
烟碱型乙酰胆碱受体(the nicotinic acetylcho鄄
line recepror, nAChRs) 是配体门控的离子通道蛋
白(ligand鄄gated ion channel). nAChRs具有多种亚
型, 主要分布于神经节细胞膜和骨骼肌细胞膜上.
作为新药开发的靶点, nAChRs的研究在阿尔茨
海默氏病, 精神分裂症和帕金森氏病等疾病治疗
和机理研究中具有十分重要的作用[1耀6]. 2005年, 电

子显微镜显示了电鳐发电器官 nAChR (Torpedo
nAChR)的初级三维结构[7](见图 1a), 研究揭示 nA鄄
ChRs的整体形状和尺寸, 配体结合的位点和离子
通道等. 最近 4.6 魡 分辨率 X鄄ray 又揭示了乙酰
胆碱结合口袋, 其被 7个 茁鄄折叠结构所包围, 这
与圆二色的测量表明配体结合结构域主要为 茁鄄
折叠结构的结果相符合. 虽然这些低分辨率手段
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摘 要: 乙酰胆碱结合蛋白(acetylcholine鄄binding proteins, AChBPs)的基本特征尧结构特点和激活机制与烟碱型
乙酰胆碱受体(the nicotinic acetylcholine recepror, nAChRs)相似. 通过对 AChBPs晶体结构与功能的研究, 能准
确阐明 nAChRs 结构与功能的关系. 通过对配体和 AChBPs 的复合物的晶体结构解析, 有助于我们理解配
体与 nAChRs相互作用的机理, 为开发治疗疼痛尧成瘾尧帕金森症尧阿尔茨海默氏症和癫痫等疾病的新药提
供理论基础.
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Abstract：Acetylcholine鄄binding proteins (AChBPs) have been identified from different snails, including
Lymnaea stagnalis, Aplysia californica and Bulinus truncatus. As structural homologues of the nicotinic
acetylcholine receptors (nAChRs), AChBPs have similar characteristrics and activation mechanism of
nAChRs. Therefore, the crystal structure of AChBPs can provide a structural basis for understanding the
structure and function of nAChRs, which would be useful to design new drugs for pain, addiction, Parkinson
disease, Alzheimer's disease, and epilepsy etc.
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让我们对 nAChRs的基本轮廓有所了解, 然而到
目前为止,人们尚未能清楚解析这些膜蛋白的 X鄄ray
结构. 乙酰胆碱结合蛋白(AChBPs)与 nAChRs的
膜外配体结合结构域具有同源性 (见图 1a、b). 在

过去的 12年, 多个 AChBPs及其与配体结合的复
合物的晶体结构已被解析. 对这些晶体结构的分
析有助于我们理解 nAChRs 的结构和功能的关
系, 并为新药开发提供理论基础.

图 1 AChBPs尧Torpedo AChR尧细菌离子通道 GLIC的三维结构图
(a) 电子显微镜显示 Torpedo AChR初级三维结构模型, 其 PDB代码为 2BG9, 它由 琢, 茁, 啄, 琢, 酌 5个亚基组成, 这里只突出
显示强调了 琢亚基(红)与亚基 酌(蓝色), 配体结合部位用圆圈表示. 横杠表示细胞胞膜, E表示胞外结构, I表示胞内结构;
(b) 从垂线方向看 AChBPs五聚体, 其 PDB代码为 1Y9B. 图中突出显示强调了 A(黄色)与 B(红色)两个原体及其接触面;
(c) 细菌离子通道 GLIC开放的三维结构, 其 PDB代码为 3EHZ; (d) 从顶部方向看 AChBPs五聚体, 每个原体以 A尧B尧C尧D尧
E和不同的颜色表示, AB尧BC尧CD尧DE尧EA表示 5个原体(亚基)的接触面, 也是配体结合位点; (e) AChBPs原体(亚基)结构
概貌图. 在一个完整的离子通道中, N端指向突触间隙, C端将进入膜, 一直持续到跨膜结构域; (f) AChBPs与眼镜蛇神经
毒素的共结晶结构(PDB 1YI5).
Fig.1 Three鄄dimensional structures of AChBPs, AChR and bacterial ligand鄄gated ion channels
(a) Structural model of the acetylcholine receptor from the Torpedo electric organ (PDB 2BG9), only the front two subunits are
highlighted (琢, red; 酌, blue); ligand鄄binding domain was highlighted in cycle, horizontal bars indicated the cell membrane (E,
extracellular; I, intracellular); (b) Viewing the AChBPs pentamer perpendicular to the five鄄fold axis (PDB 1Y9B), only the front
two subunits are highlighted only in the A (yellow) 要B (red ) interface; (c) X鄄ray structure of GLIC with the channel apparently
open (PDB 3EHZ); (d) Viewing the AChBPs pentamer perpendicular from top. Each protomer representation is A, B, C, D, E
and has a different colour. Subunits are labelled clockwise, with AB, BC, CD, DE and EA forming ligand鄄binding sites; (e) Overview
of the AChBPs protomer structure. In a complete ion channel the N terminus would point towards the synaptic cleft and the C
terminus would enter the membrane at the bottom, continuing into the first transmembrane domain; (f) Crystal structural of
AChBPs complex with 琢鄄cobratoxin (PDB 1YI5).

