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α-芋螺毒素[A10L]PnIA荧光探针的设计合成及活性研究
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摘要: α7烟碱型乙酰胆碱受体 (nAChR) 广泛分布于中枢和外周神经系统, 与多种神经系统疾病、炎症反应密切

相关。α-芋螺毒素[A10L]PnIA作为靶向α7 nAChR的拮抗剂, 对研究α7 nAChR相关生理、病理过程具有重要作用。

利用荧光素 5-羧基四甲基罗丹明标记[A10L]PnIA, 体外两步法氧化折叠获得活性肽 ([A10L]PnIA-F)。利用非洲爪

蟾卵母细胞表达体系和双电极电压钳技术检测[A10L]PnIA-F荧光肽的活性。同时, 利用小鼠巨噬细胞和CCK8检

测其细胞毒性。合成的[A10L]PnIA-F荧光肽, 质谱鉴定其分子质量为 2 077.28 Da, 与理论值一致; 电生理测定其对

鼠源 α7 nAChR的半阻断剂量 (IC50) 为 17.32 nmol·L-1, 较[A10L]PnIA本体 (IC50, 13.84 nmol·L-1) 基本保持一致; 细胞

毒检测结果显示, 在5 nmol·L-1～10 μmol·L-1的浓度范围内, 对小鼠巨噬细胞的生长无显著抑制。结果表明α-芋螺毒

素荧光探针[A10L]PnIA可以为α7 nAChR相关的神经生理、病理机制的研究提供工具。

关键词: α7烟碱型乙酰胆碱受体; α-芋螺毒素[A10L]PnIA; 荧光探针; 电生理活性

中图分类号: R914 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2021)08-2252-08

Design, synthesis, and activity study of α-conotoxin [A10L]PnIA

fluorescent probe

TAN Yao1, YANG Yi-shuai1, CHU Zhao-li1, ZHANGSUN Dong-ting1, ZHU Xiao-peng1,2*, LUO Su-lan1,2*

(1. Key Laboratory of Tropical Biological Resources of Ministry of Education, School of Life and Pharmaceutical Sciences,

Hainan University, Haikou 570228, China; 2. Medical School, Guangxi University, Nanning 530004, China)

Abstract: α7 nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) is widely distributed in the central and peripheral

nervous systems, and is closely related to a variety of neurological diseases and inflammation response. α-Conotoxin

[A10L]PnIA, as an antagonist targeting α7 nAChR, plays an important role in studying the physiological and

pathological processes involved in α7 nAChR. [A10L]PnIA was labeled with fluorescein 5-carboxytetramethylrho‐

damine, and the active peptide ([A10L]PnIA-F) was obtained by a two-step oxidative folding procedure in vitro.

The Xenopus oocyte expression system and the two-electrode voltage clamp technique were used to identify

the potency of [A10L]PnIA-F fluorescent peptide, and its cytotoxicity was detected by mouse macrophages and

CCK8 method. The molecular weight of [A10L]PnIA-F fluorescent peptide was identified by mass spectrometry as

2 077.28 Da, which was consistent with the theoretical value. Electrophysiological determination of its half-

maximal inhibitory concentration (IC50) for α7 nAChR is 17.32 nmol·L-1, which is consistent with [A10L]PnIA

(IC50, 13.84 nmol·L-1). The cytotoxicity test results showed that within the concentration range of 5 nmol·L-1 to

10 μmol·L-1, there was no significant inhibition on the growth of mouse macrophages. The results showed that the

α-conotoxin fluorescent probe [A10L]PnIA could provide pharmacological tools for the research of α7 nAChR-

related neurophysiological and pathological mechanisms.
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烟 碱 型 乙 酰 胆 碱 受 体 (nicotinic acetylcholine

receptors, nAChRs) 是受乙酰胆碱 (acetylcholine, ACh)

