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［摘 要］　目的:挖掘蜈蚣毒液中的电压门控钾离子通道Kv4.1多肽抑制剂，确定

其一级结构，并对其空间结构进行建模分析。方法:利用离子交换层析和反相高

效液相色谱对蜈蚣毒液的多肽组分进行分离纯化，通过全细胞膜片钳技术鉴定能

够抑制Kv4.1通道的多肽；运用基质辅助激光解析电离-飞行时间质谱鉴定多肽的

分子量，借助 Edman 降解测序和二维质谱测序确定多肽的一级结构；基于迭代线

程装配细化在线分析建立多肽空间结构模型。结果:从蜈蚣毒液中分离纯化得到

一条能够抑制 Kv4.1 通道的多肽 SsTx-P2，分子量为 6122.8，氨基酸序列为 NH2-
ELTWDFVRTCCKLFPDKSECTKACATEFTGGDESRLKDVWPRKLRSGDSRLKD-OH，

其在1.0 µmol/L浓度下能够抑制 Kv4.1通道超过 95%的电流。空间结构模型显示，

多肽 SsTx-P2 拥有一个保守的螺旋结构。结论: 本文通过分离纯化从蜈蚣毒液中

得到一条多肽 SsTx-P2，能够强效抑制钾离子通道 Kv4.1，其空间结构具有一定的

保守性。
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［Abstract］  Objective: To isolate a potassium ion channel Kv4.1 inhibitor from 
centipede venom, and to determine its sequence and structure. Methods: Ion-exchange 
chromatography and reversed-phase high-performance liquid chromatography were 
performed to separate and purify peptide components of centipede venom, and their 
inhibiting effect on Kv4.1 channel was determined by whole-cell patch clamp recording. 
The molecular weight of isolated peptide Kv4.1 channel inhibitor was identified with 
matrix assisted laser desorption ionization-time-of-flight mass spectrometry; its primary 
sequence was determined by Edman degradation sequencing and two-dimensional mass 
spectrometry; its structure was established based on iterative thread assembly refinement 
online analysis. Results: A peptide SsTx-P2 was separated from centipede venom with 
the molecular weight of 6122.8, and its primary sequence consists of 53 amino acid 
residues NH2-ELTWDFVRTCCKLFPDKSECTKACATEFTGGDESRLKDVWPRKLRSG
DSRLKD-OH. Peptide SsTx-P2 potently inhibited the current of Kv4.1 channel 
transiently transfected in HEK293 cell, with 1.0 µmol/L SsTx-P2 suppressing 95% 
current of Kv4.1 channel. Its structure showed that SsTx-P2 shared a conserved helical 
structure. Conclusion: The study has isolated a novel peptide SsTx-P2 from centipede 
venom, which can potently inhibit the potassium ion channel Kv4.1 and displays 
structural conservation.

［Key words］ Centipede; Peptide; Potassium channel; Kv4.1 channel inhibitor; Structure
[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2024, 53(2): 194-200.]

［缩略语］ 电压门控钾离子通道亚家族 Q 成员（potassium voltage-gated subfamily 
Q member，KCNQ）；瞬时受体电位香草酸通道（transient receptor potential vanilloid，

TRPV）；4-羟乙基哌嗪乙磺酸（2-［4-（2-hydroxyethyl）piperazin-1-yl］ethanesulfonic 
acid，HEPES）；乙二醇二乙醚二胺四乙酸（ethylene glycol tetraacetic acid，EGTA）；

基质辅助激光解析电离-飞行时间质谱（matrix-assisted laser desorption ionization-

time of flight mass spectrometry，MALDI-TOF-MS）；反相高效液相色谱（reversed-phase 
high-performance liquid chromatography，RP-HPLC）；离子交换层析（ion exchange 
chromatography，IEC）

