
!""# 年 $$ 月
!"#$%&$’ !""#

色 谱
!"#$%&% ’()*$+, (- !"*(.+/(0*+1"2

(")* !% !"* &
’!% ( ’!)

收稿日期：!""# +"* +$#
第一作者：曾雄智，男，博士，,+%-.)：/."0123.2$01+ 4-3""* 5"%* 50*
通讯联系人：梁宋平，男，教授，博士生导师，6$)：（"#,$）’’#!%%&，7-/：（"#,$）’’&$,"*，,+%-.)：).-0189+ 3:00:* $;:* 50*
基金项目：国家自然科学基金重大项目资助（!"* ,)))"&""）*

高效液相色谱!荧光检测法测定敬钊毒素!"的磷脂膜结合活性
曾雄智$，- 皮建辉$，!，- 梁宋平$

（$ *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，湖南 长沙 *$""’$；

! *怀化学院生物工程系，湖南 怀化 *$’""’）

摘要：敬钊毒素 +<（ =>6?+<）是一种能够抑制心肌钠通道失活的新型蜘蛛神经毒素，该文结合高效液相色谱与色氨酸
荧光测定技术研究了 =>6?+< 的磷脂膜结合活性。脂质体共沉淀实验表明，=>6?+< 具有不依赖于带负电荷磷脂组
成的生物膜结合活性。当加入由酸性或中性磷脂构成的脂质体后，=>6?+< 能够分别产生 &. * 和 *. # 0% 的蓝移以
及 #. * 和 ’. " 0% 的红移激发漂移，显示 =>6?+< 能够插入磷脂膜，同时该分子疏水表面的色氨酸残基处于一个运动
受限的界面区域。荧光淬灭实验进一步证实，与脂质体结合能够减少该毒素分子表面色氨酸残基的溶剂暴露。该

研究结果为阐明 =>6?+< 的离子通道门控调节机制提供了新的信息。
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- - 动作电位是可兴奋性细胞或组织进行信号传导
的主要方式，其产生和爆发的机制涉及离子通道的

开放与关闭。电压门控钠离子通道广泛存在于无脊

椎动物和脊椎动物的中枢以及外周神经系统、骨骼

肌等兴奋性细胞中，控制着动作电位的去极化相，它

的活动直接决定了动作电位是否产生与爆发［$］。

电压门控钠离子通道多为异源多亚基的跨膜糖蛋

白，相对分子质量为 !&" ( !’"，通常由一个形成孔
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道结构的 ! 亚基和几个小的 " 辅助亚基组成［!］，含

有二型功能域即中央孔域和电压敏感域。中央孔域

由跨膜片段 !" "!# 环绕而成，负责离子的选择性通
透，而电压敏感域由跨膜片段 !$ "!% 构成，通过改变
通道构象来响应细胞膜电势的变化。有毒动物如蜘

蛛、蝎、蜜蜂、海葵等能够产生各种各样的选择性抑

制电压门控离子通道的多肽与蛋白质类神经毒素。

其中孔道阻塞毒素如芋螺毒素 #!$ 通过阻塞离子
电导孔的胞外门廊来阻断离子的流动［&］，而与之对

应的电压门控调节毒素则是通过结合到离子通道的

电压敏感域上来改变离子通道的门控［%，"］。目前有

几个研究得比较清楚的毒素分子，实验证实它们都

是水溶性的而且能够结合到离子通道暴露在水溶液

中的外表面上。例如 $%&’()*+,-.% / 是由 %’ 个氨
基酸残基组成的肽类毒素，能够结合到心肌钠通道

第 % 个结构域中跨膜片段 !& "!% 的细胞外连接环
上，从而延缓钠离子通道的失活［#］。近来几个令人

特别感兴趣的研究显示有几种电压门控调节毒素具

有很强的磷脂膜结合活性，一些学者认为这些毒素

有可能是通过插入磷脂膜来接近包埋在脂双层中的

通道结合位点的［( ) ’］。这些研究结果与基于古细菌

01$2 钾通道晶体结构的电压敏感元件结构模型相
吻合。例如 ’3%3&(4.% 是一种捕鸟蜘蛛毒素，它通
过与电压敏感域中的 !&5 和 !% 跨膜片段作用来抑
制 01!* $ 钾通道。该毒素与磷脂膜的相互作用实
验显示 ’3%3&(4.% 能够与 01!* $ 钾通道的电压敏感
元件形成非常强且稳定的复合物，当插入磷脂膜内