调控的配体门控离子通道蛋白, 广泛存在于肌肉、中枢

和外周神经系统。nAChRs由 5个跨膜亚基组成, 目前

已经克隆到的神经型 nAChRs亚基有 12种, 包括 9种 α

亚基 (α2～α10) 和 3 种 β亚基 (β2～β4)。根据亚基组

成的不同, 神经型 nAChRs可以分为同型或异型五聚

体[1]。α7 nAChR作为其中重要的一种亚型, 广泛分布

于哺乳动物的中枢神经系统 (central nervous system,

CNS), 如: 大脑皮层、嗅球、海马体等, 与阿尔茨海默症

(Alzheimer's disease, AD)、癫痫、精神分裂症、帕金森

病 (Parkinson's disease, PD)、脑内炎症等神经系统疾病

密切相关[2-4]。此外 , α7 nAChR 在巨噬细胞、肺癌细

胞、心肌细胞、血管内皮细胞等也有表达, 是胆碱能抗

炎通路中的关键蛋白分子[5-9]。α7 nAChR可以通过调

节下游NF-κB信号通路和 JAK2/STAT信号通路, 抑制

炎症细胞因子 (IL-1β、IL-6、IL-18和TNF-α等) 以及趋

化因子 (血小板衍生的生长因子、IL-8、单核细胞趋化

蛋白-1、纤维黏连蛋白) 的产生与释放[10-12]。研究表明,

α7 nAChR介导的胆碱能抗炎通路是治疗肺炎的关键

通路, 且 α7 nAChR对肺癌细胞、胃癌细胞、结肠癌细

胞等恶性肿瘤细胞的增殖、血管生成、转移以及凋亡等

过程产生重要影响[13-15]。发现靶向调控 α7 nAChR的

化合物, 对于α7 nAChR结构和功能的研究具有重要意

义, 也是α7 nAChR相关抗炎药物设计的重要基础。

α-芋螺毒素 (α-conotoxin, α-CTx) 是热带海洋软

体动物芋螺分泌的一类小分子活性多肽物质, 它们能

作用于 nAChRs, 且能区分不同的亚型 , 是研究受体

结构和功能的重要工具[16-18]。如: 从海南海织锦芋螺

(Conus textile) 中发现的 α-CTx TxIB, 能够特异性阻断

α6/α3β2β3 nAChRs亚型, 对于开发新型抗成瘾药物具

有较好的应用前景[18]。Michael等[19]从大西洋西部海

域的帝王芋螺 (Conus regius) 中发现的 α-CTx RgIA能

够特异阻断 α9α10 nAChRs亚型, 在神经痛、乳腺癌治

疗方面表现出良好的活性。α-CTx PnIA 是从梅尔巴

芋螺 (Conus pennaceus) 中分离得到的靶向 α7和 α3β2

nAChRs亚型的阻断剂, 并通过改造 (对其第 10位的丙

氨酸进行替换), 得到了靶向 α7 nAChR亚型的良好分

子探针 [A10L]PnIA, 其对 α7 nAChR 的半阻断剂量

(IC50) 为 12.6 nmol·L-1 [20], 可以作为 α7 nAChR 相关研

究的重要工具。

多肽荧光标记技术广泛用于研究多肽及核酸在生

物体或细胞内的作用机制 , 这种技术为研究多肽提

供了可视化的有效工具, 为阐明多肽结构、作用、活性

提供了基础。荧光标记多肽主要利用绿色荧光蛋白、

罗丹明B、荧光素等有机荧光标记物与多肽结合, 使得

多肽在携带荧光信号的同时也保持了活性[21,22]。如:

Chileveru 等[23]用罗丹明 B 标记人 α-防御素 5 (human

α-defensin 5, α-HD5), 使其能够跟踪到细菌细胞的极

点和细胞质分裂位点 , 证明了 α-HD5 在细胞内运行 ,

并靶向细胞分裂的功能。本研究以 α -CTx [A10L]