在新药开发中, 我们需要了解 nAChRs配体
结合结构域的具体特征及与不同配体结合的情

况, 这就需要研究它与配体共结晶的情况. 由于
nAChRs是跨膜蛋白, 目前尚未获得完整的晶体.
因此, 要找到一种容易得到完整晶体的蛋白来代
替 nAChRs, 目前主要是通过乙酰胆碱结合蛋白

(AChBPs) 的晶体结构来研究 nAChRs 的结构 .
AChBPs(见图 1b)是水溶性蛋白, 相对分子质量在
30 kD左右, 它的功能又与 nAChRs相似, 调节突
触传递. 它没有跨膜结构, 因此较易纯化和得到
完整的晶体结构. AChBPs已经被证明与 nAChRs
具有同源的配体结合结构域和相同药理特性[8耀15].

(b)

(d) (e)

(c)

(f)
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作为研究的模板, AChBPs不但可以帮助我们研
究 nAChRs, 还使我们了解细菌的配体门控通道
(见图 1c), 细菌的配体门控通道只比 AChBPs 多
出一个跨膜结构, 但它又比 nAChRs少一个胞内
结构. 通过三者比较我们可以看出 AChBPs是配
体门控通道家族中最简单、原始的蛋白. 本文通
过 AChBPs的基本特征、结构特点和激活机制来
说明它与 nAChRs的关系, 并阐明了这些方面的
研究进展及在新药开发中的应用.
1 AChBPs的基本特征

目前, 已纯化与鉴别出 3种 AChBPs, 它们结
构相基本相同 , 它们分别是 Lymnaea stagnalis、
Aplysia californica、Bulinus truncatus, 简称为 Ls鄄
AChBP、Ac鄄AChBP、Bt鄄AChBP, 已知与 nAChRs结
合的激动剂和竞争性拮抗剂如乙酰胆碱、尼古丁、

筒箭毒碱、琢鄄银环蛇毒素、琢鄄芋螺毒素等都与
AChBPs结合[1].因此, AChBPs可用来作为研究nA鄄
ChRs的配体结合结构域及结合方式. AChBPs含
有 210 个氨基酸残基 , 形成稳定的五聚体 . 与
nAChRs的配体结合结构域很相似.

图 2比较了 3种 AChBPs与人类同源神经型
琢7亚基蛋白序列比对. 结果显示, 它们总的相似
率为 30%, 3 种 AChBPs残基在 C loop 处 (127耀
140残基之间) 高度保守. 而 nAChRs的残基在这
一区域与 AChBPs残基不相同, 在 nAChRs中, 这
一区域是与跨膜结构相联接的部位 , 但在
AChBPs中, 缺乏 nAChRs的跨膜区和胞内结构,
它们只是水溶性蛋白, 所以它们在这个区域有一
些区别. 其它区域 AChBPs 的残基与 nAChRs 家
族的残基相类似, 所有 nAChRs家族的保守的残
基 (包括那些具有与配体结合的残基) 都存在于
AChBPs中.
2 AChBPs的结构特点

如图 1(d)所示, AChBPs是由 5个原体(亚基)
组成的, 形状像小孩玩的风车, 而每个原体像风
车的一个花辨, 每个原体相互连接, 形成接触面,
5 个亚基分别用 A、B、C、D、E 表示 , 形成了 AB、
BC、CD、DE、EA 5 个接触面, 这 5 个接触面是配
体结合位点. AChBPs每个亚基的 N端位于顶部,
而 C 端位于底部. 在 nAChRs中, 也是类似的结
构, 只不过多了跨膜结构域和胞内结构, 跨膜结
构域是从配体结合结构域 C端开始的. 假如我们

把 AChBPs 看成是 nAChRs配体结合结构域, 那
它也是从 C端开始进入跨膜结构域, 从图 1 (e)中
可清楚地看到从 茁链的尾部 茁10处(C端)开始 进
入跨膜结构域[1].