的时候，’3%3&(4.% 分子处于磷脂膜的界面区域，而
且 ’3%3&(4.% 分子上第 &+ 位的色氨酸残基距离磷
脂双层中心约 +* ," %6。这些实验结果可以解释为
’3%3&(4.% 是通过插入磷脂膜接近电压敏感域上的
靶位点来调节离子通道的门控的［$+］。然而，通过磷

脂膜接近电压敏感元件抑制是否是电压门控调节毒

素的普遍作用机制还有待更多的实验证明。

- - 敬钊毒素"7（ 8.%9:’3(&(4.%"7，简称 8;<="7）是
从我国特有的珍稀蜘蛛敬钊缨毛蛛（!"#$%&’()"*+
,#-./"(%）毒液中纯化的一种肽类神经毒素，由 &&
个氨基酸残基组成，是一种典型的抑制剂胱氨酸结

模体分子。膜片钳电生理实验显示，8;<="7 是一种
电压门控钠通道毒素，能抑制棉铃虫幼虫神经元细

胞和大鼠心肌细胞钠通道的快速失活，作用方式类

似于类 !"蝎毒素，推测其作用位点很可能是钠通道
位点 &，在器官水平上能显著增加脊椎动物心脏收
缩的强度与跳动的速度，具有开发成强心剂药物的

应用前景［$$］。本论文采用脂质体共沉淀与色谱鉴

定技术以及固有色氨酸荧光蓝移、红移激发漂移和

荧光淬灭实验，研究敬钊毒素"7 与磷脂膜的结合活
性，并相互印证，为更好地阐明敬钊毒素"7 的作用机
制提供了新的信息。

!" 实验部分

! ! !" 试剂
- - 棕榈酰油酰磷脂酰乙醇胺（2>2?）、棕榈酰油
酰磷脂酰甘油（ 2>2#）、棕榈酰油酰磷脂酰胆碱
（2>2@）为 $13%&. 2(*3- A.).BC 公司产品；% "羟乙基
哌嗪乙磺酸（D?2?!）、色氨酸购于 !.963 公司；乙
腈为色谱纯试剂；其他试剂均为国产分析纯。敬钊

毒素"7 和海南毒素"!从蜘蛛粗毒中分离纯化得到。
! ! #" 脂质体的制备
- - 将 一 定 量 溶 于 氯 仿 中 的 磷 脂 2>2?（ $+
69 E 6A）与 2>2#（$+ 69 E 6A）按 &. $ 涡旋混匀，用
氮气吹干后低温真空冻干过夜，冻干的磷脂薄膜用

正戊烷洗涤、混匀、氮气吹干，然后悬浮在缓冲溶液

（$+ 66(* E A D?2?!，$"+ 66(* E A 0@*，)D (* +）
中，涡旋混匀。单层小脂质体采用宁波新芝科器研

究所生产的超声波细胞粉碎机冰水浴超声至溶液呈

透明状即可。超声碎屑使用 ?))+%B(-F 台式离心机
离心去除。用磷脂 2>2@ 制备单层小脂质体的缓
冲溶液为 $+ 66(* E A D?2?!，"+ 66(* E A 0@*（ )D
(* +），磷脂的浓度根据冻干磷脂的重量计算［$!］。