蜈蚣是蜈蚣科节肢动物，广泛分布于我国浙

江、江苏、湖南和河南等地。作为一味传统中药

材，蜈蚣具有息风止痉、通络止痛等功效。近年

研究表明，蜈蚣毒液中的多肽成分具有治疗多种

疾病的潜力，如 µ-SLPTX-Ssm6a 在啮齿目动物模

型上显示出比吗啡更强的镇痛作用［1］。蜈蚣的毒

螯在蜈蚣进行种内竞争及捕食防御等生存斗争

中发挥着重要作用。一方面，蜈蚣毒腺中的多肽

毒素（如 SsTx 和 RhTx 等）作用于 KCNQ 和 TRPV1
离子通道等受体进而影响哺乳动物的神经系统、

呼吸系统及心血管系统等［2-3］；另一方面，蜈蚣毒

腺中存在的组织特异性可变剪切极大程度上降

低了毒素自我耐受程度［4-5］。

钾离子通道是一类能够介导钾离子进出细

胞的膜蛋白，广泛分布于人体内各类组织和器

官［6-8］。其中，电压门控钾离子通道 Kv4.1 属于

Shal 型钾离子通道家族，在心脏、大脑、肝脏及肾

脏等组织中具有高丰度表达。在神经系统中，

Kv4.1 能够限制动作电位反向传播，协助建立缓

慢重复的尖峰放电，并促进信号放大和尖峰复极

化；在心脏中，Kv4.1 参与突触传递、膜兴奋性和

心肌细胞的复极化等多种生命活动［9-12］。本研究

通 过 分 离 纯 化 蜈 蚣 毒 液 获 取 到 一 条 能 够 抑 制

Kv4.1 通道的多肽分子 SsTx-P2，同时结合 Edman
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降解测序和二维质谱分析对其一级结构进行分