PnIA为对象, 利用荧光染料 5-羧基四甲基罗丹明琥珀

酸亚胺酯 (5-TAMRA, SE) 进行标记 , 获得荧光多肽

[A10L]PnIA (fluorescent [A10L]PnIA, [A10L]PnIA-F),

电生理结果显示其对α7 nAChR的半阻断剂量 (IC50) 为

17.32 nmol·L-1, 且对细胞无明显的毒性。[A10L]PnIA-F

可以为后续研究 α7 nAChR相关神经生理、病理过程

以及α7 nAChR在细胞组织的定位提供重要工具。

结果

1 [A10L]PnIA-F的合成

合成的 [A10L]PnIA 线性肽初始纯度为 90%, 经

HPLC 纯化后可以得到纯度为 95% 的线形肽 , 可用

于后续荧光肽的合成 (图1A峰1)。利用体外两步氧化

折叠得到 [A10L]PnIA 的活性肽 (图 1A 峰 2), 其洗脱

时间为 11.48 min, 与线性肽保留时间 (11.10 min) 基本

保持一致, 疏水性没有显著变化。利用 5-TAMRA,SE

和[A10L]PnIA活性肽进行反应, 得到最终产物[A10L]

PnIA-F (图1A峰3), 其洗脱时间为17.58 min, 较[A10L]

PnIA活性肽洗脱时间增加, 疏水性提高。利用质谱分

别对不同阶段的 [A10L]PnIA 的分子质量进行检测 ,

线性肽的分子质量为 1 811.32 Da (图 1B) 与理论值

1 811.06 Da 相比 , 基本一致。 [A10L]PnIA 活性肽及

[A10L]PnIA-F分子质量分别为 1 665.20 Da (图 1C) 和

2 077.28 Da (图 1D)。[A10L]PnIA活性肽与线形肽相

比, 脱去了Acm保护基团并形成了两对二硫键, 分子

质量少了 146 Da, [A10L]PnIA-F与[A10L]PnIA活性肽

相比多了荧光基团的412 Da, 与理论值相符, 说明成功

形成两对二硫键并被5-TAMRA标记。

2 α7 nAChR体外模型的建立

体外转录获得鼠源的 α7 nAChR cRNA, 浓度为

0.56 μg·μL-1, 用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳进行检测 (图
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2A), α7 nAChR亚基的RNA长度约为 2 000 bp, 与理论

值相符。注射 α7 nAChR cRNA的蛙卵在第三天开始

表达 , 检测不同浓度条件下激动剂 ACh (0 μmol·L-1、

50 μmol·L-1、100 μmol·L-1、200 μmol·L-1、500 μmol·L-1、

1 mmol·L-1) 诱发的电流表达情况。在 200 μmol·L-1

ACh刺激下可表达稳定的电流, 电流大小为 425.20 ±

116.10 nA (n = 9), 且受体不会脱敏。选择此浓度作为

药物活性研究的激动剂浓度 (图2B)。

3 [A10L]PnIA-F的活性检测

利用双电极电压钳对[A10L]PnIA 本体和荧光肽

的活性进行检测。结果显示, [A10L]PnIA连接荧光基团

后, 对于 α7 nAChR活性影响不大。在 100 nmol·L-1的

给药浓度下, [A10L]PnIA和[A10L]PnIA-F对α7 nAChR

电流的阻断率分别为 : (95.99 ± 3.96) % (n = 4) 和

(93.45 ± 5.51) % (n = 4) (图 3A、B), 阻断效果基本保持

一致。在 10 nmol·L-1 的给药浓度下 , [A10L]PnIA 和

[A10L]PnIA-F 对 α7 nAChR 电流的阻断率分别为

(40.35 ± 9.69) % (n = 6) 和 (37.60 ± 17.02) % (n = 6)

(图3A、B), 抑制活性差别不大。为了进一步比较两者对

α7 nAChR的活性, 分别对[A10L]PnIA和[A10L]PnIA-F

做了剂量反应曲线 (图 3C), 两种肽对α7 nAChR的 IC50

分别为 13.84 nmol·L-1 (95% CI, 11.11～17.22 nmol·L-1)

和 17.32 nmol·L-1 (95% CI, 11.04～27.17 nmol·L-1), 活

性基本保持一致。

Figure 2 Expression α7 nAChR model in the Xenopus oocyte. A: Agarose gel electrophoresis analysis of α7 nAChR cRNA. M: RNA

marker, RL6 000; B: The α7 current trace evoked by increasing ACh concentrations in oocytes