! ! $" 脂质体共沉淀实验
- - 磷脂膜活性肽与单层小脂质体结合后，通过超
速离心共同沉淀后，对上清液进行高效液相色谱

（D2A@）检测，可以了解活性多肽与磷脂膜的相互
作用以及作用的强弱。取 8;<="7、蝎毒素 /G0 G$
和海南毒素"!（DH<="!）（$( "6(* E A，终浓度）与
含量约为 ’ 69 E 6A 的单层小脂质体涡旋振荡混匀
后，于室温孵育 &+ 6.% 再进行超离心分离。采用
/+IJ63% !K"" 转头，于 %" +++ - E 6.%，离心 $&+
6.%。上清液通过 K3&+-C 公司 $**.3%I+ !#’+ D2A@
分析系统鉴定毒素肽的残留量。色谱柱为 2’+"
%(6+%+4 @$, 柱（%* # 66 / !"+ 66，% "6），8;"
<="7 的洗脱梯度为 + 0 %" 6.%，体积分数为 !+L 0
&"L 乙腈水溶液（含 +* $L 三氟乙酸（<M$））；流速
$* + 6A E 6.%。分别收集洗脱峰，并利用基质辅助激
光解吸电离飞行时间质谱（G$AN7"<>M G!）测定
相对分子质量。

! ! %" 荧光测定
- - 8;<="7 与磷脂膜的结合作用可通过测定毒素
分子中色氨酸残基固有的荧光强度变化来得到。荧

光分光光度计为日立 M"%"++，激发波长 !’$ %6，发
射波长 &(& %6，激发光与发射光窄缝宽 " %6，激发
偏光镜置于 ’+O，而发射偏光镜置于 +O，光电倍增管

·#!,·
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电压为 #$$ #，比色皿为 % $$ & % $$ 石英比色
皿，发射光谱收集范围为 %$$ ’ ($$ %$，增量为 )
%$。&’()!" 和色氨酸的浓度分别为 )$ !$*+ , - 和
%( !$*+ , -，原始数据运用色氨酸参考谱与差减空
白脂质体散射谱进行校正。由于脂质体的散射作用

是导致荧光强度衰减的主要原因，因此活性多肽荧

光强度需要用非结合的色氨酸荧光强度进行校正。

校正因子是在相同条件下，从每一个浓度的色氨酸

图 !" （!）"#$%&’、（(）蝎毒素 )*+ *! 和（ ,）海南毒素&!与磷脂膜结合实验的 -./0 图谱
1234 !" -./0 ,5678!9736!8: 7;（!）"#$%&’，（(）)*+ *! !<=（ ,）-!2<!<97>2<&! (2<=2<3 97 ?2@2= 8A8(6!<A:

./ &’()!" 0% 123 45637%.1.%1（ .!)）0% 123 .843%93 *: +060; $3$87.%34 *7（ .!*）.:137 .;;010*% *: #(< =>=? , *(< =>=@ A3409+34 *7
（ .!%）)$$< =>=B A3409+34/ 8/ CDE D) 0% 123 45637%.1.%1（ 8!)）0% 123 .843%93 *: +060; $3$87.%34 *7（ 8!*）.:137 $0F0%G H012 #(<
=>=? , *(< =>=@ A3409+34/ 9/ I.0%.%1*F0%!" 0% 123 45637%.1.%1（ 9!)）0% 123 .843%93 *: +060; $3$87.%34 *7（ 9!*）.:137 $0F0%G H012
#(< =>=? , *(< =>=@ A3409+34/

滴定实验计算得到的。其计算公式为［)%］：

!+,--.+/.01.1/20.（［3］） " !1.1/20.（［3］）
!4566.-7-1

!7-1（［3］）
其中 ! 表示荧光强度，［-］表示色氨酸的浓度。
! 4 # 4 !" 蓝移与红移激发漂移分析
! ! 蓝移实验是通过在 &’()!" 溶液中不加或添加
脂质体后进行荧光分析实现的，激发波长为 *8$
%$，发射光谱收集范围为 %)$ ’ ($$ %$；红移激发
漂移实验是在 *#$ %$ 至 %)$ %$ 范围内改变激发
波长，然后采集在 )$ !$*+ , - &’()!" 中不加或加入
)9 $ $$*+ , - #(< =>=? , *(< =>=@ 或 )$$< =>=B
单层小脂质体后的荧光发射谱。为了简化红移激发

