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虎纹捕鸟蛛毒素- Ⅰ突变体 K3A-HWTX-Ⅰ
的化学合成与生理活性分析
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　　摘　要　采用固相 Fmoc 法在自制自动蛋白质化学工作站上合成了其第 3

位赖氨酸( K3)被丙氨酸( A)取代的虎纹捕鸟蛛毒素-Ⅰ的突变体 K3A-HWT X-

Ⅰ. 合成的突变体用 Edman 降解和电喷雾质谱进行鉴定. K 3A-HWTX-Ⅰ 经谷

胱甘肽系统进行氧化复性后通过离子交换和反相 HPLC 纯化. 活性分析结果表

明, K3 被 A 取代后 HWT X-Ⅰ的生物活性下降了 80%,提示 K3 与 HWTX-Ⅰ

的生物活性有一定的相关性.
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Abstract　K3A-HWT X-Ⅰ, a mutant of the neur otox ic pept ide Huwento xin-I in which the

residue Lys3 is replaced by Ala, w as synthesized by so lid phase chemical method on our au-

tomat ic w or king stat ion for protein chemistr y. T he synthet ic pept ide w as identif ied by Ed-

man degradation and ESI ( Elect rospray ionizat ion) -mass spect rum. K3A-HWT X-Ⅰ was

renatured in oxidat ive buf fer containing g lutathione and purif ied by ion-exchange and re-

versed phase HPLC. Physio logical exper iment indicated that the subst itut ion of Lys3 by

Ala Leads to 80% decrease in biolog ical act ivit ies of HWTX-Ⅰ, sug gest ing that residue

Lys3 ( o r K 3) is related to its activit ies to a cer tain ex tent .
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虎纹捕鸟蛛毒素-Ⅰ( Huw entox in-Ⅰ, 简称 HWTX-Ⅰ)是从虎纹捕鸟蛛( Selenocosmia

huw ena) 粗毒中分离出来的 1种新型多肽类神经毒素. 梁宋平等已对其结构和性质进行了

系统的研究, 测出该毒素 33个氨基酸残基的排列顺序和 3对二硫键的连接位置 [ 1, 2] ;通过 2

维核磁共振技术测定了它在溶液中的空间构象并实现了全化学合成
[ 3, 4]
. 实验证明,该毒素

能可逆地阻断小鼠膈神经-膈肌接头传递, 其作用位点在突触后膜的 n-乙酰胆碱受体( n-

AchR)
[ 5] . 一般认为,多肽类乙酰胆碱受体抑制剂活性与其碱性氨基酸残基有关. 瞿幼星等

研究HWTX-Ⅰ的空间构象后推测,第 3位赖氨酸 ( K3) 可能与 HWT X-Ⅰ和 n-AchR 的结

合有关,可能是 HWT X-Ⅰ表现生理活性的关键残基之一
[ 3]
. 定点突变是鉴定关键残基的常

用方法. 用这种方法鉴定出 HWT X-Ⅰ 的关键和非关键残基之后,不仅可以加深对 HWTX-

Ⅰ结构与功能的了解, 而且可以为 HWTX-Ⅰ的结构和功能改造提供有价值的信息,促进其

与受体结合机制的研究. 本文报道 K3A-HWT X-Ⅰ的化学合成及 A 替代 K3 后对 HWTX-

Ⅰ生理活性的影响.

1　材料和方法

1. 1　主要试剂

二硫苏糖醇( DTT )、三氟乙酸( T FA)、还原型及氧化型谷胱甘肽( GSH, GSSG )、哌啶、

苯并三唑四甲基脲四氟硼酸盐( T BT U)、1-羟基苯并三唑( HOBt)和 N-甲基吗林( NMM )等

均为 Sigma 产品; 二巯基乙烷、苯甲硫醚为 Aldrich 产品; 9-芴甲氧羰基 ( Fmoc)氨基酸衍生

物为 Millipore 产品,其中部分氨基酸侧链保护方法如下: Ser 和 Thr 为叔丁醚 ( tBu) ; Glu

和 Asp 为叔丁酯( OtBu) ; Cys、His 和 Asn 为三苯甲基 ( T rt ) ; Arg 为 2, 2, 4, 6, 7-五甲二氢

苯并呋喃-5-磺酰基( Pbf ) ; Lys为叔丁氧羰基( Boc) ; PEG-PS·HCl 树脂为美国波士顿大学

R. Laursen 教授赠送;其余试剂为国产光谱纯或分析纯试剂,其中二甲基甲酰胺( DM F)为

重蒸试剂.

