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敬钊毒素 -V 对 Kv4.3 通道的抑制作用
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摘 要：K+
通道亚型 Kv4.3 在调节心肌细胞动作电位的幅度与时程方面具有重要作用，是治疗心律失常的有效作用靶点，

但目前世界上该通道的特异性抑制剂非常缺乏。敬钊毒素 -V (Jingzhaotoxin-V, JZTX-V)是从敬钊缨毛蜘蛛粗毒中纯化到的

一种新型肽类神经毒素，能够部分抑制大鼠背根神经节细胞上的瞬时外向K+
电流，其半数有效抑制浓度(IC50 值)为 52.3 nmol/L。

为了研究 JZTX-V 对 Kv4.3 通道的作用，本实验通过多肽固相化学合成的方法得到 JZTX-V，并用双电极杆电压钳技术检测

JZTX-V 对表达在非洲爪蟾卵母细胞上的 Kv4.3 通道电流的作用。结果显示，JZTX-V 能够完全抑制 Kv4.3 通道电流，并

且这种抑制作用具有浓度依赖性和时间依赖性，其 IC50 值为 425.1 nmol/L，JZTX-V 还能够使通道的电流 -电压关系曲线和

稳态失活曲线分别向去极化方向漂移大约 29 mV 和 10 mV，改变 Kv4.3 通道的动力学特征，因此我们推测 JZTX-V 是一种

Kv4.3 通道门控调制毒素。以上研究结果对于开发心肌 Kv4.3 通道的分子探针及以 Kv4.3 通道为靶点的药物设计具有借鉴作

用。
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Abstact: Kv4.3 channel is present in many mammalian tissues, predominantly in the heart and central nervous system. Its currents are
transient, characterized by rapid activation and inactivation. In the hearts of most mammals, it is responsible for repolarization of the
action potential of ventricular myocytes and is important in the regulation of the heart rate. Because of its central role in this important
physiological process, Kv4.3 channel is a promising target for anti-arrhythmic drug development. Jingzhaotoxin-V (JZTX-V) is a novel
peptide neurotoxin isolated from the venom of the spider Chilobrachys jingzhao. Whole-cell patch clamp recording showed that it
partly blocked the transient outward potassium channels in dorsal root ganglion neurons of adult rats with an IC50 value of 52.3 nmol/L.
To investigate the effect of JZTX-V on Kv4.3 channel, JZTX-V was synthesized using the solid-phase chemical synthesis and
separated by reverse phase high performance liquid chromatography (HPLC). The purity was tested by matrix-assisted laser desorp-
tion-ionization time-of-flight mass spectrometry (MOLDI-TOF mass spectrometry). Two-electrode voltage-clamp technique was
used to characterize the action of JZTX-V on Kv4.3 channels expressed in Xenopus laevis oocytes. As a result, JZTX-V displayed fast
kinetics of inhibition and recovery from inactivation. Furthermore, it could inhibit Kv4.3 channel current in a time- and concentration-
dependent manner with an IC50 value of 425.1 nmol/L. The application of JZTX-V affected the activation and inactivation character-
istics of Kv4.3 channel and caused a shift of the current-voltage relationship curve and the steady-state inactivation curve to depolar-
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izing direction by approximately 29 mV and 10 mV, respectively. So we deduced that JZTX-V is a gating modifier toxin of Kv4.3
channel. Present findings should be helpful to develop JZTX-V into a molecular probe and drug candidate targeting to Kv4.3 channel
in the myocardium.
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敬钊毒素-V (Jingzhaotoxin-V, JZTX-V)是从我国

新发现的珍稀蜘蛛品种敬钊缨毛蛛(Chilobrachys
jingzhao) [1]

粗毒中分离纯化到的一种新型肽类神经毒

素，其相对分子质量为 3 605.73，由 29 个氨基酸

残基组成，含 3 对二硫键。采用Edman降解气相蛋

白质方法测序得到 J Z T X - V 的一级结构为

YCQKWMWTCDSKRACCEGLRCKLWCRKII。已有

电生理实验显示，JZTX-V 能够强有力地抑制大鼠

背根神经节(dorsal root ganglion, DRG)细胞上表达的

河豚毒素不敏感型(TTX-R)与河豚毒素敏感型(TTX-
S)钠电流，其半数有效抑制浓度(IC50 值)分别为 27.6
nmol/L和 30.2 nmol/L[2]