漂移的实验结果，可以采用校正谱的最大发射波长

对激发波长作图［):］。

! 4 # 4 $" 丙烯酰胺荧光淬灭实验
! ! 色氨酸荧光淬灭实验采用滴加 $9 : $*+ , - 的丙

烯酰胺到混合比例为 ); )$$ 的活性多肽与单层小脂
质体混合物（)$ !$*+ , - &’()!" 与 ) $$$ !$*+ , -
脂质体）中进行。根据 J137%!#*+$37 方程［)(］：

#$

#
" ) $ % <=［&］

式中［"］是丙烯酰胺的浓度，#$ 和 # 是多肽毒素和
加入丙烯酰胺后的荧光强度，$ 4A是淬灭常数。

$" 结果与讨论

$ 4 !" 脂质体共沉淀实验
! ! 当单层小脂质体（用 #(< =>=? , *(< =>=@ 或
)$$< =>=B 制备）与含有 &’()!" 的缓冲溶液混合
后，通过超速离心发现上清液中几乎不含有 &’()!"
（见图 ) !.），这证明 &’()!" 具有较强的磷脂膜结合
活性；同时，实验证明 &’()!" 也能够与中性磷脂膜
共沉淀，表明它与磷脂膜的结合不依赖带负电荷的

磷脂。作为对照实验，当东亚钳蝎钠通道位点 % 毒
素 CDE D)［)"］与单层小脂质体混合后进行超速离

心，发现不论加入用酸性磷脂（ #(< =>=? , *(<
=>=@）制备的脂质体还是用中性磷脂（ )$$<
=>=B）制备的脂质体，均能在超速离心的上清液中
发现几乎等量的蝎毒肽 CDE D)（见图 ) !8），表明
CDE D) 没有磷脂膜结合活性。国际知名学者
J$012 等［8］也曾报道过蝎毒钠通道位点 % 毒素没有

·#*>·
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磷脂膜结合活性，而位点 # 毒素有。荧光测定实验
显示类 !!毒素 "#$ #$ 与脂质体之间的确没有相
互作用，但它的作用位点是在钠通道膜外的位点 %
上。海南毒素!!是一个与敬钊毒素!% 分子大小相
似的河豚毒素敏感型钠通道抑制剂，其作用位点可

能是钠通道位点 $，通过孔道阻塞的方式抑制钠电
流［$&］。脂质体共沉淀实验证实海南毒素!!分子与
磷脂膜没有任何结合活性（图 $ !&），研究结果与国
际著名学者 ’(( 和 #)&$*++,+［&］有关孔道阻塞毒

素 -./0! 没有磷脂膜结合活性的报道相吻合。

图 !" !"#$%& 与脂质体相互作用的荧光谱
’()* !" ’+,-./01/21/ 03/14.5 -6 !"#$%&

(24/.514(2) 7(48 9/0(1+/0
)，12 34(&56) ,7 89/:!% *+ 5;( 46(<(+&( )+= )1<(+&( ,7

（ )）&"> ?@?A B !"> ?@?C )+=（ 1）$’’> ?@?D E(<*&F(<，6(!
<4(&5*E(FG2 &2 34(&56) ,7 76(( 56G45,4;)+ *+ 5;( 46(<(+&( )+=
)1<(+&( ,7 &"> ?@?A B !"> ?@?C E(<*&F(<2

