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摘要　　BmKM4是一种中性蝎神经毒素 ,在 BmK系列中具有中等毒性 ,属 Group Ⅲ

α-型毒素.纯化样品结晶为六方晶体 ,空间群为 P61.运用 X射线衍射分析技术 ,通

过分子置换法在 0.20 nm分辨率水平测定了 BmKM4晶体结构 ,并对模型结构进行

了修正.最后的晶体学 R 因子为 0.142 , 自由 R 因子为 0.173 , 模型的标准键长偏

差为 0.001 5 nm , 标准键角偏差为 1.753°.在一个不对称单位里加入了 64个水分

子.精化的结构显示第 10位残基含有 1个反常的非脯氨酸顺式肽键.将精化后的

结构与Group Ⅱ α-型蝎毒素BmKM8(酸性弱毒素)的结构进行比较 ,并以此为基础讨

论该 cis肽键可能的结构意义.
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蝎广泛存在于世界各地 ,常用其尾针攻击人畜引起严重的症状.这些症状是通过其尾腺

所分泌的毒液中多种活性多肽和蛋白作用于动物的神经肌肉系统的可兴奋膜而引起的 ,它们

属于一类神经毒素.现在已知 ,蝎神经毒素可分为短链和长链两大类.短链毒素含 30 ～ 40氨

基酸残基 ,3 ～ 4对二硫键.长链毒素由 60 ～ 70氨基酸残基经 4对二硫键交联构成 ,专一地结

合电位依赖的门控Na
+
通道 ,影响可兴奋组织细胞 Na

+
的通透

[ 1]
.在序列上这些毒素相互具

有不同程度的同源性.依据其对不同动物毒性的专一性 ,可将它们分为哺乳动物毒素 、昆虫毒

素 、甲壳动物毒素等类别.在哺乳动物毒素中 ,又依据其对通道电流的不同作用和受体结合的

不同特征特性分为α和 β两类
[ 2]

.α型毒素延缓 Na
+
电流的失活过程 ,结合在Na

+
通道受体位

置3;β型毒素阻遏Na+电流的激活 ,结合在受体位置 4.在α型毒素中 ,又根据它们的序列特

征和免疫学特性分为4个亚类 ,分别称为Group Ⅰ , Ⅱ , Ⅲ , Ⅳ[ 3] .由于蝎毒素种类繁多 ,功能

复杂多样 ,因此成为深入研究蛋白质结构与功能关系以及膜受体-配体作用的良好材料.

马氏钳蝎(Buthus martensii Karsch , 以下简称 BmK)广泛分布于东亚和中国 ,具有独特的
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生物毒性和药物学性质.世界上其他一些地区的蝎(如北非地区的 Androctonus austrailis Hec-

tor , AaH)常侵害人畜致死 ,因而形成严重的环境医学问题.相比而言 ,BmK具有较弱的生物

毒性 ,在中国从未有蝎侵害人畜致死的记载.与此相反 ,全蝎(特别是蝎尾)作为名贵中药材治

疗神经性疾病已有上千年历史.因此 ,对 BmK的研究具有独特的生物学和医学背景 ,具有我

国自身的资源特色.

近年来 ,一方面从 BmK毒液中发现了一些具有显著药物效应的组分并克隆了它们的基

因[ 4] ;另一方面从 BmK中发现并纯化和结晶了一系列活性敏感的神经毒素系列[ 5] ,筛选 、克隆

并表达了编码基因[ 6 ,7] ,为结构-功能关系研究提供了充分条件.十分有意义的是 ,在这个系列

(BmKM1 , M2 , M4 , M8)中 ,不仅活性有显著差别(生物活性相差 20倍),而且分为不同的α-毒

素组:BmKM1 , M2 , M4属Group Ⅲ[ 8] ,BmKM8属Group Ⅱ[ 9] ,从而显示它们具有不同的结合

专一性.此前我们报道了 BmK中一种酸性毒素 BmKM8的晶体结构[ 9 ,10] ,加上来自北非蝎强

毒素AaH Ⅱ的晶体结构[ 11] ,这是迄今已报道的仅有的两种α-蝎神经毒素的高分辨率晶体结

构 ,它们均属于 Group Ⅱ.本文报道一种中性中等毒性组分BmKM4的 0.20 nm分辨率的晶体

结构的测定与分析工作 ,这是第一次报道 Group Ⅱ以外的 α型毒素结构.有趣的是 ,从 BmK

M4的结构中发现一个反常的非脯氨酸的顺式(cis)肽键 ,这在蝎毒素中还是首次发现 ,在一般

蛋白质结构中也不多见.

1　材料与方法

1.1　纯化与结晶

BmKM4依文献[ 5]所述方法从蝎毒中经多步柱层析而纯化制备.为了达到长晶体所需

的高纯度 ,采用缓冲范围 pH 7 ～ 10的多缓冲剂 ,应用制备等电聚焦的手段对样品进一步纯化.