Figure 1 Synthesis and identification of [A10L]PnIA-F. A: [A10L]PnIA-linear peptide (1), [A10L]PnIA active peptide (2) and [A10L]

PnIA-F (3) HPLC profile; B-D: Mass spectrum data for linear [A10L]PnIA (B), [A10L]PnIA active peptide (C) and [A10L]PnIA-F (D) with

observed monoisotopic mass of 1 811.32 Da, 1 665.20 Da and 2 077.28 Da, respectively
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4 小鼠RAW264.7上α7 nAChR基因的鉴定

提取RAW264.7细胞的RNA, 浓度为 0.33 μg·μL-1,

1%琼脂凝胶电泳 (图 4A)。根据NCBI小鼠 α7 nAChR

基因序列 (AF225980.1), 针对特异性较高的配体结合

区段 (ligand binding domain, LBD), 设计 α7 nAChR的

正反引物 (表 1), PCR 扩增 , 鉴定细胞上表达的 α7

nAChR。PCR 产物 1% 琼脂糖凝胶电泳检测 (图 4B),

目标产物长度约 300 bp, 与理论值一致。后对 PCR产

物测序, 确定为α7 nAChR亚型。

5 [A10L]PnIA-F对RAW264.7的细胞毒性检测

对[A10L]PnIA-F在RAW264.7巨噬细胞细胞毒性

进行检测, 选取 5 nmol·L-1、50 nmol·L-1、500 nmol·L-1、

1 μmol·L-1、10 μmol·L-1 5个浓度, 检测结果如图5, 对检

测结果使用单因素方差分析, 并用邓恩多重比较法对

组间差异进行比较, 发现在电生理 IC50的 50到 100倍

浓度下, 几乎无任何毒性, 再上升到 1 000倍 IC50的浓

度下, 细胞活力较对照空白组稍有降低, 但在统计学上

无显著性差异 (P > 0.05)。因此 [A10L]PnIA-F 在其

IC501 000倍的浓度范围内对RAW264.7均无明显的细

胞毒性。

讨论

荧光探针作为可视化的工具, 可用于医药行业的靶

向、诊断、治疗等, 特别是针对真菌的耐药性研究, 荧光

探针一直都是一个重要的工具。如: 利用罗丹明标记蒺藜

苜蓿防御素 4 (Medicago truncatula defensin 4, MtDef4)

和 Dylight550 标 记 蒺 藜 苜 蓿 防 御 素 5 (Medicago

truncatula defensin 5, MtDef5), 研究MtDef4和MtDef5

对两种子囊真菌的细胞进入和亚细胞定位的成像, 这些

研究有助于深入了解防御素如何发挥其抗真菌活性的机

制[24-26]。荧光探针的优点是可视化, 将微观的生命现

象, 转为可视化的荧光信号, 使得研究更为便捷。利用

荧光标记多肽 , 也是该领域的一个重要应用和热点 ,

Figure 3 [A10L]PnIA and [A10L]PnIA-F electrophysiological activity identification. A: Inhibition of α7 nAChR by [A10L]PnIA at 10

and 100 nmol·L-1; B: Inhibition of α7 nAChR by [A10L]PnIA-F at 10 and 100 nmol·L-1; C: Dose response curve of [A10L]PnIA and

[A10L]PnIA-F against α7 nAChR. Data represent mean ± SEM (n = 3-6). Data analysis used GraphPad prism 8 (San Diego, CA,

USA) for nonlinear regression. The 95% confidence intervals for [A10L]PnIA and [A10L]PnIA-F are (11.11-17.22 nmol·L-1) and (11.04-

27.17 nmol·L-1), respectively

Figure 4 Identification of α7 nAChR gene on mouse RAW264.7.

A: 1% agarose gel electrophoresis analysis of the total RNAextracted

from RAW264.7 cells. M: DNA marker, DL5 000; B: 1% agarose

gel electrophoresis analysis of the PCR amplification product of α7

nAChR gene of RAW264.7. M: DNA Marker, DL2 000

Figure 5 Cytotoxicity detection of [A10L]PnIA-F to RAW264.7.