析，并借助于从头建模对多肽 SsTx-P2 的空间结

构进行预测。本文不仅为 Kv4.1 通道研究提供了

新型分子工具，同时可用于阐释蜈蚣利用毒液多

肽进行捕食防御的生存策略。

1　材料与方法

1. 1　试剂和仪器

HEK293 细胞来自中国科学院昆明细胞库。

少棘巨蜈蚣（S. subspinipes mutilans）毒液组分为

早先研究获取的样品［3］。氯化钠、氯化钾、氯化

镁 、氯 化 钙 、氢 氧 化 钠 、氢 氧 化 钾 、葡 萄 糖 、

HEPES、EGTA、Edman 试剂（酚异硫氰酸）为美国

Sigma-Aldrich 公司产品；乙腈为美国 TEDIA 公司

产品；三氟乙酸为奥地利 Biochemika 公司产品；

其 他 试 剂 均 为 国 产 分 析 纯 。 滤 膜（ 货 号

GVWP04700）为美国 Merck 公司产品；超纯水机

（型号 YTUP15S）为上海叶拓科技有限公司产品；

低糖无血清培养基为索莱宝生物公司（中国）产

品 ；脂 质 体 Lipofectamine 2000 为 美 国 Thermo 
Fisher Scientific 公司产品。

高压液相色谱仪（型号 e2695，美国 Waters 公

司 ）；蛋 白 全 自 动 纯 化 系 统（ 型 号 AKTA 
Explorer100，美国 GE 公司）；蛋白测序仪（型号

PPSQ-31A，日本 Shimadzu 公司）；MALDI-TOF-MS
质谱仪（德国 Bruker Daltonics 公司）；冻干机（型

号 CN-03353-13，美国 Labconco 公司）；恒温培养

箱（型号 3111，美国 Thermo 公司）；高速冷冻离心

机（型号 5810r，德国 Eppendorf 公司）；膜片钳放大

器（型号 EPC-10，德国 HEKA 公司）；电极拉制仪

（型号 P-97，美国 Sutter 公司）；倒置荧光显微镜

（型号 CKX53，日本 Olympus 公司）；硼硅酸盐玻璃

毛细管（货号 VWRI611-9194，美国 VWR 公司）；

RP-HPLC 色谱柱 C18（5 µm 4.6 mm×250 mm，美

国 Sepax 公 司）；GEHiTrap 离 子 交 换 S 柱（货 号

17115201，美国 GE 公司）。

1. 2　IEC 和 RP-HPLC 对蜈蚣毒液进行分离纯化

将 0.5 mg 的蜈蚣毒液组分溶解于 1 mL 离子

交换 A 液（50 mmol/L Tris 盐酸缓冲液，pH 6.0）中，

经 0.22 µm 滤器过滤后，进样至离子交换 S 柱；开

始用离子交换 A 液冲洗 10 min，随后按照每分钟

递增 1% B 液（50 mmol/L Tris 盐酸缓冲液，1 mol/L
氯化钠，pH 6.0）进行梯度洗脱 40 min，检测 215 

nm/280 nm波长下吸收值并进行组分收集。

通过 RP-HPLC 色谱，将上述收集得到的组分

进 一 步 纯 化 。 进 样 至 C18 柱 后 ，用 A 液（含 有

0.1% 三氟乙酸的超纯水）平衡 C18 柱，然后按照

每分钟递增 1% B 液（含有 0.1% 三氟乙酸的乙腈）

进行梯度洗脱，检测 280 nm 波长下吸收值并进行

组分收集。经冷冻干燥处理后，样品置于－20 ℃
储存备用。

1. 3　 采 用 MALDI-TOF-MS 分 析 确 定 多 肽 的 分

子量

将获取的多肽样品溶解于超纯水中，MALDI-
TOF-MS 仪经校准后，按照默认参数设定，对多肽

样品进行分子量测定。

1. 4　全细胞膜片钳技术鉴定多肽对 Kv4. 1 通道

的抑制作用

将细胞室培养良好的 HEK293 细胞培养至

70% 密度时进行转染，具体如下：在 1.5 mL 离心管

中加入 100 µL 低糖无血清培养液（opti-DMEM）和

5 µL 脂 质 体 Lipofectamine 2000；将 100 µL opti-
DMEM 和 5 µg 目的质粒加入另一个 1.5 mL 离心

管 中（同 时 加 入 1 µg eGFP 质 粒）。 室 温 静 置

5 min，将以上两管溶液混匀后室温静置 20 min。

HEK293 细胞培养液换成 2 mL opti-DMEM 培养

液，将上述混合液滴入其中，轻轻晃匀。4 h 后用

含有血清的 DMEM 培养液替换 opti-DMEM 培养

液，置于 37 ℃、5% 二氧化碳恒温细胞培养箱中培

养过夜。

HEK293 钾离子通道细胞内液：145 mmol/L
氯 化 钾 、1 mmol/L 氯 化 镁 、10 mmol/L HEPES、

5 mmol/L EGTA，使用氢氧化钾调节 pH 至 7.2，经

0.22 µm 滤膜过滤 ；细胞外液：140 mmol/L 氯化

钠、3 mmol/L 氯化钾、2 mmol/L 氯化钙、1.5 mmol/L
氯化镁、10 mmol/L HEPES、10 mmol/L 葡萄糖，使

用氢氧化钠调节 pH 至 7.4，经 0.22 µm 滤膜过滤。

选取细胞膜光滑、细胞质较均一、荧光较亮

的细胞移至视野的中央。将电极安装在膜片钳

电极臂上，向电极施加正压并将其降低到细胞外

液中，然后进行液接电位补偿，随后在显微镜下

将电极靠近细胞，当电阻增加 0.2~0.4 mΩ 时释放

电极正压，加以负压。此时电极与细胞膜表面会

形成高阻封接，电阻达到 1 gΩ 以上后进行快电容

补偿；继续给电极施加负压，使细胞破膜。将细

胞慢慢提起到灌流电极的下方，通过慢电容补偿
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和串联电阻补偿将细胞钳制在相应钳制电流，细