通过分析等电聚焦电泳和 HPLC鉴定 ,样品的纯度达到 98%以上.BmKM4由 64个氨基酸组

成 ,分子量为 7 001.其序列为 VRDGYIAKPH NCVYECARNE YCNDLCTKDG AKSGYCQWVG

KYGNGCWCIE LPDNVPIRVP GKCH.薄层等电聚焦电泳测定结果表明其等电点为7.53 ,为中性

毒素.动物实验表明其对小白鼠具有中等偏弱毒性 ,其半致死剂量 LD50为 4.0 μg/g ,对丽蝇幼

虫也具有弱的毒性 ,其半收缩效应剂量(CPU50)为3.0μg/g.

晶体生长依照文献[ 5] ,采用悬滴气相扩散法.生长温度为室温.蛋白样品用 1 mmol/L

醋酸溶解为20 mg/mL , 池液为 4.8 mol/L醋酸铵.将5μL蛋白与5μL池液混合 ,并对1 mL池

液平衡.晶体一般在 1个星期左右出现 ,1个月后生长完成 ,最大线度可以达到 0.6 mm.晶体

为棱柱形 ,具有明显的 6次轴.在面探测器上测得的晶胞参数为 a=b=5.558 nm , c=3.396

nm , α=β=90°, γ=120°,空间群可能为 P61 或者 P65.运用Mathews统计分析 ,按每个不对称

单位含1个分子计算 ,则 Vm=0.002 07 nm3/u , 晶体含水量为 40.6%, 处于合理统计值范围.

由此推定 ,晶胞中每个不对称单位含1个 BmKM4分子.

1.2　衍射数据收集

衍射数据是在室温条件下 ,运用 Siemens X-200B面探测器收集的.X射线采用单色化的

CuKα辐射 ,光源为 Rigaku RU200旋转靶发生器(40 kW , 200 mA).全部数据用一颗晶体完成

收集.数据分辨率优于 0.20 nm.衍射数据的平均 、求比例 、合并是用 XENGEN 程序完成的.

最后在2.93 ～ 0.20 nm范围内 ,从 11 618 个观测点中得到 4 091个独立衍射点 , 完整度为
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98.9%.合并后的 Rmerge仅为 2.79%(Rmerge =∑(I(i)-〈I〉)/ ∑I(i), 式中 I(i)为单个重复

测量点的强度值 , 〈I〉为这些重复测量点强度平均值),说明这是一套质量很高的数据.

1.3　结构解析与精化

BmKM4的结构是运用分子置换法 ,采用CCP4软件包的AMoRe 程序解析的.本实验室已

经得到酸性毒素 BmK M8的 0.185 nm晶体结构[ 9]和碱性毒素 BmKM1的 0.17 nm晶体结构

(待发表),序列比较[ 5]显示 ,BmKM1与 BmKM4的同源性较高 ,因此采用 BmKM1作为搜索模

型.对搜索模型中与 BmKM4序列有差异的残基不作任何加工.用 I/ σ(I)>2的衍射数据进

行快速旋转函数和平移函数的搜索 ,并对可能的解进行刚体修正.所得的解用 TURBO-FRODO

程序检查分子堆积.

经分子置换法得到了未经残基替换的 BmKM4初始模型 ,以此为基础进行模型修正.首

先用 FRODO程序将正确的残基替换过来 ,然后运用能量极小化的最小二乘法以及模拟退火修

正.以计算相位(αc)和振幅(F c)与观测数据(F o)相匹配 ,计算(2Fo -F c),(F o-Fc), 以及

omit(F o-F c)电子密度图 ,用TURBO-FRODO程序进行模型重建.然后再经过能量极小化制约

的最小二乘法位置修正以及温度因子修正.用精化后的坐标计算新一轮的电子密度图 ,并进

行新一轮模型重建.上述晶体学修正过程与模型重建交替进行直至收敛.最后分步加入水分

子.将修正后的模型运用 FRODO , PROCHECK等软件进行分析.

2　结果与讨论

2.1　BmK M4的分子置换解

以BmKM1结构为基础 ,采用不同分辨率范围数据进行旋转函数搜索.积分半径定为

0.18 nm , α, β和γ的搜索步长为 3°,这里的 α, β和γ是Growther定义的 Euler 角.结果在分

辨率取 1.0 ～ 0.4 nm时 ,在 α=37.1°, β=112.1°, γ=181.1°处找到峰值为相关系数(CC)20.5

的最高峰 ,而次高峰 CC为 17.5 ,最高峰高于本底 4.8σ.