The data used one-way analysis of variance to analyze the effect

of different concentrations of [A10L]PnIA-F on cell viability,

significance was determined at the 95/% level. ns: No significant.

Data represent mean ± SEM (n = 5). Data analysis was performed

using GraphPad prism 8 (San Diego, CA, USA)
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如: Zerfas等[27]利用罗丹明 110标记可被免疫蛋白酶体

切割的三聚体序列, 使得该探针能够选择性的识别免

疫蛋白酶表达细胞, 为研究免疫蛋白酶体在癌症、自身

免疫性疾病、退行性疾病中的功能发挥了重要作用。

除此之外, 还有很多荧光物质用于多肽标记, 如: 绿色

荧光蛋白、罗丹明B、荧光素等, 其主要的合成操作就

是将传统的荧光物质通过化学合成反应连接到肽链

上。就像本文所选取的 5-TAMRA,SE, 因其有着高荧

光量子产率、激发波长较长和光稳定性好且在高效液

相色谱纯化中有更好的分辨率等特点, 是标记多肽和

核苷酸的首选试剂[28,29]。罗丹明这类荧光染料相对自

带荧光蛋白类的染料分子量小, 将它连接到肽链的末

端, 不会使肽链结构发生太多改变。但是罗丹明作为

黄嘌呤类染料的一种, 可能会破坏肽的活性或者产生

更高毒性的肽[21,22]。本研究结果表明, 所合成的罗丹

明标记的[A10L]PnIA-F在保持活性的前提下, 细胞毒

性不强, 可以作为研究 α7 nAChR受体功能以及分布

的良好药理工具, 具有较好应用前景。

α7 nAChR是很多疾病的关键蛋白受体分子, 它除

了在脑内有大量分布外, 在非神经细胞上也分布广泛如

巨噬细胞、树突状细胞、上皮细胞、各种癌症细胞等, 因

此它不仅介导很多神经生理病理进程, 而且还能通过

胆碱能抗炎通路调节身体中的炎症反应[7,30,31]。近年

来, 对于靶向 α7 nAChR的拮抗剂或激动剂的研究日

益广泛, 如: 目前已知的 α7 nAChR的激动剂有托烷司

琼 (tropisetron)、GTS-21、奎尼丁衍生物 (AR-R17779、

AZD0328)、PUM282987、中氮茚类化合物等[32,33]。这

些小分子化合物有的是 α7 nAChR的完全激动剂, 有

的是部分激动剂, 它们对于研究 α7 nAChR受体功能

具有重要意义, 有的化合物也有望作为治疗α7 nAChR

介导的疾病的治疗药物。如: GTS-21研究结果表明,

它可以改善小鼠、灵长类动物的认知缺陷提高学习和

记忆能力[34]。目前, 发现的α7 nAChR的拮抗剂也日益

增多, 如: 甲基牛扁碱 (MLA)、α-真菌毒素等[35]。此外,

α7 nAChR也有望成为很多癌症疾病的重要分子靶点, 如

Witayateeraporn等[36]发现的三唑基先导化合物QND7

是 α7 nAChR的拮抗剂, 其可以通过Akt/mTOR信号通

路抑制小细胞肺癌的迁移并促进其凋亡。

海洋软体动物芋螺毒液中富含很多小分子多肽, 是

很多 nAChRs阻断剂的来源, 其中[A10L]PnIA就是从

梅尔巴芋螺中分离并改造的获得的 α7 nAChR拮抗剂,

它具有较好的活性和选择性, 使其不管是作为靶向 α7

nAChR的药物还是荧光探针工具都具有很好的开发

前景。基于Conotoxin开发的小分子多肽工具在nAChRs

各个亚型的研究中发挥了重要的作用。如Hone等[37]