在肌肉型的 nAChRs中, 主要的免疫原区域
(MIR)位于 琢7亚基残基 67~76 处, MIR在自身免
疫性疾病—重症肌无力中是一个抗原表位 . 在
AChBPs 五聚体的顶部处也有相关的 MIR 区域
(见图 1a、e) , 也位于亚基残基 67~76 处, 尽管在
AChBPs 中这个区域的残基与 琢7 同源的序列较
少(见图 2),但它与电子显微镜下研究的 nAChRs的
MIR区域位置相符合,也位于受体的远前端[16, 17].

AChBPs 五聚体的中心孔隙由带电荷的残基
构成, 具有亲水性. 在中心孔隙的周边有 5 个大
的口袋, 这些口袋的入口处由不带电荷、疏水的 茁
链(茁3、茁4、茁5、茁5忆)构成(见图 1e), 这个区域与离子
通道开放或关闭有关. 同样, 在 4.6 魡分辨率下观
察 Torpedo AChR, 也看到类似这种结构[18].

AchBPs 的两个亚基接口—C loop 处有一些
小口袋, 这些口袋是由不同的残基排列而成的,
AchBPs与不同的配体共结晶结构显示, 它是配体
结合位点. 在 nAChRs受体中, 这个位置也存在一
些口袋, 从五聚体中心垂线看, 这些口袋(功能区)
就在其球蛋白赤道的附近, 大约离 C 端有 30 魡
的距离, 电镜中观察 Torpedo AChR 的这个位置
就是配体结合位点[1]. 同样, 通过同位素标记和电
镜分析, 口袋中的残基被证明参与配体结合的过
程, 因此进一步确定是结合位点[19].
3 AChBPs的激活机制与应用

在 nAChRs中配体结合结构域的位置是保守
的, 但实际上每个残基是变化的, 由于进化产生
不同亚型的受体, 各种亚型的受体与不同的配体
相结合. 然而, 所有 nAChRs的配体结合结构域有
一个共同的功能, 就是激活膜通道, 如 nAChRs的
配体结合结构域能激活五羟色胺膜通道等[20]. 所
以在烟碱型乙酰胆碱受体(nAChRs)的配体结合结
构域中 , 这种激活机制是保守的 . 通过 AChBPs
与配体共晶体的研究, 更多的观点认为激活机制
是来自配体结合结构域的 C loop处的变化[21].

AChBPs与配体结合时, C loop 发生了变化,
比如 Celie等在研究中观察到 AChBPs与芋螺毒
素 琢鄄cobratoxin 结合时 , AChBPs 的 C loop 打开
(向外移动), 而与尼古丁结合时 C loop关闭(向内
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图 2 Ac鄄AchBP尧Ls鄄AChBP尧Bt鄄AChBP 3种 AChBPs的蛋白序列和人类 nAChRs的 琢7比对
Fig.2 Three soluble binding proteins from Aplysia californica, Lymnaea stagnalis and Bulinus truncatus are aligned
with human nicotinic acetylcholine receptor 琢7 subunits

移动) [20, 21, 24]. 在 nAChRs中 C loop 的这种变化是
离子通道的开关信号 . 比如 nAChRs 与 琢鄄cobra鄄
toxin结合时 C loop向外移动, 好象是要避开配体
一样，是结合拮抗剂时引起离子通道关闭的表现.
与配体氨甲酰胆碱和尼古丁结合时, 其 C loop向
内移动, 好象是要拥抱配体一样，是结合激动剂
时引起离子通道打开的表现 . 在 EM 中观察到
nAChRs的 C loop这种变化信号会通过 茁9鄄茁10发
夹传到膜通道, 同时伴随大的亚基也发生扭转.

AChBPs 的 X鄄ray 结构帮助我们更好了解
nAChRs 的 EM 结构及结合位点 , 比如通过
AChBPs的结构, 就可以看出配体与 nAChRs结合
时, C loop向内移动, 这种移动使 Arg 209与 Glu
45形成盐桥, Val 46靠近跨膜片段 M2 和 M3上
残基 Pro 272 和 Ser 269, 从而开放通道. 这种信
号转导方式在配体门控离子通道家族中似乎是共

同的, 因为在 酌鄄氨基丁酸和 5鄄羟色胺受体与配体
结合时, Pro272也发生构象变化[21].