胞稳定后选择全细胞模式给予细胞刺激电压，记

录电流。

1. 5　采用 Edman 降解测序和二维质谱分析确定

多肽的一级结构

将待测多肽样品与 Edman 试剂（酚异硫氰

酸）预处理反应后加入到玻璃纤维膜片上，经偶

联、环化裂解和转化，利用蛋白测序仪进行测序。

将多肽样品经胰蛋白酶处理后，进行多肽片段化

二维质谱分析。结合降解测序、降解测序结果和

多肽的分子量确定多肽的一级结构。

1. 6　基于迭代线程装配细化在线分析建立多肽

空间结构模型

将多肽序列置于 NCBI BLAST（https：//blast.
ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi）中进行序列比对，下载

比对到同源性较高的多肽；利用 MEGA V. 10.1.8
软件进行同源性比对，设定比对方法为 MUSCLE

（Multiple Protein Sequence Alignment），选定默认

参数。

将多肽序列通过在线网站

I-TASSER （https：//zhanggroup.
org/i-tasser/）进行迭代线程装配

细化分析［13］，下载获取评分前三

的结构模型，利用 PyMOL 进行

可视化分析。多肽 SsTx 结构下

载自PDB bank（PDB ID：5X0S）。

2　结 果

2. 1　蜈蚣毒液多肽 SsTx-P2 的

分离纯化

对实验室前期获取的蜈蚣

毒液样品进行活性测试后，将

其中对 Kv4.1 通道有抑制作用

的组分进行分离纯化。首先，

利用 IEC 得到三个不同的组分

峰（图 1A），然后利用 RP-HPLC
对 其 中 的 2 号 组 分 进 行 进 一

步 的 纯 化 分 析 。 如 图 1B，

RP-HPLC 显 示 研 究 获 得 一 个

高 纯 度 的 多 肽 样 品 ，命 名 为

SsTx-P2。MALDI-TOF-MS 测定

多 肽 SsTx-P2 的 分 子 量 为

6122.8（图 2A）。

2. 2　多肽 SsTx-P2 抑制 Kv4. 1 通道

将带有 Kv4.1 通道基因的质粒通过瞬时转染

到 HEK293 细胞内，利用全细胞膜片钳技术检测

多肽 SsTx-P2 对该通道的抑制作用。结果显示，

1.0 µmol/L 浓度的 SsTx-P2 能够抑制 Kv4.1 通道超

过 95% 的电流，表明 SsTx-P2 是一个强效的 Kv4.1
通道抑制剂（图 2B）。

2. 3　多肽 SsTx-P2 的一级结构

运用 Edman 降解测序得到 SsTx-P2 氨基端的

片段序列为 ELTWDFVRTCCK。利用二级质谱分

析 获 取 得 到 多 肽 SsTx-P2 的 片 段 化 序 列 ，结 合

Edman 降解测序结果及多肽分子量，推测多肽

SsTx-P2 的一级结构为 NH2-ELTWDFVRTCCKLFP
DKSECTKACATEFTGGDESRLKDVWPRKLRSGD
SRLKD-OH（附图 1）。SsTx-P2 含有四个半胱氨酸

残基，结合 SsTx-P2 分子量，推测其可能形成两对

分子内二硫键。

2. 4　多肽 SsTx-P2 的空间结构模拟

同源性分析结果显示，多肽 SsTx-P2 与蜈蚣
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毒液中的多肽在某些片段的一级结构上存在高

