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研究报告                                                               

Arg20 突变对敬钊缨毛蛛毒素-V 钠通道活性的影响 

曾雄智 1, 邓梅春 1, 皮建辉 2, 全妙华 2, 王贤纯 1, 梁宋平 1 
1 湖南师范大学 蛋白质化学与发育生物学教育部重点实验室,长沙 410081 
2 怀化学院生物工程系,怀化 418008 

摘  要: 敬钊缨毛蛛毒素-V(Jingzhaotoxin-V, JZTX-V)是从敬钊缨毛蛛粗毒中纯化到的一种新型河豚毒素不敏感型钠通

道抑制剂, 为了深入研究该毒素的结构与功能关系, 应用芴甲氧羰基(Fmoc)固相多肽化学合成方法合成了用丙氨酸(Ala)

替代 JZTX-V 第 20 位精氨酸残基的突变体 R20A-JZTX-V, 合成线性多肽经反相高效液相色谱分离纯化后进行谷胱甘肽

氧化复性。复性产物分别用基质辅助激光解析飞行时间质谱(MALDI-TOF/TOF MS)进行分子量的鉴定, 用膜片钳电生理

方法进行电压门控钠通道抑制活性分析。研究结果表明, Arg20 被 Ala 取代后, R20A-JZTX-V 对大鼠背根神经节细胞

(DRG)膜上表达的河豚毒素敏感型(TTX-S)钠通道的抑制活性与天然 JZTX-V 相当, 提示 Arg20 与 JZTX-V 对 TTX-S 钠

通道的抑制活性无关或关系不大; 而 R20A-JZTX-V 对 TTX-R 钠通道的抑制活性却比天然 JZTX-V 下降了约 18.3 倍, 说

明 Arg20 是与 JZTX-V 对河豚毒素不敏感型(TTX-R)钠通道抑制活性相关的关键活性残基之一, 推测 R20A-JZTX-V 活

性降低的原因是用 Ala 替代 Arg20 后改变了 JZTX-V 与 TTX-R 型钠通道的作用位点。 

关键词 : 敬钊缨毛蛛毒素 -V, 固相多肽合成 , 突变体 , 氧化复性 , 膜片钳  

Effects of Arg20 Mutation on Sodium Channels Activity of 
JZTX-V 
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Abstract: Jingzhaotoxin-V(JZTX-V) isolated from the venom of the spider Chilobrachys jingzhao is a novel potent inhibitor that 
acts on tetrodotoxin-resistant and tetrodotoxin-sensitive sodium channels in adult rat dorsal root ganglion(DRG) neurons. It is a 
29-residue polypeptide toxin including three disulfide bridges. To investigate the structure-function relationship of the toxin, a mutant 
of JZTX-V in which Arg20 was substituted by Ala, was synthesized by solid-phase chemistry method with Fmoc-protected amino 
acids on the PS3 automated peptide synthesizer. The synthetic linear peptide was then purified by reversed-phase high performance 
liquid chromatography and oxidatively refolded under the optimal conditions. The refolded product was analyzed by matrix-assisted 
laser desorption/ ionization time-of-flight mass spectrometry(MALDI-TOF MS) and electrophysiological experiments for its relative 
molecular weight and prohibitive activity of sodium channels respectively. The present findings show that the prohibitive effect of 
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R20A-JZTX-V on TTX-S sodium channels in DRG neurons is almost the same as that of native JZTX-V, suggesting that Arg20 does 
not play any important role in inhibiting TTX-S sodium currents in DRG neurons. In contrast, the prohibitive level of R20A-JZTX-V 
on TTX-R sodium channels is reduced by at last 18.3 times, indicating that Arg20 is a key amino acid residue relative to the bioactivity 
of JZTX-V. It is presumed that the decrease in activity of R20A-JZTX-V is due to the changes of the property in the binding site in 
TTX-R sodium channels. 