。还有研究显示 JZTX-V对

大鼠背根神经节细胞上表达的电压门控钙通道和延

迟整流钾通道电流均没有抑制作用，却能够部分抑

制瞬时外向钾电流
[3]
。瞬时外向钾电流由瞬时外向

钾通道产生，这类通道主要包括Kv1.4 通道和Kv4
家族的 Kv4.1、Kv4.2、Kv4.3 通道。以前的研究

显示JZTX-V对爪蟾卵母细胞上表达的Kv1.4和Kv4.1
通道没有抑制作用，却能够完全抑制同样表达的

Kv4.2 通道
[2]
。Kv4.3 通道也属于瞬时外向钾通道，

它的激活和失活都非常迅速，同时Kv4.3 通道在调

节心肌细胞动作电位的幅度与时程方面具有重要作

用，是治疗心律失常的有效作用靶点，其特异性抑

制剂具有开发成抗心律失常药物的医用价值，但目

前世界上Kv4.3 通道的特异性抑制剂非常缺乏。本

研究在非洲爪蟾卵母细胞上成功表达了 Kv4.3 通

道，通过研究 JZTX-V 对Kv4.3 通道的作用，初步

探索它作用于Kv4.3 通道的作用机制，为将其开发

成研究Kv4.3 通道的工具试剂提供实验依据。

1   材料与方法

1.1  实验动物及毒素　　非洲爪蟾购自中国科学院

北京遗传与发育生物学研究所，然后由本实验室饲

养；JZTX-V，由本实验室多肽固相化学合成法合

成、复性并分离纯化，纯度达 9 9 % 以上。

1.2  Kv4.3 通道的体外转录　　Kv4.3 通道质粒由

David Mckinnon 教授(美国纽约州立大学)提供。先

将质粒扩增，然后用 Plasmid Midi Kit (Omega公司，

美国)进行提取。将提取的质粒用 NdeI 限制性内切

酶(Fermentas 公司，加拿大)进行线性化后，用体

外转录试剂盒mMESSAGE mMACHINE® T7 High Yield
Capped RNA Transcription Kit (Ambion公司，美国)
进行体外转录。将转录后的 mRNA 用 MicroElute
RNA Clean-Up Kit (Omega 公司，美国)进行纯化。

1.3  卵母细胞的获取　　取成年雌性非洲爪蟾，放

入碎冰内麻醉约 30 min。将处于麻醉状态的爪蟾放

置于冰上，于中腹部中线外侧约 0.5 cm 处做一个

1.0~1.5 cm 的横向切口，拉出子宫瓣，剪取 2~3
叶放入无钙 ND96 溶液(96 mmol/L NaCl, 2 mmol/L
KCl, 1 mmol/L MgCl2, 5 mmol/L HEPES, pH 7.4)中。

将子宫瓣放回腹部，分两层(肌肉层和皮肤层)将其

伤口缝合好。将取出的卵叶用系线镊初步分散成

10~20 个细胞一团，然后转入 50 mL 离心管中，加

入含有胶原酶的无钙 ND96 溶液，胶原酶终浓度为

1 mg/mL。在 25 ℃、50 r/min 的条件下酶解约 60
min，直至 80% 以上的细胞已经去除滤泡膜及微血

管后则可停止酶解，在酶解过程中可取部分细胞在

显微镜下观察酶解程度。酶解完毕，用无钙的

ND96 多次洗涤细胞，洗去残留的胶原酶。然后，

挑选个体比较大、动植物极分明的细胞转入含钙的

ND96培养液中 (1.8 mmol/L CaCl2, 96 mmol/L NaCl, 2
mmol/L KCl, 1 mmol/L MgCl2, 5 mmol/L HEPES, pH 7.4)
于 18 ℃条件下培养。12~24 h 后，给每个细胞显

微注射 10 ng 左右的 Kv4.3 mRNA，然后将注射后

的细胞放在 16 ℃的条件下培养 2~4 d 备用。

1.4  双电极杆电压钳实验　　双电极杆电压钳记录

在室温(18~22 ℃)条件下进行。将卵母细胞放入 60
μL细胞槽中，槽内液体为含钙的 ND96培养液。然

后将细胞钳制在 -90 mV，给予去极化脉冲刺激。所

用放大器为 TURBO TEC-03X (NPI Electronic 公司，

德国)，数据采集滤波为 2 kHz。参比电极用 Ag/
AgCl电极与浴槽相连。毒素用含钙的ND96溶液配

制成目的浓度，通过灌流的方法加药。每次加药的

剂量为 60 μL，加药过程在 10 s 之内完成，动作

要轻缓，加药后观察药物对电流的影响，及时记

录。刺激脉冲控制和电流信号记录采用 Cell works
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数据采集系统(NPI 公司，德国)。数据的分析和统