1. 2　K3A-HWTX-Ⅰ的固相合成

1. 2. 1　树脂的活化和第 1个氨基酸的偶联

PEG-PS·HCl 树脂的活化和第1个氨基酸酯化偶联的操作基本上按文献[ 6]的方法进

行:取 0. 05 mmol( 217 mg ) 树脂, 在 HOBt 的催化下与 4-羟甲基苯氧乙酸五氟苯酯反应,

从而在树脂上接上 1 个带-OH 的活化基团( 4-羟甲基苯氧乙酰基) . 然后在二甲氨基吡啶

( DMAP)的催化下, K3A -HWTX-Ⅰ的 C-端第 1 个氨基酸残基 (亮氨酸, 呈 N
A-Fmoc-L-

Leu-OPfp 的形式)的羧基与活化基团上的-OH 以酯键连接. 按文献[ 7]的方法测偶联率. 用

乙酸酐封闭残存的-OH 基,从而完成突变体 K3A-HWT X-Ⅰ固相合成的起始步骤.

1. 2. 2　第 2至最后 1个氨基酸的偶联

在本研究室自行设计制造的自动蛋白质化学工作站上使多肽链按 K3A-HWT X-Ⅰ 的

氨基酸顺序从 C-端向 N-端逐步延伸. 氨基酸衍生物为 N A-Fmoc-AA-OH 形式,用量为树脂

当量的 5倍;催化剂为 TBTU、HOBt 及 NMM; 溶剂为 DMF;脱保护用 20% 哌啶. 经过 32

步偶联反应及最后去 Fmoc后得到残基带侧链保护的 33 肽树脂.

1. 2. 3　裂解

将充分洗涤的 33 肽树脂真空冷冻干燥, 然后参照文献[ 6]的方法将 K3A-HWT X-Ⅰ
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从树脂上裂解切割下来. 裂解液体积比 TFA∶苯甲硫醚∶二巯基乙烷∶苯甲醚为 90∶5∶

3∶2. 避光摇动反应 2. 5 h;滤取裂解液并用 T FA 多次洗涤树脂; 用预冷乙醚沉淀裂解液中

的多肽并用乙醚多次洗涤之;最后真空冷冻干燥得到残基脱保护的 K3A-HWT X-Ⅰ合成粗

品.

1. 3　K3A-HWTX-Ⅰ的还原氧化及分离纯化

样品的还原参照文献[ 8]的方法:取 20 mg 粗品溶于 2. 0 ml 0. 1 mol / L T ris-HCl 缓冲

液( pH 8. 5,含 6 mol/ L 盐酸胍, 0. 001 mol / L EDT A 和 0. 1 mol / L DT T) . 室温( 20 ℃)反

应 2 h 后用冰醋酸酸化至 pH 4. 0 以备脱盐纯化.

还原样品液的脱盐纯化在Waters Millenium 2010色谱管理系统上进行; 996 光电二极

管阵列检测器检测; 色谱柱为自装制备型 YWG C18 10 Lm 反相柱( 7. 5×300 mm) ;洗脱系
统为: ( A ) 0. 1%T FA 水溶液; ( B)含 0. 1% TFA 的乙腈. 过滤的还原样品液进入色谱柱后用

A 液充分洗脱至流出液在 230～380 nm 下的光吸收值为零后用乙腈梯度将样品洗脱. 收集

目的峰并真空冷冻干燥.

将还原样品溶于氧化液( 0. 1 mol / L 乙酸铵, 调 pH 9. 5, 含 0. 3 mmol/ L GSSG 和 3. 0

mmol/ L GSH ) ,样品浓度约为 4. 0×10
- 5
mo l/ L ; 20～25℃反应 24 h 以后用 RP-HPLC 脱

盐纯化,方法同还原样品液脱盐纯化.

样品的离子交换 HPLC 纯化在 waters 650E 色谱仪上进行. 色谱柱为 water s AP-1

CM 阳离子交换柱;洗脱系统为: ( A ) 0. 2 mol / L 磷酸二氢钠; ( B) 0. 2 mol/ L 磷酸氢二钠;

( C) 1. 0 mol/ L 氯化钠; ( D) 双蒸水. 样品上柱后用 N acl 梯度将样品洗脱, 然后再用 RP-

HPLC 脱盐纯化.