! * !" 荧光测定
( ( 我们利用色氨酸的固有荧光来研究 89/:!% 与
磷脂膜的结合特性。89/:!% 含有 % 个色氨酸残基，
根据 89/:!% 的核磁共振结构研究，发现它们均处于
分子的表面。当单层小脂质体（ &"> ?@?A B !">
?@?C 或 $’’> ?@?D）加入到 89/:!% 溶液中并混
匀后，由于色氨酸残基由溶液转入到一个疏水环境

中而导致 89/:!% 的荧光谱出现 )* # +H 或 #* & +H
的蓝移而且荧光强度大大增加（图 ! !)，1）。图 ! !&
显示当溶液中的游离两性色氨酸加入脂质体后，荧

光谱几乎没有改变。因为色氨酸分子本身并不能穿

透磷脂膜，它必须由折叠蛋白质携带才能进入磷脂

膜。作为对照实验，在钠通道位点 % 毒素 "#$ #$

溶液中加入由磷脂 &"> ?@?A B !"> ?@?C 或是
$’’> ?@?D 制备的脂质体，其荧光谱既没有蓝移，
也没有出现荧光增强的现象。可以推测钠通道位点

% 毒素 "#$ #$ 未能进入脂双层。图 % 是 89/:!%
的相对荧光强度随脂质体浓度的变化曲线。实验显

示 89/:!% 的相对荧光强度在酸性磷脂中比在中性
磷脂中更易达到稳定。

图 #" !"#$%& 与磷脂膜的结合曲线
’()* #" :/;<.52/%35.4(4(-2(2) 1,.9/ -6 !"#$%&

I(F)5*E( 7FJ,6(<&(+&( *+5(+<*5G *< 4F,55(= ).)*+<5 )E(6).(
F*4*= &,+&(+56)5*,+（ ! + %）2 I(F)5*E( 7FJ,6(<&(+&( *+5(+<*5G
(KJ)F< 5, 5;( 6)5( ,7 5;( 7FJ,6(<&(+&( *+5(+<*5G ,7 5;( 4(45*=( *+
5;( 46(<(+&( )+= )1<(+&( ,7 &"> ?@?A B !"> ?@?C )+= $’’>
?@?D E(<*&F(< L*5; =*77(6(+5 F*4*= &,+&(+56)5*,+<2

( ( 为了进一步研究 89/:!% 与磷脂膜的相互作用，
我们应用了红移激发漂移分析。图 # !) 显示了 89!
/:!% 分子固有荧光最大发射波长与激发波长的变
化曲线。当加入由 &"> ?@?A B !"> ?@?C 制备的
脂质体时，89/:!% 的最大发射波长从 %)#* # +H 变
成 %&$* , +H，相当于产生了 &* # +H 的红移激发漂
移。而加入由 $’’> ?@?D 制备的中性脂质体时，
89/:!% 的最大发射波长从 %)"* ! +H 变成 %&%* !
+H，相当于产生了 ,* ’ +H 的红移激发漂移。红移
激发漂移实验结果显示，当有磷脂膜存在时，89/:!%
分子上的色氨酸残基处于一个运动限制的环境中。

因为丙烯酰胺分子具有不易插入磷脂膜的优点，所

以可以使用水溶性的荧光淬灭剂丙烯酰胺检测磷脂

膜有效屏蔽 89/:!% 分子上色氨酸残基的荧光淬灭
能力。丙烯酰胺淬灭色氨酸荧光的 35(6+!M,FH(6
图是在 89/:!% 与脂质体混合体系中构建的（图 # !
1）。伴随着丙烯酰胺的加入，89/:!% 的荧光强度以
浓度依赖的方式进行衰减。丙烯酰胺对 89/:!% 荧
光的淬灭曲线呈良好的直线关系，而荧光的猝灭程

度在加入 $’’> ?@?D 的脂质体时比加入 &">
?@?A B !"> ?@?C 脂质体时更大。这些实验结果显
示 89/:!% 与脂质体的相互作用伴随着毒素分子疏水
面上的色氨酸残基在水溶液中的暴露减少，同时也说

明 89/:!% 与磷脂膜的结合不依赖带负电荷的磷脂。

·,!,·
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图 !" !"#$%& 与磷脂膜的相互作用
’()* !" &+,-./0,(1+ 2-,3--+ !"#$%& /+4

56175618(5(4 9-92./+-7
#$ %&’!&’(& &)*+,#,+-. /0+1, #.#23/+/ -1 4567!" +. ,0& 89&/!