计学比较均采用 SigmaPlot 软件进行。每次实验完

毕，均用 0.1 mol/L HCl 清洗细胞槽，以免毒素残

留而影响下次实验结果。

2  结果

2.1  JZTX-V 对 Kv4.3 通道的抑制作用

图 1A 显示，细胞被钳制在 -90 mV，通过给予

+20 mV 的去极化测试电压记录到外向钾电流；在

1 μmol/L JZTX-V的作用下，该电流被显著抑制；在

10 μmol/L JZTX-V的作用下，该通道电流几乎被完

全抑制。图 1B 显示，JZTX-V对Kv4.3通道的抑制

作用具有浓度依赖性。光滑曲线经Boltzmann公式

拟合得出：Inhibition%=100/[1+exp(C-IC50)/k]，其

中 IC50 为半数有效抑制浓度，k 为斜率，C 为毒素

浓度。图中每个数据点均来源于 3 个细胞，数据以

mean±SEM 的形式表示。由曲线计算得出 JZTX-V
抑制Kv4.3 通道电流的 IC50 值为 425.1 nmol/L。

2.2  JZTX-V 对 Kv4.3 通道的抑制动力学

图 2A 为 500 nmol/L JZTX-V 作用下的Kv4.3 通

道的原始记录电流(钳制电压为 -90 mV，以 200 ms
的时程给予 +20 mV 的测试电压，刺激时间间隔为

5 s)。图 2B 为 500 nmol/L JZTX-V抑制Kv4.3 通道

电流的时间曲线，电流被抑制部分的曲线由方程 y=
Ae-kx + C 拟合而成，电流恢复部分的曲线由方程 y=
A(1 － e -kx )+ C 拟合而成，其中 x 表示时间，A 为

加入毒素之前的归一化电流值(通常为 1)，C 为加入

毒素之后的归一化电流值，时间常数 τ为速率常数

k 的倒数值。由曲线可知 JZTX-V 能快速抑制Kv4.3
通道电流，并且这种抑制是可逆的，即把毒素洗脱

掉以后，电流以非常快的速度恢复到对照水平。由

曲线计算得出，500 nmol/L JZTX-V抑制Kv4.3通道电

流的抑制时间常数为(11.29±1.54) s (n=3)，恢复时

间常数为(27.47±4.35) s (n=3)。

2.3  JZTX-V 对 Kv4.3 通道激活动力学的影响

图 3A为原始记录电流(钳制电压为 -90 mV，去

极化电压由 -80 mV增至 +60 mV，以步长为 10 mV
递增)，左图为未加毒素时的原始电流记录，右图

为 1 μmol/L JZTX-V作用下的原始记录电流。图 3B
为其电流 - 电压关系曲线，可见未加毒素时Kv4.3
通道的起始激活电压约为 -50 mV，加入 1 μmol/L
JZTX-V 后，在测试电压为 -40 mV 时，电流被完

全抑制，当测试电压为 -20 mV 时，电流只被抑制

了一部分。由此我们认为提高去极化电压，可以

使结合了毒素分子的离子通道被激活。图中曲线经

Boltzmann公式拟合得出，由曲线计算得出：加毒

素前，半数稳态激活电压 V1/2 为(18.67±3.47) mV
(n=3)，斜率(k)为 21.07±1.60 (n=3); 加 100 nmol/L
JZTX-V后，V1/2 为 (23.19±3.05) mV (n=3)，斜率

(k)为 20.04±1.33 (n=3); 加 1 μmol/L JZTX-V后，V1/2

图   1. JZTX-V 对 Kv4.3 通道电流的抑制作用

Fig. 1. Inhibition of Kv4.3 channel currents by JZTX-V. A: Current traces of Kv4.3 channel in absence and in the presence of 1 μmol/L
and 10 μmol/L  JZTX-V. Currents were elicited by 200 ms voltage steps to +20 mV from a holding potential of -90 mV. B: Concentration-
dependent inhibition of JZTX-V on Kv4.3 channel. Every data point (mean±SEM) came from 3 separated experimental cells. The above
results indicated that the IC50 value was 425.1 nmol/L.
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图   2. 500 nmol/L JZTX-V 抑制 Kv4.3 通道的时间曲线