利用 α3β2 选择性拮抗剂 PeIA-5469 及 α3β4 的选择性

拮抗剂TxID发现了大鼠肾上腺髓质包含两个嗜铬细

胞群, 一种仅表达 α3β4 nAChR, 另一种则表达 α3β4以

及 α3β2β4 nAChR亚型。本研究利用 5-TAMRA,SE合

成的带有荧光标记的芋螺毒素[A10L]PnIA-F 在具有

荧光标记的同时还保持了活性, 使其可以作为工具用

于快速定位 α7 nAChR在不同细胞上的分布。如: 肿

瘤细胞、不同脑区、免疫细胞等 , 用于研究 α7 nAChR

和细胞行为之间的关系。[A10L]PnIA-F 还可以作为

药理工具探针, 研究肿瘤细胞或炎症细胞在病理过程

中 α7 nAChR的分布及丰度变化。目前发现的 nAChR

亚基有 17种, 它们相互组合能形成不同的亚型并发挥

不同的功能, 许多细胞和组织会表达多种亚型, 特异

荧光探针的开发, 为这些亚型在生理、病理过程中分

布变化提供了研究工具。尤其是对免疫细胞, 如: 巨噬

细胞、抗原呈递细胞等, α7 nAChR作为一个关键通道

蛋白分子, 可能通过影响迁移侵袭及炎症因子的表达,

参与机体的炎症反应。[A10L]PnIA-F 的合成为研究

炎症相关的生理病理机制, 示踪免疫细胞运动也提供

了重要工具。因此, [A10L]PnIA-F的发现不仅可以为

不同组织细胞 α7 nAChR的分布研究提供工具, 对今

后研究 α7 nAChR相关神经生理、病理和药理过程也

具有重大意义。

实验部分

雌性非洲爪蟾 (Xenopus laevis) 购自美国Nasco公

司; 包含鼠源 α7 nAChR亚基基因的质粒获赠于来自

美国犹他大学的 S. Heinemann教授; 线性肽的合成由

合肥国肽生物有限公司完成, 实验室完成纯化和氧化

折叠; 5-羧基四甲基罗丹明琥珀酸亚胺酯 (5-TAMRA,

SE) 购于北京泛博生物化学有限公司; 小鼠单核巨噬细

胞白血病细胞 RAW264.7 购于 BNCC 细胞库 ; CCK8

试剂盒、质粒提取试剂盒、DMEM-H 培养液、引物合

成来自生工生物工程 (上海) 有限公司; 限制性内切酶

(NEB); FastPure Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit 和

2×Taq Plus Master Mix购自南京Vazyme公司; 体外转录

和RNA纯化试剂盒购自美国 Thermo Fisher Scientific

公司 ; ND96 缓冲液 (96 mol·L-1 NaCl、2 mol·L-1 KCl、

1 mol·L-1 CaCl2、1 mol·L-1 MgCl2、5 mol·L-1 HEPES,

pH 7.4); 含抗ND96缓冲液 (链霉素 10 μg·mL-1、青霉素

10 μg·mL-1、庆大霉素100 μg·mL-1)。

Acquity H Class-Xevo TQD质谱仪 (Waters, 美国);

2695制备型高效液相色谱仪 (Waters, 美国); 2695分析

型高效液相色谱仪 (Waters, 美国); Christ Alpha 1-4L

冷冻干燥机 (Christ Alpha, 德国); Warner OC 725D 双
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电极电压钳 (Warner, 美国); TYPE LTD-2010恒温恒湿

培养箱系统 (EYELA, 日本) 等。

1 [A10L]PnIA-F的氧化折叠

α-CTx [A10L]PnIA 的序列如图 6A 所示 , 选择荧

光染料 5-TAMRA,SE进行标记 (图 6B)。如图 6所示,

[A10L]PnIA酰胺化末端的-NH2基团可以与5-TAMRA,

SE 发生反应 , 反应中 5-羧基四甲基罗丹明琥珀酸亚

胺酯具有荧光活性的基团可以连接到[A10L]PnIA的

氨基末端 , 形成带有荧光标记的[A10L]PnIA ([A10L]