Keywords: JZTX-V, solid-phase synthesis, mutant, oxidative refolding, patch-clamp 

敬钊缨毛蛛毒素-V(Jingzhaotoxin-V,JZTX-V)是

从我国新发现珍稀蜘蛛敬钊缨毛蛛 (Chilobrachys 

jingzhao)[1]粗毒中纯化到的一种新型肽类神经毒素。

该毒素由 29 个氨基酸残基组成 , 其一级结构为

YCQKWMWTCDSKRACCEGLRCKLWCRKII , 其中6个半

胱氨酸按照 1-4(Cys2-Cys16) 、 2-5(Cys9-Cys21) 、

3-6(Cys15-Cys25)的连接模式形成三对二硫键。电生

理活性测定表明, JZTX-V 能够强有力抑制大鼠背根

神经节(DRG)细胞上的河豚毒素不敏感型(TTX-R)

与河豚毒素敏感型(TTX-S)钠电流, 其 IC50值分别是

27.6 nmol/L 和 30.2 nmol/L[2]。鉴于河豚毒素不敏感

型钠通道只在外周感觉神经元中表达, 而且抑制此

类通道能够产生明显的镇痛效果却没有类似目前临

床镇痛药物的毒副作用[3], 因此 JZTX-V 具有开发成

新型镇痛药物的医用前景。为了进一步研究该毒素

的结构与功能关系 , 本研究采用固相芴甲氧羰基

(Fmoc)多肽合成技术合成了敬钊缨毛蛛毒素-V 的单

残基突变体(R20A-JZTX-V), 合成线性多肽经氧化

还原复性后, 利用膜片钳技术对复性产物进行了电

压门控钠通道活性研究, 证实第 20 位的精氨酸残基在

JZTX-V 与电压门控钠通道结合活性中的关键作用。 

1  材料与方法 

1.1  仪器和试剂 
芴甲氧羰基 (Fmoc) 氨基酸 , 二甲基甲酰胺

(DMF), HBTU、还原型谷胱甘肽(GSH)、氧化型谷胱

甘肽(GSSG)、哌啶(Piperidine)、三氟乙酸(TFA)、Rink 
Resin 树脂均从吉尔生化有限公司购买 ; NMG 

(N-methyl-D-glucamine)、D-glucose、EGTA、MgATP、
Trypsin、Li2GTP、HEPES 购均自 Sigma-Aldrich。 

PS3 多肽合成仪(Protein Technologies), Ultraflex 

MALDI-TOF/TOF 质谱仪(Bruker), EPC-9 电生理记

录仪(HEKA)。 

1.2  突变体的化学合成与分离纯化 
参照文献[4]的方法, 利用 PS3 多肽合成仪完成

突变体 R20A-JZTX-V 的固相化学合成。合成粗品采

用半制备型反相 HPLC 进行分离纯化(Phenonmenex 

C18 柱, 10.0 mm × 250 mm; 洗脱液 A: 含 0.1% TFA

的水溶液; 洗脱液 B: 含 0.1% TFA 的乙腈; 线性梯

度: 25 min 内 B 液 25%~33%; 流速 3 mL/min), 利用

质谱确定目的肽, 收集洗脱峰并冻干备用。 

1.3  合成多肽的氧化还原复性 
参照文献 [5,9]的方法 ,利用分析型 RP-HPLC 

(Phenonmenex C18 柱, 4.60 mm × 250mm; 洗脱液

A、B 同前, 线性梯度: 25 min 内 B 液 22%~32%; 流

速 1.0 mL/min)在不同条件下对复性的产率进行监测,

以便探索突变体 R20A-JZTX-V 的最适氧化还原复

性条件。 

1.4  合成多肽与复性产物的质谱分析 
采用 Ultraflex TOF/TOF 质谱仪测定合成多肽与

复性产物的相对分子质量。 

1.5  膜片钳电生理活性鉴定 
全细胞膜片钳实验采用急性分离和短期培养的

大鼠 DRG 神经元细胞进行。玻璃电极经两步拉制仪

(PC-10, Narishige)两步拉制后热抛光 , 充电极内液

后入水电阻为 2~3 MΩ。用于钠电流记录的细胞外液

为: 150 mmol/L NaCl, 2 mmol/L KCl, 5 mmol/L D- 
glucose, 1 mmol/L MgCl2, 1.5 mmol/L CaCl2, 10 mmol/L 
HEPES, pH 为 7.40。电极内液为: 105 mmol/L CsF,  