氨甲酰胆碱和尼古丁、芋螺毒素, 琢鄄cobratox鄄
in等与 AChBPs复合物的晶体表明, 配体主要与
C loop附近的芳族氨基酸残基相互作用, 而且每
种配体的空间结构不同, 结合位点可能不同, 改
变配体的特点, 可以增加它对 nAChRs亚基的选
择性. 比如 Se忆 bastien D 等通过分析芋螺毒素与
AChBPs的晶体结构发现: 含有 Leu 10、Arg 5 残
基的芋螺毒素(比如 TxIA)与 AChBPs亲和力较大,
主要是这种芋螺毒素中 Arg 5残基与 AChBPs中

的 Asp 195 残基形成盐桥 , Leu 10 残基与
AChBPs的一个疏水位置结合.

在以上研究的基础上, Se忆 bastien D 等突变
另外一种芋螺毒素 PnIA, 即把它的 Leu 5残基突
变为 Arg 5残基, Ala l0残基突变为 Leu 10残基,
结果 , 突变体 PnIA (Leu 5 Arg, Ala 10 Leu)对
AChBPs和 琢3茁2 nAChRs的亲和力都增大 200倍,
大大增加了它对 琢3茁2 nAChRs 的选择性 .
nAChRs的不同亚基具有不同的生理作用, 所以
增加 nAChRs亚基的选择性可以改变药物的药效
和药理作用[22].
4 结语

AChBPs的基本特征、结构特点和激活机制
与 nAChRs相似. AChBPs与 nAChRs的配体结合
域具有同源性, 它们的各亚基的接触面, 主要免
疫原区(MIR)的部位, 结合位点的位置, 基本一致.
AChBPs 晶体结构信息使我们更具体地了解
nAChRs. 通过 AChBPs与 nAChRs的激动剂或拮
抗剂的共结晶研究, 可以揭示了 nAChRs与这些
配体结合时的结构与功能的变化, 及其如何激活
膜信号, 这些研究大量应用在与 nAChRs相关疾
病的新药开发和设计[1].

例如, AChBPs 与激动剂尼古丁和氨甲酰胆
碱共结晶研究 (PDB 1UV6), 不同 AChBPs与芋螺
毒素共结晶研究 (PDB 2C9T, 2BR8)[23, 24], AChBPs
与眼镜蛇神经毒素的共结晶研究(PDB 1YI5, 见图
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1f)[25], AChBPs与部分激动剂如洛贝林共结晶研究
(PDB 2BYS)[26]等. 比较这些不同的晶体结构, 揭示
了配体结合时受体构象发生了变化, 解释配体为
什么能兴奋受体或拮抗受体. 在治疗疼痛、成瘾、
帕金森症、阿尔茨海默氏症和癫痫等疾病的新药

开发中, 这种研究得到广泛的应用.
虽然目前还不清楚 AChBPs 是否也具有

nAChRs的变构和脱敏功能, 非竞争拮抗剂结合
位点是否在 AChBPs存在. AChBPs是在自然界中
存在的水溶性蛋白, 它产生并存储在神经胶质细
胞中, 并释放进入突触间隙, 它的功能是调节突
触传递, 但它缺乏跨膜通道, 因此, 配体与其结合
时不会有打开跨膜通道的功能. 还有, 不是所有
的 nAChRs结合模型都能用 AChBPs来解释 , 比
如 琢鄄bungarotoxin. 与 nAChRs结合时, 还与 琢1上
的糖基结合等. 但是, 在 AChBPs进化过程中还是
保存 nAChRs 的一些功能 , 它还是研究 nAChRs
方便而有效的工具[27耀31].

研究 AChBPs的晶体结构与功能不但有利于
我们对 nAChRs的了解, AChBPs的晶体结构也适
用于研究 酌鄄氨基丁酸, 5鄄羟色胺受体等. 广义上
讲, AChBPs与配体门控离子通道家族的配体结
合结构域具有同源性[27耀30]. 配体门控离子通道家族
包括 nAChRs, 酌鄄氨基丁酸受体、甘氨酸受体、谷氨
酸受体及 5鄄羟色胺受体等. AChBPs帮助我们了
解这些受体与配体结合的特点, 有利于我们开发
相关的新药, 如 AChBPs应用于开发止吐药(作用
于 5鄄羟色胺受体)和控制情绪药(作用于 酌鄄氨基丁
酸受体)等. 总之, AChBPs是对配体门控离子通道
家族的配体结合结构域的具体解释, AChBPs 是
研究配体门控离子通道家族有效而方便的工具,
是开发与这类受体相关的新药所必需的模板[31耀33].
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