PnIA-F)。

合肥国肽生物科技有限公司合成[A10L]PnIA 线

形肽, 其中 2、4位半胱氨酸用乙酰胺甲基 (acetamido‐

methyl, Acm) 保护。经过纯化后, 线性肽纯度高于90%,

可进行体外氧化折叠 , 形成具有两对二硫键 (Cys1-

Cys3, Cys2-Cys4) 活性结构的[A10L]PnIA。反应过程

如下: 称取20～30 mg纯化后线形肽, 加入0.60 g Tris和

0.33 g K3[Fe(CN)6], 用水溶解至 100 mL 反应体系, 空

气氧化形成第 1对二硫键 (Cys1-Cys3)。反应后溶液

经制备型色谱柱纯化, 纯化条件: 线性梯度洗脱为 0～

50 min, 5% B→50% B, 95% A→50% A (A 液: 0.1% 三

氟乙酸/99.9% H2O, B液: 0.1%三氟乙酸/99.9%乙腈),

流速10 mL·min-1, 检测波长UV 214 nm。第二步氧化折

叠, 称取 30～50 mg I2, 用 8～10 mL ACN溶解, 加入第

一步反应后纯化产物和1 mL TFA, 用水稀释至100 mL

的反应体系, 在氮气的保护下进行碘氧化形成第2对二

硫键 (Cys2-Cys4), 最终氧化折叠产物经 HPLC 纯化 ,

纯化条件: 线性梯度洗脱为 0～50 min, 5% B→50% B,

95% A→50% A。纯化后产物经分析型HPLC鉴定: 洗

脱线性梯度为 35 min, 10% B→55% B, 90% A→45%

A, 其中色谱柱流速为 0.8 mL·min-1, 产物纯度 > 97%,

质谱鉴定氧化折叠产物。

纯化后的[A10L]PnIA 冻干粉 1 mg 和 5-TAMRA,

SE 2 mg以摩尔质量1∶1的比例在硼酸氢钠溶液下反应

4 h得到初步产物, 再经由制备型色谱柱纯化, 洗脱条

件: 线性梯度洗脱0～55 min, 10% B→60% B, 90% A→
40% A, 流速为8 mL·min-1, 最终得到[A10L]PnIA-F。利

用分析型HPLC和质谱鉴定其纯度和分子量: 取 90～

100 μL由HPLC色谱柱分析纯度,洗脱线性梯度为35 min,

10% B→55% B, 90% A→45% A, 其中色谱柱流速为

0.8 mL·min-1, 产物纯度 > 97%, 质谱鉴定[A10L]PnIA-F

荧光肽。

2 鼠源α7 nAChR模型的构建

提取包含 α7 nAChR 基因的质粒。以 20 μg

(0.50 μg·μL-1) 质粒作为模板, 使用限制性内切酶酶切

Sal I (NEB), 酶切完全的线性化片段, 经纯化试剂盒纯

化, 可作为体外转录的模板。取 5 μL (0.43 μg·μL-1) 纯

化的包含 α7 nAChR基因的纯化线性 DNA为模板, 用

T7 mMESSAGE mMACHINETM体外转录试剂盒进行

体外转录 , 利用 RNA MEGA ClearTM纯化试剂盒纯化

转录产物, 最终得到的 cRNA用 1%琼脂糖凝胶电泳和

紫外分光光度计检测其纯度和浓度。检测后的 cRNA

分装后, -70 ℃ 冻存, 具体的实验过程参考试剂手册说

明书和实验室已发表论文[38]。

分离出质量较好的爪蟾卵母细胞 (V-VI期), 将 α7

nAChR亚基的 cRNA显微注射到卵母细胞, 注射体积

59.20 nL·cell-1。注射后的蛙卵细胞, 移至新鲜的含抗

ND96溶液中在 17 ℃培养。培养 2～3天后, 进行电生

理检测。设置电生理程序 (每个 sweep 1 min), 调整灌

流系统流速 (1 mL·min-1), 将注射过 cRNA的爪蟾卵母

细胞, 置于 50 μL细胞槽中, 将膜电位钳制在-70 mV,

利用双电极电压钳系统, 记录蛙卵在不同浓度ACh刺

激下的电流的大小, 证明 α7 nAChR成功表达在蛙卵

细胞上[16,18,38]。

3 [A10L]PnIA-F的活性检测

正常条件下 , 以 200 μmol·L-1 ACh 诱导下蛙卵表

达 α7 nAChR 产生的电流为基准 (3～5 个对照平均),

不同浓度的[A10L]PnIA本体和荧光肽与蛙卵细胞孵

育 5 min后, 记录此条件下所产生的内向电流, 并计算

反应率。电生理数据采集条件: 钳制电压-70 mV, 采

样频率 slow 100 Hz, 低通滤波 10 Hz, 记录时间 1 min。