35 mmol/L NaCl, 10 mmol/L HEPES 和 10 mmol/L 

ECTA, pH 为 7.40。实验细胞形成全细胞记录模式后

稳定 4~6 min。记录电流经 EPC-9 放大器(HEKA, 

German)10 kHz 滤波过滤。线性漏电流和电容电流

用 p/4 程序予以删除, 数据和图形用 pulsefit + pulse 

8.0 软件采集分析。 

2  结果与讨论 

2.1  突变体的化学合成 
化学合成的突变体 R20A-JZTX-V 粗品经真空

冷冻干燥后为白色粉末,采用 RP-HPLC 分离后, 收
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集所有比较明显的洗脱峰, 经 MALDI-TOF/TOF 质

谱仪鉴定,其中保留时间为 16.68 min 的最大洗脱峰

为目的峰(图 1), 其相对分子质量为 3527.33, 与理

论分子量(MH+)3528.29 相符。该洗脱峰的质谱图显

示为单一离子峰, 证明 R20A-JZTX-V 的合成非常成

功, 且产物纯度较高。 

 

图 1  突变体合成粗品的 HPLC 和质谱分析图谱 
Fig. 1  RP-HPLC chromatogram and mass spectra of 

synthetic crude mutant 
The synthetic R20A-JZTX-V was applied to a phenonmenex 
C18 column (10.0 mm × 250 mm) pre-equilibrated with 0.1% 
TFA. Elution was performed with a linear gradient of 25%~33% 
acetonitrile over 25 min at a flow rate 3.0 mL/min at 40oC. The 
inset showed the peak of interest 

 
2.2  突变体的氧化还原复性 

化学合成的突变体是线性分子, 没有生物学活

性, 须要进行氧化复性使其形成正确的空间结构和

二硫键配对才能恢复生物学活性。但氧化复性是一

个非常复杂的过程 , 受多种因素的影响 , 且不同的

多肽氧化复性的条件也不尽相同, 因此在大量合成

多肽进行复性前 , 有必要探索其最佳氧化复性条

件。突变体 R20A-JZTX-V 分子中疏水性氨基酸残基

比较多, 冻干样品在复性缓冲溶液中的溶解性较差, 

并且非常容易聚集, 因此复性产率非常低。在实验

探索中通过先将冻干样品溶于少量蒸馏水, 再混入

复性缓冲溶液中, 10 min 后再加入谷胱甘肽的方法

非常好的解决了突变体 R20A-JZTX-V 在复性过程

中溶解性差、容易聚集、复性产率低的问题。通过

比较研究显示 R20A-JZTX-V 的最佳氧化复性   方

法为谷胱甘肽氧化复性法, 具体复性条件为:   0.1 

mol/L 的 Tris-HCl 缓冲液、pH 7.5、1.0 mmol/L 的

GSH、0.1 mmol/L 的 GSSG、样品浓度为 0.05 mg/L、

复性温度为 4oC。图 2 展示了线性 R20A-JZTX-V 氧

化还原复性的动态变化情况。随着复性时间的延长, 

目的峰形逐渐变大 , 峰面积逐渐增加 , 但当复性进

行至 24 h 以后, 峰形在 48 h 之内都能够保持相对稳

定, 单一主峰明显, 提示该毒素分子的复性在 24 h

内已经基本完成。复性产物经 MALDI- TOF/TOF MS

鉴定, 相对分子质量为3521.19, 比线性R20A-JZTX-V

的分子质量减少了 6, 提示复性后的 R20A-JZTX-V

形成了 3 对二硫键。 

 

图 2  合成突变体 R20A-JZTX-V 氧化复性过程的色谱监测 
Fig. 2  RP-HPLC chromatograms in oxidative refolding 

process of synthetic R20A-JZTX-V 
Refolding time: a, 0 min; b, 10 min; c, 12 h; d, 24 h 

 