Fig. 2. The time-curve of inhibition of Kv4.3 channels in the presence of 500 nmol/L JZTX-V. A: Current traces of Kv4.3 channel in the
presence of 500 nmol/L JZTX-V. Currents were activated by 200 ms voltage steps to +20 mV from a holding potential of -90 mV. B:
Onsets of inhibition and recovery are shown for the application of 500 nmol/L JZTX-V to Kv4.3-expressing Xenopus laevis oocytes.
τonset =(11.29±1.54) s, τrecovery =(27.47±4.35 ) s from three separated experimental cells.

为(47.56±1.87) mV (n=3)，斜率(k)为 18.14±0.46
(n=3)。该结果表明 100 nmol/L JZTX-V对通道激活

的影响不明显(ΔV1/2=4.52 mV, <5 mV, P=0.39)，而

1 μmol/L JZTX-V使通道的电流 -电压关系曲线向去

极化方向漂移约 29 mV (ΔV1/2=28.89 mV)。由此可

知JZTX-V对Kv4.3通道激活动力学的影响也具有浓

度依赖性。

2.4  JZTX-V 对 Kv4.3 通道失活动力学的影响

图4A为稳态失活曲线的原始记录，左图为未加

毒素时的原始电流记录，右图为 1 μmol/L JZTX-V
作用下的原始记录电流。实验中，我们通过选用一

标准双脉冲刺激方式，进一步观察了 JZTX-V 对

Kv4.3 通道的稳态失活特征的影响，双脉冲刺激参

数为：预钳制电压为 -120 mV，持续时间为 3 s，然

后将细胞膜电位变为 -90 mV，持续时间为 50 ms，
目的是消除细胞膜电容的充电状态，再将去极化电

压跃迁到 +50 mV，去极化持续时间为 1 s，之后

膜电位回到 -90 mV。进行下一次刺激时，只需改

图   3. JZTX-V 对 Kv4.3 通道电流 -电压关系曲线的影响

Fig. 3. Current-voltage relationships for Kv4.3 channel in absence and in the presence of 100 nmol/L and 1 μmol/L JZTX-V. A: Current
traces of Kv4.3 channel in absence and in the presence of 1 μmol/L JZTX-V. Currents were elicited using 1 s depolarization to potentials
from -80 mV to +60 mV in 10 mV steps from a holding potential of -90 mV. B: Current-voltage relationships of Kv4.3 channel in absence
and in the presence of 100 nmol/L and 1 μmol/L JZTX-V. Every data point (mean±SEM) came from 3-5 separated experimental cells.
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变预钳制电压(从 -120 mV至 +50 mV，以步幅为 10
mV 递增)，而去极化的测试电压水平同上。图 4B
为其稳态失活曲线，在不同的预钳制电压条件下，

我们发现当预钳制电压为 -120 mV时所诱导出的电

流幅值最大，当预钳制电压增大时，电流幅值逐渐

减小；当预钳制电压为 -20 mV 时，相同的测试电

压几乎不能诱导出电流。图中曲线经Boltzmann公
式拟合得出，由曲线计算得出：加毒素前，半数

稳态失活电压V1/2,i为(-68.10±3.01) mV (n=3)，斜率

(ki)为 -11.35±2.43 (n=3); 加 1 μmol/L JZTX-V 后，

V1/2, i 为(-57.85±4.08) mV (n=3)，斜率(ki)为 -10.84±

3.12 (n=3)，ΔV1/2,i=10.25 mV，Δk i=0.51。结果表

明 JZTX-V 改变了Kv4.3 通道的稳态失活特征，使

稳态失活曲线向去极化方向漂移大约 10 mV，但没

有明显改变对照曲线的斜率。

图   4. JZTX-V 对 Kv4.3 通道稳态失活动力学特征的影响

Fig. 4. Steady-state inactivation curves for Kv4.3 channel before and after application of 1 μmol/L JZTX-V. A: Current traces of Kv4.3
channel in absence and in the presence of 1 μmol/L JZTX-V. A two-pulse protocol was used to measure the steady-state inactivation
relationship. From a holding potential of -90 mV, 18 3-s voltage steps (P1) were applied from -120 to +50 mV in 10 mV increments
followed by a 1-s pulse (P2) to +50 mV. B: Steady-state inactivation curves for Kv4.3 channel in absence and in the presence of 1 μmol/L
JZTX-V. Every data point (mean±SEM) came from 3-5 separated experimental cells.