数据的采集和分析, 利用Clampex 10.6和Clampfit 10.6

软件 (Molecular devices)。利用GraphPad Prism 8 软件

(San Diego, CA, USA) 对数据进行统计和分析, 绘制剂

量反应曲线, 采用非线性拟合方程 (response% = 100/

[1+(IC50/[peptide])nH]), 计算[A10L]PnIA本体和荧光肽

的半阻断剂量 (IC50)。

Figure 6 The reaction process of [A10L]PnIA and 5-TAMRA,SE.

A: [A10L]PnIA linear peptide and [A10L]PnIA oxidized folded

peptide; B: Fluorescent dye 5-TAMRA, SE; C: 5-TAMRA, SE and

[A10L]PnIA reaction process
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4 [A10L]PnIA-F的细胞毒性检测

利用RAW264.7小鼠巨噬细胞对[A10L]PnIA-F的

细胞毒性进行检测。液氮冻存的RAW264.7小鼠巨噬

细胞系复苏后, 置于5% CO2、37 ℃培养箱中培养, 收集

对数生长期的细胞, 按照 3×105个细胞接种在小皿上,

培养24 h后, 细胞聚合度达到80%～90%, 取出小皿, 利

用 FastPure Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit试剂盒,

采用吸附柱的方法, 提取RNA。用 100 μL RNase-free

ddH2O洗脱, 1%的琼脂糖凝胶电泳检测所提 RNA纯

度 , 用紫外分光光度计检测其浓度为 0.33 μg·μL-1

(1.7 < A260/A280 < 2.0), -80 ℃冰箱保存。使用HiScript®II

Q RT SuperMix试剂盒以提取的 3 μL (1 μg) RNA为模

板反转录合成 cDNA。根据NCBI网站上提供的基因

编号, 设计用于扩增 α7 nAChR的引物 (表 1), 将 cDNA

稀释 10倍后, 取 10 μL为模板, 进行 α7 nAChR PCR基

因鉴定。依次加入 ddH2O 16 μL、2×Taq Plus Master

Mix II (Dye Plus) 25 μL、Forward primer (10 μmol·L-1)

2 μL、Reverse primer (10 μmol·L-1) 2 μL、模板 cDNA

10 μL。反应程序为: 95 ℃ 3 min 预变性; 95 ℃ 15 s变性;

57 ℃ 20 s退火; 72 ℃ 20 s延伸; 30个循环; 72 ℃彻底延

伸8 min。通过PCR反应确定细胞上存在α7 nAChR。

收集对数生长期的RAW264.7细胞, 按每孔 1×104

个细胞接种于 96孔板中, 待细胞生长到对数生长期分

别加入含[A10L]PnIA-F浓度为5 nmol·L-1、50 nmol·L-1、

500 nmol·L-1、1 μmol·L-1、10 μmol·L-1的无血清培养液

100 μL, 培养箱中培养 24 h。弃去含有[A10L]PnIA-F

的培养液 , 每孔分别加入含有 CCK8 试剂的培养液

100 μL (CCK8∶DMEM-H = 1∶10)。37 ℃孵育 1～2 h

后, 酶标仪检测 450 nm波长下的吸光度值, 对细胞活

力的影响的计算方法为: 细胞相对活力 (%) = (A处理

组 - A 对照组/A 空白组 - A 对照组) × 100%。数据

分析使用GraphPad Prism 8 软件(San Diego, CA, USA)

进行单因素分差分析 (one-way analysis of variance),

组间比较采用邓恩多重比较法 (Dunnett's multiple

comparisons test)。

作者贡献: 罗素兰、朱晓鹏、长孙东亭负责实验设计、实

验指导和论文修改; 谭瑶负责荧光多肽合成、电生理及细胞

实验以及论文撰写、数据分析; 杨奕帅负责荧光多肽合成优

化; 褚召莉负责细胞毒检测。
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