2.3  突变体的钠通道活性分析 
大鼠背根神经节细胞膜上同时存在 TTX-S 和

TTX-R 型钠通道, 其分布与细胞的大小有关。其中

直径小于 20 μm 的 DRG 细胞主要表达 TTX-R 型钠

通道, 而直径为 20~30 μm 的 DRG 细胞趋于表达

TTX-S 型钠通道[6]。因此, 我们通过倒置显微镜上的

标尺附件可以选择直径小于 10 μm 或大于 30 μm 的

DRG 细胞进行实验, 并在细胞外液中加入 200 nmol/L

的河豚毒素, 以阻断 TTX-S 型钠电流和分离 TTX-R

型钠电流。如图 3A 所示, 将 DRG 细胞钳制在−80 mV,

以 50 ms 的时程去极化到−10 mV, 可以诱发 TTX-R

型钠电流。加入 500 nmol/L 的 R20A-JZTX-V 可以

抑制 TTX-R 型钠通道峰值电流的(44.2% ± 2.3%, n = 

4), 而且这种抑制作用具有浓度依从性 , 其半数有

效抑制浓度 IC50 值为 505.3 nmol/L (图 4A)。鉴于天

然 JZTX-V 分子对大鼠 DRG 细胞上 TTX-R 型钠电

流的 IC50 值为 27.6 nmol/L, 相比之下 , 突变体

R20A-JZTX-V 的 IC50值约是天然 JZTX-V 的 18.3 倍, 

其抑制活性大大降低, 表明 JZTX-V 分子中第 20 位
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的精氨酸残基是负责 JZTX-V 与 DRG 细胞上 TTX-R

型钠通道结合的关键活性残基。图 3B 显示了

R20A-JZTX-V 对 DRG 细胞上 TTX-S 型钠通道的作

用。加入 50 nmol/L的 R20A-JZTX-V可以抑制 TTX-S

型钠通道峰值电流的(60.9% ± 2.8%, n = 3), 其 IC50

值为 36.8 nmol/L (图 4B)。与天然 JZTX-V 对大鼠

DRG 细胞上 TTX-S 型钠电流的 IC50 值 30.2 nmol/L

相比, R20A-JZTX-V 对 TTX-S 型钠通道的抑制作用

与天然 JZTX-V 相当, 表明 JZTX-V 分子中第 20 位

的精氨酸残基与 TTX-S 型钠通道的结合活性无关。 

 

图 3  突变体 R20A-JZTX-V 对大鼠 DRG 神经元细胞上

的 TTX-R 与 TTX-S 型钠电流的影响 
Fig. 3  Effects of native JZTX-V and its mutant on TTX-R 

and TTX-S sodium currents on rat DRG neurons 

 

图 4  天然 JZTX-V 及其突变体对 TTX-R 与 TTX-S 型钠

电流的浓度效应曲线 
Fig. 4  The conrentration-dependent relationship curve of 

native JZTX-V and its mutant on TTX-R and TTX-S sodium 
currents on rat DRG neurons 

● presents native JZTX-V; ○ presents the mutant R20A-JZTX-V 
 

2.4  讨论 
固相多肽化学合成是开展生物毒素结构与功能

关系研究的重要手段, 其研究方法包括氨基酸残基

或片段的替换、删除、插入和变换等[7]。在进行单

残基替换突变时, 一般是将可能的关键残基用丙氨

酸、甘氨酸或侧链基团性质差异较大的其他氨基酸

残基替换。而导致突变体生物学活性减少或丧失的

原因主要有三种情况: (1)被替换的残基为结构相关

残基, 它的替换导致突变体分子无法折叠复性而形

成稳定的空间结构; (2)突变体复性时二硫键错配导

致毒素分子本身特定的空间结构破坏; (3)被替换的

残基为活性相关残基, 它的替换导致毒素分子与受

体作用的位点不复存在。突变体 R20A-JZTX-V 的氧

化复性研究证实当突变体的复性时间达到 12 h 后, 

复性中间体已经转化为一个单一主峰, 显示突变体

能够很好的折叠复性, 而质谱分析也表明复性产物

形成了 3 对二硫键, 进一步的电生理活性分析发现

该突变体对大鼠 DRG 细胞膜上的 TTX-S 型钠通道

的抑制作用与天然 JZTX-V 相当, 说明 Arg 20 的单

残基突变并未改变 JZTX-V 分子特定的空间构象。

而该突变体对大鼠 DRG 细胞膜上表达的 TTX-R 型

钠通道的抑制作用却比天然毒素降低了 18.3 倍但并

未完全丧生 , 说明第 20 位的精氨酸残基只是

JZTX-V 作用于 TTX-R 型钠通道的关键活性残基之

一。因为在毒素分子中决定其生物学活性的残基往

往不止一个[8], 要想完全确定 JZTX-V 分子中的活性

相关残基, 应对所有可能的活性位点进行丙氨酸扫

描突变 , 并通过生物学活性比较来确定 , 相关研究

正在继续进行之中[9]。 
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全书以中英文两种文字较为系统地介绍了土著知识的概念, 国内外研究土著知识的概况及趋
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