进行平移函数搜索时 ,对 P61 和 P65两种可能空间群都进行了尝试.以旋转解为基础 ,在

1.0 ～ 0.35 nm范围内进行平移函数计算.结果在取空间群 P65时 ,最高峰为 CC 23.8 , R 因子

52.2%, 次高峰为 CC 22.7 , R 因子 52.8%;而在取空间群 P61 时 ,最高峰 CC 34.6 , R 因子

49.7%, 次高峰 CC 21.5 , R 因子52.3%.这表明 P61 是正确的空间群.相应所得的平移函数

解为 Tx =0.983 3 , Ty =0.650 0 , Tz =0.000 0.运用 AMoRe 的刚体修正程序对所得的旋转和

平移函数解进行精化后 , 最后在 α=35.70°, β =111.01°, γ=181.76°, Tx =0.991 0 , Ty =

0.639 6 ,Tz =0.000 0处给出了 CC 58.3 , R 因子 0.423.运用此解对搜索模型操作后运用

TURBO-FRODO程序检查分子在晶胞中的堆积 ,没有发现过近接触 ,同时分子间的距离合理 ,证

明分子置换的解是正确的.

2.2　晶体学修正和模型重建

以 BmKM1结构为基础的初始模型 ,在 1.0 ～ 0.35 nm分辨率范围内 ,其初始晶体学 R 因

子为 42.3%.直接用FRODO程序将BmKM4与 BmKM1不同的 12个残基进行替换 ,替换后的

残基的侧链采取随机取向.随机采用 10%的数据做交叉验证 ,以自由 R 因子(Rfree)为指导对

模型进行修正 ,在修正过程中加入立体化学制约.由于数据质量好 ,取 I/ σ(I)>0的所有数

据进行修正.首先扩展分辨率为 1.0 ～ 0.30 nm ,经过一轮刚体修正和两轮能量极小化的位置
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修正 , R 因子和Rfree分别降为38.6%和 45.6%.随后在此分辨率范围内 ,进行一轮模拟退火

(SA)修正 ,R 因子和R free分别降至 30.2%和 37.6%.扩展分辨率至 0.25 nm ,再经一轮位置修

正和一轮模拟退火修正后 , R 因子和 Rfree分别降为 27.4%和 34.0%.此时扩展分辨率至 1.0

～ 0.20 nm ,计算(2Fo -F c)和(Fo-Fc)电子密度图.对于密度不好的区域 ,计算 omit(Fo-

F c)电子密度图 ,在图象系统上对模型进行手工调整.然后对调整后的模型做位置修正和温

度因子修正.此后手工调整与位置及温度因子修正交替进行 ,直至修正收敛.此时 R 因子和

R free达到20.4%和24.9%.最后添加低分辨率数据 ,在 2.0 ～ 0.20 nm范围内 ,选取电子密度峰

肯定 、立体化学合理(能与蛋白质极性原子形成氢键)的水分子 64个.经位置修正和温度因子

修正后 , R 因子和R free分别达到14.2%和17.3%.模型的键长平均偏差为 0.001 5 nm , 键角平

均偏差为 1.752°.由此可见数据与模型的拟合程度很高 ,且立体化学是非常合理的.晶体学

修正过程详见表 1.

表 1　分子动力学修正过程

步骤 R R free 分辨率范围/ nm RMSDbond/ nm RMSDangle/(°) 备注

0 0.423 — 1.0～ 0.35 0.002 0 2.264 分子置换法结果

1 0.386 0.456 1.0～ 0.30 0.001 6 1.984
1轮刚体修正 , 2 轮位
置修正

2 0.302 0.376 1.0～ 0.30 0.001 6 1.813
1轮模拟退火 , 1 轮位
置修正

3 0.274 0.340 1.0～ 0.20 0.001 6 1.782
1轮模拟退火 , 1 轮位
置修正

4 0.204 0.249 1.0～ 0.20 0.001 5 1.759 交替进行手工调整和
位置 、温度因子修正

5 0.142 0.173 2.0～ 0.20 0.001 5 1.752
加入 64 个水分子 , 位
置及温度因子修正 ,手
工调整

2.3　电子密度图

BmKM4分子的主链与最终的电子密度图配合非常好.在侧链中 ,只有 Lys24 , Glu32 ,

Glu50 , Lys62 4个残基的侧链末端在轮廓线取 1.0 σ的(2Fo-F c)电子密度图上不能找到很好

的密度 ,而这 4个残基都是长侧链残基且位于分子表面 ,本身可能就具有较强的活动性.其他

地方的侧链都有很好的电子密度表现.图 1显示了重要功能残基 Tyr5附近电子密度与模型

的配合情况.从图中可以看出 ,芳香环中心已经镂空 ,水分子密度呈球状 ,表明精化后的结构

模型的质量很高.Ramachandran构象图显示(图 2),各个残基的二面角都落在最适区和允许区

内 ,且最适区的残基占 86.0%,表明所得结构模型具有很好的立体化学合理性.