度的保守性，提示多肽 SsTx-P2 可能与蜈蚣中的

其他毒素存在着共同的起源（图 3）。

基 于 I-TASSER 迭 代 线 程 装 配 细 化 分 析 结

果，选取评分较高的三个多肽 SsTx-P2 空间结构

进 行 分 析 ，发 现 多 肽 SsTx-P2 存 在 与 蜈 蚣 毒 素

SsTx 相似的螺旋结构，且其氨基末端和羧基末端

均暴露在外部（图 4）。

3　讨 论

有毒动物通过产生的毒液进行种内竞争和

种间生存，以维持能够捕捉食物和防御天敌的能

力，如蝎子、蜈蚣等［14-16］。这些动物的毒液成分十

分复杂，不仅仅含有小分子化合物，也有大量酶

类蛋白质和多肽［17-19］。如在蛇类中，毒液成分的

90% 以上是酶类蛋白质和多肽，这些物质作用途

径广泛，作用系统复杂，为蛇类适应复杂环境提

供了强有力的工具［20-22］。另外，人类通过对有毒

动物毒液成分的分析改造，成功地开发了多类药

物用以相关疾病的治疗，如卡托普利作为血管紧

张素转化酶抑制剂用于治疗高血压和某些类型

的充血性心力衰竭［23］。

蜈蚣是节肢动物唇足纲中的一类，其锋利

的螯肢是储存毒液的重要组织，也是进行生存

斗争的重要武器［24］。研究发现，蜈蚣毒液中存

在大量多肽，这些多肽能够与哺乳动物体内的多

种离子通道受体进行相互作用，进而影响机体的

心血管系统和呼吸系统等。蜈蚣毒液中的 RhTx
通过作用于 TRPV1 通道的外孔区激活该通道进

而引起哺乳动物的疼痛不适［2］。µ-SLPTX-Ssm6a
能够选择性地作用于钠离子通道 NaV1.7，动物

模型研究发现其具有比吗啡更好的镇痛效果［1］。

ω-SLPTX-Ssm1a 是从蜈蚣毒液中发现的电压门控

钙离子通道抑制剂［25］。多肽 SsTx 能够通过其关

键 氨 基 酸 残 基 R12 和 K13 靶 向 啮 齿 目 动 物 的

KCNQ 通道，破坏啮齿目动物的心血管系统、呼吸

系统和神经系统等的稳定性，从而快速捕食体重

数倍于自己的猎物［3］。SsTx 还能够借助于不同的

关键氨基酸残基（K11 和 K13）抑制 Kv1.3 通道［26］。

以上研究为靶向该通道相关疾病的治疗提供了一

类新的探针分子。本研究通过对蜈蚣毒液的分离

纯化及序列鉴定，获得了一个新型多肽 SsTx-P2，

其在结构上与蜈蚣毒液中的几种多肽有着高度

的相似性，提示 SsTx-P2 可能

与 这 些 多 肽 存 在 相 似 的 起

源。本文资料显示，SsTx-P2
能够有效抑 制 钾 离 子 通 道

Kv4.1，为钾离子通道 Kv4.1
的 研 究 提 供 了 一 个 新 的 探

针 分 子 。 电 压 门 控 钾 离 子

通 道 在 结 构 上 存 在 相 似 的

孔 区 结 构 ，蜈 蚣 毒 液 多 肽

SsTx 能作用于 KCNQ4 通道

和 Kv1.3 通道的孔区并对通

道进行阻塞［3， 26］。而 SsTx-P2
是 否 通 过 相 似 的 机 制 对

Kv4.1 通道进行抑制及其对

钾离子通道作用的选择性需

要进一步探索。

离子通道是一类分布于

SsTx-P2
* * * * * * * * * *

SsTx
Ssm1a
Ssm2a

Ssd3a

Ssd3b

Ssd3c

*经序列比对后，该位置氨基酸残基具有一致性 .
图3　多 肽 SsTx-P2 与 几 个 蜈 蚣 多 肽 的 保 守 序 列

比对
Figure 3　Alignment of conserved sequence in SsTx-

P2 with its similar peptides

A B C

C-score=�1.35 C-score=�1.60 C-score=�1.77

��1SsTx ��2 ��3

D

A：SsTx 多肽的卡通模型结构（上图）及表面模型结构（下图）；B~D：三种 SsTx-P2 模

拟结构的卡通模型（上图）及表面模型（下图）. SsTx 及 SsTx-P2 多肽的二级结构主要包含

α 螺旋和 β 平行，C-score 表示基于 I-TASSER 系统对模拟结构的评分 .
图4　多肽 SsTx-P2 的从头建模空间结构
Figure 4　Spatial structure of peptide SsTx-P2 by de novo modeling
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细胞膜或细胞器膜上的受体蛋白，能够介导各类