1. 4　产物的鉴定

合成产物的准确质量的鉴定在英国 M icr omass 公司生产的 LCT 电喷雾质谱仪上进

行. N-端序列测定参照文献[ 9]的方法在 M illiGen 6600 型固相蛋白质顺序分析仪上进行.

1. 5　生理活性的检测

参照文献[ 5]的方法, 用昆明种小白鼠(体重 18～22 g )的膈神经-膈肌标本测定 K 3A-

HWT X-Ⅰ的生理活性. 将新剥制的标本放入盛有台氏生理液的标本槽,通过小塑料管不断

向槽内台氏液输入 95% 氧气和 5% 二氧化碳的混合气体, 并通过循环恒温水浴使标本槽

内温度维持在 30～32℃. 通过电极对膈神经施加频率为 0. 2 Hz 的刺激,由此引起的膈肌

收缩反应通过传感器转化为电信号, 并通过放大器由二道生理仪描记下来.待间接刺激引发

的膈肌收缩反应稳定后, 将标本槽内的台氏液分别换成 5. 3×10- 6mol/ L 的 K3A -HWTX-

Ⅰ或天然HWTX-Ⅰ. 记录它们的阻断时间.

2　结果与讨论

2. 1　K3A-HWTX-Ⅰ 的固相合成

PEG-PS·HCl树脂本身带有许多氨基,在一定条件下可以与氨基酸的羧基相连, 但为

了获得 C-端为羧基的目的多肽,必须事先活化,连上 1个带-OH 的“接头”.这一反应过程由

于 4-羟甲基苯氧乙酸五氟苯酯具有很高的反应活性,加上 HOBt 的催化,所以比较容易完

成. 一次活化处理,反应 2. 5 h 一般可使活化率达 97% 以上. 相对而言,第 1个氨基酸与
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“接头”间的偶联要困难一些,这是因为它们是以酯键而不是肽键连接. 第 1个氨基酸的偶联

方法常用的有两种:五氟苯酯法和对称酐法. 实验中发现,五氟苯酯法的偶联效率一般高于

对称酐法,偶联 1次的偶联率即可达到 74% ( Fmoc 法)或 95% (茚三酮法)以上. 一般情况

下不需进行第 2 次偶联. 其后再经过 32 步偶联反应及最后的脱 Fmoc 步骤共得到 424. 7

mg 带侧链保护基团的 33肽树脂. 因为采用的氨基酸侧链保护基团均有酸不稳定性, 所以

用酸性裂解液从树脂上裂解切割多肽的同时就脱除了各侧链保护基团. 裂解液中的苯甲硫

醚,二巯基乙烷和苯甲醚起着清除这些脱落的保护基团的作用,防止其对某些氨基酸残基产

生化学修饰作用. 裂解时产生的大多数副产物可在沉淀目的多肽时经乙醚的多次洗涤而去

除.

通过裂解及乙醚的处理后共得 K3A-HWT X-Ⅰ粗品 98. 8 mg . 其 RP-HPLC 层析图谱

见图 1.

图 1　K3A-HWTX-1 合成粗品 RP-HPLC 层析图谱

色谱柱: 自装 YWG C18 10 Lm 反相柱, 3. 9×300 mm
洗脱系统: A 液: 0. 1% T FA 水　B 液: 含 0. 1% T FA 乙腈
洗脱梯度: 0～35 min B 液 0%～93% ,流速 0. 7 ml/ min
柱室温度: 40℃; 280 nm 检测.

F ig . 1　Analyt ical chr omato gr am o f crude lyophilised K3A-HWTX-Ⅰ by RP-HPLC

Co lumn: YWG C18 10 Lm reversed phase column, 3. 9×300 mm

Buffer : A : 0. 1% TFA in w ater , B: 0. 1% TFA in acet onitr ile

Gradient : 0%～93% B in 35 min, Flow rate: 0. 7 ml/ min
Temperat ur e: 40℃, Detection: 280 nm

从图 1 可以看出,合成粗品的主峰明显, 杂质(或缺损肽)比例小; 说明合成效果是令人

满意的.

2. 2　K3A-HWTX-Ⅰ 的还原氧化与分离纯化

刚从树脂上裂解下来的 K3A -HWTX-Ⅰ 呈变性状态,而不具生理活性,所以在检测其

活性之前,必须提供适宜的条件使其形成特定的空间构象和正确的二硫键配对方式.氧化复

性前的还原处理是为了使合成产物的巯基呈均一的还原状态, 而还原后的仔细脱盐纯化可

防止某些盐类或其它杂质在以后的氧化复性体系中干扰目的肽的氧化折叠.