&.*& -1 #$$: ;<;= -9 %&: ;<;> ? ’&: ;<;@ A&/+*2&/$
B$ C,&9.!D-2E&9 82-,/ 1-9 ,0& FG&.*0+.( -1 ,938,-80#. 12G-!

9&/*&.*& -1 4567!" B3 #. #FG&-G/ FG&.*0&9，#*932#E+’&，+. ,0&
89&/&.*& -1 #$$: ;<;= -9 %&: ;<;> ? ’&: ;<;@ E&EB9#.&/$

# * $" 讨论
! ! 4567!" 是一个疏水性非常强的 (( 肽毒素，富
含非极性氨基酸残基，而极性氨基酸残基只含有 (
个碱性残基（H3/）、# 个酸性残基 @2G 和 # 个中性丝
氨酸残基。鉴于 4567!" 的强疏水性和较强的磷脂
膜结合活性，推测 4567!" 的作用机制可能与目前报
道的钠通道位点 ( 毒素不同。众所周知，钠通道受
体位点 ( 是一段由 #( ) #& 个氨基酸残基构成的短
肽，位于钠通道蛋白质 ! 亚基第四结构域 C( 与 C*
跨膜螺旋的细胞外连接环上，当毒素结合于此位点

时，能够阻止 I"D !C* 电压敏感元件的移动，从而去
除通道激活和失活之间的相互耦联。通道决定簇显

示 ( 个带电荷的氨基酸残基（ @2G#"#(，@2G#"#" 和

H3/#"#%）特别是 @2G#"#(在结合毒素肽上起关键作用。

研究发现许多 !!蝎毒素与钠通道蛋白的共价结合
位点是在 ! 亚基第四重复区连接 C( 和 C* 的膜外
环区，而钠通道位点 ( 的分布区域最初也正是利用
这些毒素来加以确证的。@-G’&, 等［#"］和 CG.［#+］等

证明 !!蝎毒素 JKL K# 分子中极为保守的芳香族
氨基酸对影响钠通道功能也至关重要。CM&,- 等［#,］

曾经报道，澳洲漏斗网蛛钠通道毒素 "!N=67!OA##
分子上 ( 个氨基酸残基 H3/(，N9(& 和 N/8#&是作用

于受体位点 ( 的关键残基。而进一步的序列分析也

显示，神经元河豚毒素敏感型钠通道上的氨基酸残

基 @2G#"#(和 H3/#"#%在心肌钠通道亚型上也是高度保

守的（N/8#"#’和 H3/#"#"）。综合磷脂膜结合实验与以

前报道过的电生理实验结果推测 4567!" 分子有可
能是通过其分子表面的疏水性氨基酸残基插入磷脂

膜将毒素分子锚定在细胞膜上，同时利用该分子表

面上带电荷的氨基酸残基如 H3/+、@2G##、H3/#(和

H3/’(，与心肌钠通道位点 ( 上的 N/8#"#’和 H3/#"#"等

残基作用，通过抑制钠通道电压敏感元件 C* 的跨膜
移动，从而延缓钠通道的失活，这可以通过设计进一

步的实验加以证实。如可以将心肌钠通道上的氨基

酸残基 N/8#"#’和 H3/#"#"突变成 N2#，并在爪蟾卵母
细胞上表达这两个离子通道的突变体，通过电生理

实验可以确认心肌钠通道上的 N/8#"#’和 H3/#"#"是否

是 4567!" 的作用位点，为进一步从分子水平上阐明
4567!" 作用于心肌钠离子通道的门控调节机制提
供科学依据。
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