离子跨膜流动，在众多生命活动中发挥着不可或

缺的作用。有毒动物毒液中含有大量能够作用

于离子通道的活性成分，如蜘蛛中的多肽毒素能

够 作 用 于 钠 离 子 通 道 而 使 猎 物 产 生 麻 痹 状

态［2， 27-28］。受体的进化也能够使某些物种处于动

物食物链更有利的一方，如蝎毒中的 α 毒素通过

抑制钠通道的快失活控制了猎物的运动系统进

而麻痹猎物，但同时蛙类自身钠通道上关键氨基

酸残基的突变使其在捕食蝎子的过程中不发生

运动系统的异常［29］。Kv4.1 通道是一类 A 型电压

门控钾通道，具有在亚阈值膜电位下快速激活、

快速失活和失活后快速恢复的特点。Kv4.1 通道

在心肌细胞中的功能障碍与多种心脏病有关，如

心力衰竭和心房颤动等［9］；在神经元中，Kv4.1 通

道功能的丧失会导致神经性疼痛［30］。而蜈蚣毒

液中 Kv4.1 通道的多肽抑制剂较少报道。本文资

料 显 示 ，多 肽 SsTx-P2 能 够 抑 制 外 源 性 表 达 的

Kv4.1 通道，提示该分子可能影响细胞的膜电位

和神经传导，推测其通过抑制 Kv4.1 通道进而可

能在蜈蚣进行捕食或防御中发挥重要的作用。

综上所述，本文通过对蜈蚣毒液的分离纯化

得到了一个新多肽分子 SsTx-P2；通过 Edman 降

解测序和二维质谱拼接分析明确了多肽 SsTx-P2
的一级结构，基于迭代线程装配细化分析构建了

多肽 SsTx-P2 的空间结构模型。多肽 SsTx-P2 能

够有效抑制外源性表达的 Kv4.1 通道，为 Kv4.1 通

道的研究提供了一个新的探针分子。

本文附图见电子版。
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· 学术动态 ·
徐平龙教授团队合作成果揭示细胞衰老的天然免疫识别
调控及其在肝纤维化中的关键功能

2024 年 2 月 28 日，《科学·进展》（Science Advances）在线刊登了浙江大学生命科学研究院徐平龙、冯新华、沈立教授

与杭州市肿瘤医院的夏冰教授合作成果“IRF3 activates RB to authorize cGAS-STING-induced senescence and mitigate 

liver fibrosis”（DOI：10.1126/sciadv.adj2102）。研究解析了天然免疫识别信号诱导细胞衰老的新机制，阐明了其限制肝纤

维化进展的重要意义。

研究人员在 DNA 损伤、复制压力、氧化压力等多种刺激因素诱导的细胞衰老中发现环鸟苷酸-腺苷酸合成酶

（cGAS）-干扰素基因刺激因子（STING）通路的关键转录因子干扰素调节因子 3（IRF3）有重要作用。IRF3 与关键的细胞

周期调控蛋白视网膜母细胞瘤蛋白（RB）形成核内复合物，激活 RB，驱动细胞进入衰老状态。机制上，IRF3 通过与 RB

互作形成 IRF3-RB-E2F1 复合体，从而阻碍 CDK4/6-cyclin D1-RB 复合体的形成，因此保持 RB 在低磷酸化的活化状态能

阻滞细胞周期，从而诱导细胞衰老。功能上，STING-IRF3-RB 信号轴推动活化的肝星状细胞进入衰老状态，产生衰老相

关分泌表型并减少胶原分泌。全身性 IRF3 基因敲除或在肝星状细胞中条件性敲除 IRF3 均加剧了肝纤维化水平。此

外，应用 CDK4/6 抑制剂则能缓解 IRF3 缺失加剧的肝纤维化。

论文第一作者为吴芑柔博士、冷小红博士研究生。研究得到国家自然科学基金、国家重点研发计划等资助。
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