在 20～25℃ 温度条件下, 含 GSH-GSSG 对的氧化复性体系能使多肽迅速进行氧化折

叠. 由于氧化液中目的肽的浓度很低,大大减少了分子间的作用, 二硫键的连接主要在分子
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内进行. GSSG 与还原目的肽形成混合二硫键并因此而激发分子内的二硫键形成; GSH 使

已形成的二硫键变成混合二硫键 [ 10] ; 过量 GSH 的使用可使错误折叠的分子还原并使溶剂

能够进到形成二硫键的部位,这样在折叠中的中间产物和受热力学控制的终产物之间就存

在一种平衡. 由于二硫键正确配对的分子在热力学上最稳定, 所以平衡有利于形成二硫键配

对及空间构象正确的分子. 氧化复性后的样品经离子交换 HPLC 的纯化效果见图 2.

收集图 2中的主峰部分经 RP-HPLC 脱盐纯化后呈单一的对称主峰,见图 3. 说明纯化

效果是令人满意的.

图 2　K3A-HWTX-1 离子交换 HPLC 层析图

F ig . 2　I on-exchange HPLC of K3A-HWTX-Ⅰ

　图 3　完全复性 K3A-HWT X-Ⅰ 的

RP-HPLC 层析图

　Fig. 3　RP-HPLC o f completely r enatured

K3A-HWTX-Ⅰ2. 3　K3A-HWTX-Ⅰ 的鉴定

K3A-HWT X-Ⅰ 电喷雾质谱测定结

图 4　K3A-HWTX-Ⅰ 电喷雾质谱图

Fig. 4　Nanoelectro spr ay analy sis o f K3A-HWTX-Ⅰ

果见图 4.

图中结果显示, 复性 K3A-HWT X-

Ⅰ 的分子量为 3 691. 6,理论分子量(均

按氨基酸残基的 Mono isotopic Mass 计

算)为 3 690. 7,二者十分接近. 这不仅

从一个侧面证明 K3A-HWT X-Ⅰ 合成

的正确性, 而且证明氧化复性后 K3A-

HWT X-Ⅰ的 6 个-SH 都参与了二硫键

的形成. N-端序列测定结果(循环图未

列出)显示, 第 3 位氨基酸残基是 Ala;

Ala 对第 3 位 Lys 的取代及 N-端序列

是正确的.

2. 4　生理活性检测

复性K3A-HWTX-Ⅰ及天然HWTX

-Ⅰ的活性测定结果见图 5.

图 5显示,在台氏液中,间接刺激神经引起的膈肌收缩能长时间保持相对的稳定; K 3A-
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图 5　K3A-HWTX-Ⅰ 和天然 HWT X-Ⅰ 对小鼠膈神经-膈肌接头的阻断作用比较

( a 为阻断后直接刺激引起的肌肉收缩)

F ig . 5　Blockades of neur omuscular tr ansmission by K3A-HWTX-Ⅰ and natur al HWTX-Ⅰ

( a: Responses of muscle elicited by dir ect stimulation after blockade)

HWT X-Ⅰ能在 75 min 内完全阻断膈神经-膈肌接头的传递,而相同浓度下的天然 HWTX-

Ⅰ的阻断时间为 15 min,可见 K3 突变成 A 后 HWTX-Ⅰ 的活性下降了 80% . 此外,二者

对“接头”的阻断都不影响对膈肌的直接刺激.

综上所述,应用本研究室自行设计制造的全自动蛋白质化学工作站,能顺利有效地合成

多肽分子. 虽然合成的 K3A-HWT X-Ⅰ粗品呈变性状态,但可通过提供适当的复性条件使

之形成正确的空间构象和二硫键配对方式,从而显示应有的生理活性. 与天然 HWTX-Ⅰ相

比, K3A-HWT X-Ⅰ 的活性降低了 80%, 这说明 HWT X-Ⅰ 第 3位赖氨酸残基是 HWTX-

Ⅰ 发挥生理活性的重要残基之一,但不是活性中心关键残基, 因为将活性中心关键残基取

代后,活性损失将达到 100%. A 替代 K3 后可能减弱了 HWTX-Ⅰ与 n-AchR的结合能力

或影响了整个分子正常的空间构象. 有关内容正在进一步研究之中.
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