛛粗毒内所含的碱性多肽相对而言相对分

子质量较大( 4 500～5 500) (图未给出) . 如分离

自虎纹捕鸟蛛粗毒和海南捕鸟蛛毒的两个小分子

质量多肽( 3 607,含 33个残基; 4 107,含 35个残

基) ,均表现出较强的阻断 T TX 敏感型钠通道的

活性(结果尚未发表) . 这也许是造成三种粗毒阻

断程度强弱差异的原因之一.三种蜘蛛单从其粗

毒水平来看, 似乎均不影响钠电流的失活相,与目

前已 知的蜘 蛛肽类毒 素 �-Atraco to xins、�-
agatox inⅠ-Ⅳ等

[ 2～8]
通过作用于钠通道位点 3来

延缓电流的失活相存在明显不同, 这也就预示着

将极有可能从此三类蜘蛛粗毒中获得以其它不同

方式阻断钠通道的新型蜘蛛肽类毒素.

虎纹捕鸟蛛粗毒具有神经细胞钠通道阻断作

用,与它能阻断神经肌肉标本兴奋传递的实验结

果相吻合,但虎纹捕鸟蛛粗毒不影响神经干动作

电位,微终板电位以及肌肉的正常收缩[ 11, 12] , 说

明这些部位的钠通道很可能不是虎纹捕鸟蛛粗毒

的靶受体,而突触前膜钠通道则有可能是虎纹捕

鸟蛛粗毒的靶受体.粗毒和靶受体结合后可以阻

断突触间隙 Na
+ 向突触前膜内流, 突触前膜不能

产生去极化, Ca2+ 也因此不能发生内流,进而阻断

乙酰胆碱( Ach)的释放使兴奋传导终止于突触前

膜上. 当然兴奋阻断也可能是由于粗毒中所含的

钙通道阻断剂直接阻断 Ca
2+ 内流造成的,如本实

验室从虎纹捕鸟蛛粗毒中分离出的一种含 33个

残基的小分子质量多肽毒素 Huwentoxin-I 就是

突触前膜N 型钙通道专一性阻断剂
[ 17] .不难想象

粗毒同时作用于神经肌肉传递的多个环节, 对于

蜘蛛迅速麻痹猎物或防御敌害而言是至关重要

的.对于上述三种蜘蛛毒素中的钠离子通道阻断

毒素本实验室正在进行分离纯化, 以期进行深入

的结构与功能研究.
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·高科技产业项目·

蜘蛛毒素的应用开发

　　我国有丰富的蜘蛛资源, 估计不少于 3 000

种. 其中很多种蜘蛛在捕食或防卫时能从其螯爪

末端排放毒液.根据结构上的特点,可把这些蜘蛛

毒素分为两大类: 一类是蛋白质与多肽类毒素; 另

一类是分子量较小的非肽类毒素. 由于蜘蛛毒素

的研究对神经生物学、药理学的研究与发展具有

非常重要的意义, 所以,目前对蜘蛛毒素的研究呈

现很大的发展势头.

梁宋平教授主持的湖南省蛋白质化学与分子

生物学重点实验室从 90年代初开始着重研究我

国蜘蛛毒素的结构与功能. 目前已从我国的虎纹

捕鸟蛛、六疣蛛和长尾地蛛等毒蜘蛛的粗毒中分

离到数十种不同生物功能的活性物质,并对其中

的多种活性多肽进行了深入细致的研究,取得了

一系列国内领先、国际前沿的研究成果.在国内外

的有关权威杂志上发表研究论文数十篇,是目前

国内蜘蛛毒素研究最深入、水平最高的实验室. 该

实验室在进行基础研究的同时,正选择蜘蛛毒素

中具有开发前景的成分进行开发应用的研究, 目

前以下几个方面已取得应用开发前景的效果.

1　虎纹捕鸟蛛镇痛肽与应用开发

我们从虎纹捕鸟蛛毒中分解出一种多肽神经

毒素,发现其有很强的镇痛作用,命名为虎纹镇痛

肽. 其作用机制是通过钙通道与抑制阻断痛觉传

递,由于其作用机制不同于吗啡,因而没有吗啡类

镇痛药的成瘾性等毒副作用,这在动物实验中已

证实. 虎纹镇痛肽对于癌症和手术后疼痛病人将

是一种很有前景的多效低毒镇痛药. 目前该项目

已获两项国家专利,并已与北京某制药集团公司

签约,展开了临床前实验和中试开发研究.

2　蜘蛛抗虫毒素及其基因的应用开发研究

我们已从虎纹捕鸟蛛、海南捕鸟蛛和广西六

疣蛛毒中分离出多种杀虫肽,它们能使蟑螂等昆

虫迅速麻痹致死. 这些杀虫肽对农林业的生物防

治有重要应用前景,我们已建立根据蜘蛛毒素的

氨基酸序列建立化学合成其基因并表达的实验程

序.将蜘蛛杀虫肽基因转入农作物,对培育抑虫作

物具有重要的应用开发前景.

3　蜘蛛抗菌与抗癌活性肽的应用研究

我们通过平面内环管抑菌实验发现几种不同

蜘蛛的粗毒中,存在对枯草芽孢杆菌、短小芽孢杆

菌及大肠杆菌有明显抑菌作用的抗菌活性肽. 蜘

蛛毒中已证明含有对肺癌传代细胞和鼻咽癌传代

细胞有抑抗性的多肽. 上述工作的进一步深入研

究将有可能开发出新型抗菌药和抗癌药物.

4　其他蜘蛛毒素的应用开发研究

蜘蛛毒中已分离出十多种不同的肽素毒素,

其中有钙离子通道阻断剂、钠离子通道阻断剂、细

胞凝集素等, 这些毒素的结构与功能之间的关系

已经清楚,它们可以作为神经生物学和细胞学研

究的专一性工具试剂, 而且有很大的市场价值.
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