2.4　BmK M4总体结构:共同的分子骨架

BmKM4的基本结构框架是由 1个α螺旋和 1条 3链的 β折叠层构成(图 3),它们共同形

成一个密集的核心.螺旋(H)由残基 19 ～ 28组成 ,而3个折叠链分别由残基 2 ～ 5(βⅠ), 残基

31 ～ 39(βⅡ), 残基 45 ～ 51(βⅢ)组成.4对二硫键(S1 ～ S4)[ Cys12-Cys63 , Cys16-Cys36 , Cys22-

Cys46 , Cys26-Cys48]将各个二级结构单元共价交联 ,由此形成一个由二硫键锁定的 βαββ motif ,

构成分子的基本支架(Scaffold).这种分子骨架不仅存在于所有蝎毒分子中 ,而且也为许多功
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图 1　Tyr5 附近的 2F o-F c电子密度图

轮廓线取 1.5 σ

能完全不同的其他蛋白质(如植物与昆虫防卫

素[ 12] 、甜味蛋白[ 13] )所采用.作为蛋白质工程

极好的天然分子支架 ,近年受到越来越多的重

视
[ 14]

.以此共同的分子骨架为基础 , 3个环肽

区(Loop),包括 L1(残基 6 ～ 18), L2(残基 39 ～

44),L3(残基52 ～ 64),伸出在分子表面.它们

在不同种类的蝎毒分子结构中常常具有不同的

构象 ,是分子在序列和结构上易变的部分 ,可能

与不同分子的作用专一性和功能差异性相关.

图 2　Ramachandran 构象图

用 PROCHECK程序产生 , 其中 86%残基

落入核心区 , 14%落入允许区

图3　BmkM4 结构的条带图

α螺旋 、β 折叠和环肽区分别以 H , b , L表示

2.5　不平常的非脯氨酸顺式肽键

由于肽键具有局部双键性质 ,因此有顺式

(cis)和反式(trans)两种构型(configuration).一

般 cis结构的能量高于 trans结构 ,因此在蛋白

质结构中 ,肽键主要以 trans结构存在.有报道

指出 ,在蛋白质中仅有 0.36%的肽键是顺式

的 ,而这其中绝大多数出现在脯氨酸前面[ 15] .

极少数的非脯氨酸顺式肽键的例子都指出 ,它

的出现总是具有功能或结构上的意义.精化的

BmKM4的结构明确显示第10位Glu残基前的肽键是顺式的(图4).这一反常 cis肽键出现在

一个由8 ～ 12残基构成的回折结构之中.仔细的立体化学分析表明 ,这一 cis 肽键的形成与第

9位是Pro相关.由于 Pro对主链结构的特殊制约 ,使 9 ,10肽键如取 trans结构则会使第 10位
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的Cβ和Cys12的 Sγ发生空间障碍 ,从而破坏 Cys12-Cys63的二硫键.因此 ,9 , 10肽键被迫采

取 cis构型.

图 4　第 9 , 10位残基主链的 omit(Fo-Fc)电子密度图

轮廓线取 2.5 σ,清楚显示 9 , 10之间的肽键取 cis构型.计算该图时残基Pro9 和Glu10被略去

2.6　cis肽键出现的结构意义

BmKM4和M8分属 Group Ⅲ和Group Ⅱα型蝎毒素 ,其结构均已在高分辨率解析.基于

在Na+通道上的竞争性实验 ,最近有报道[ 3]指出 ,这两组毒素分子可能结合在Na+通道的不同

位置.了解这一结合专一性的结构基础具有重要意义.图 5示出了 BmKM4和BmKM8 Cα叠

合比较.从中可以看出 ,两个分子的主要结构差别出现在与(8 ～ 12)回折相关的 C端肽段.在

这里 ,BmKM4在 9 ,10位置出现 cis肽键 ,而在 BmKM8中是 trans 肽键.与此相应 ,C端肽段

在这两个分子中有完全不同的空间取向.在 BmKM4中 ,它的 C末端指向了与 8 ～ 12肽段靠

近的方向.不仅如此 ,末端的 His64 还以两个主链氢键(H64 O…E10 N , 0.308 nm;H64 N…

E10 O , 0.298 nm)与形成顺式肽键的Glu10联系(图 6).说明C末端的空间位置与顺式肽键有

着 紧密的联系.而从BmKM8的情况看 ,它的C末端与8 ～ 12肽段在空间上是完全分开的.

图 5　BmKM4 与 BmKM8 的 Cα立体叠合图

粗线为 BmK M4 , 细线为 BmK M8
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图 6　BmKM4 中第 10 位 cis肽键与末端残基 H64 的氢键联系

氢键以虚线表示

显然 ,这可能与毒素分子的受体结合专一性有关.
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