3   讨论

JZTX-V能部分抑制大鼠背根神经节细胞上的瞬

时外向钾电流，钾通道亚型Kv1.4、Kv4.1、Kv4.2、
Kv4.3 均能产生瞬时外向钾电流。本室之前的研究

结果显示 JZTX-V 对Kv1.4 电流没有抑制作用，对

Kv4.1 电流有微弱的抑制作用(5 μmol/L JZTX-V抑

制 23% 的钾电流)，对 Kv4.2 电流有较强的抑制作

用，其 IC50 为 585 nmol/L[2]
。本研究结果显示 JZTX-

V对Kv4.3通道有更强的抑制作用(其 IC50值为425.1
nmol /L)，是 Kv4. 3 通道的强阻断剂，因此可将

JZTX-V 开发成为研究钾通道亚型Kv4.3 的工具试

剂。同时由于 Kv4.3 通道是治疗心律不齐的靶标，

所以JZTX-V也具有开发成抗心律不齐药物的潜在医

用价值。

JZTX-V能够使Kv4.3通道的电流 - 电压关系曲

线和稳态失活曲线向去极化方向漂移，并且使通道

激活的电压依赖性降低。这表明 J ZTX-V 改变了

Kv4.3 通道的门控性质，是一种门控调制毒素。门

控调制毒素是通过与电压门控离子通道的电压敏感

域作用来改变离子通道的电压依赖性的
[4-6]

。电压门

控离子通道的 S4 跨膜螺旋是电压敏感区，由 S3(b)
与带有四个正电荷的S4 跨膜螺旋通过反平行的方式

与连接它们的转折环链构成了一个电压敏感的桨叶

结构(voltage-sensor paddles)，该结构被包埋于细胞

膜脂双层中，能够感应膜电位变化而在蛋白质与磷

脂的界面以S3b 在上、S4在下的方式移动并以此来

控制通道的打开与关闭
[7]
。JZTX-V与Kv4.3通道的

特异性毒素 phrixotoxin1 结构相似：都由 29 个氨基

酸残基组成，其中只有 5 个氨基酸残基不同，序列

同源性高达 82.8%；且两者都含有 3 对二硫键，二
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硫键配对方式也相同，也同属于抑制剂胱氨酸结构

模体(inhibitor cystine knot, ICK)。Phrixotoxin1 的结

构中还拥有一个疏水性的前突，通过这个前突与磷

脂膜作用，前突的顶端又被一些重要的氨基酸残基

(Arg3、Arg22)包围，并通过这些氨基酸残基与电

压敏感元件接触。Phrixotoxin1作用于Kv4.3通道的

关键区域在S3b-S4片段之间
[8]
。Phrixotoxin1对Kv4.3

通道的作用也与 JZTX-V有着相似之处，它能使通道

的电流 - 电压关系曲线往去极化方向漂移。提示

JZTX-V在Kv4.3通道上可能也具有与phrixotoxin1相
似的作用位点。而瞬时外向钾通道阻断剂蝎毒素

BmTx3A，主要抑制Kv4.1 通道电流，其 IC50 值为

106 nmol/L，该毒素对Kv4.3 通道电流的抑制作用

较弱，对Kv1.4 通道电流则完全没有抑制作用。由

于 JZTX-V含有6个半胱氨酸，其中有两个半胱氨酸

残基直接相连，属于典型的 ICK分子，而BmTx3A
分子同样含有 6 个半胱氨酸残基，却没有双连半胱

氨酸残基，属于典型的CSa/b 结构模体，因此我们

推断造成两者对Kv4.3 通道抑制活性不同的主要原

因就在于氨基酸序列与结构模体的巨大差异
[9]
。

为了进一步探索Kv4.3通道与JZTX-V相互作用

的分子机制，我们下一步的工作将在Kv4.3 通道的

S3b-S4片段之间进行丙氨酸扫描突变研究，以此来

确定该通道与 JZTX-V 相互作用的关键活性残基。

同时，也将对 JZTX-V进行丙氨酸扫描突变研究以

确定毒素与Kv4.3 通道相互作用的关键活性残基以

及生物活性表面，为进一步的分子设计及分子改造

提供科学理论依据。
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