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　 　 ［摘要］ 　胱氨酸结（cystine knot ，CK）模体是由两对二硫键及其相连的肽链骨架形成的一个内部环以及从环中穿过的第
三对二硫键组成的球形结构 ，广泛存在于真菌 、植物 、海洋软体动物 、昆虫以及蜘蛛等生物的毒素多肽和蛋白质中 。 CK 多肽
结构非常稳定 、生物活性多样 ，是一类在药物设计和分子工程研究中的理想模型分子 。本文综述了抑制剂胱氨酸结（inhibitor
cystine knot ，ICK）多肽和环形胱氨酸结（cyclic cystine knot ，CCK）多肽两类主要 CK 毒素的氨基酸序列 、拓扑结构 、排列组

合 、人工合成以及空间折叠等特征 ，并进一步阐述了其在药物设计与分子工程中的应用前景 。
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Cystine knot peptide′s properties and its applications for drug design and molecu唱
lar engineering
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［Abstract］ 　 The cystine knot （CK） motif comprises an internal ring formed by two disulfide bonds and their connecting
backbone segments which is threaded by a third disulfide bond ．It is present in peptides and proteins of a variety of species ，in唱
cluding fungi ，plants ，marine molluscs ，insects and spiders ．CK polypeptide is one of the ideal model molecules for drug design
and molecular engineering research because of its stable structure and variety of bioactivities ．Here we summarized the main
structural features of both inhibitor cystine knot （ICK） peptide and cyclic cystine knot （CCK） peptide ，including primary se唱
quence ，topology ，permutation ，synthesis and folding characteristics ，as well as its applications on drug design and molecular
engineering ．
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　 　 １９９３ 年 ，McDonald 和 Hendrickson 根据
NGF 、TGF唱β２以及 PDGF唱BB 等生长因子（grow th
factor ，GF）的结构特征首先提出了“胱氨酸结（cys唱
tine knot ，CK）”模体的概念［１］

。 CK 模体是由两对
二硫键及其相连的肽链骨架形成一个内部环以及从

环中穿过的第三对二硫键组成的球形空间结构 ，该

结构广泛存在于各种富含二硫键的多肽或小分子蛋

白中 ，且这些多肽或小分子蛋白的 CK 模体都具有
相同的二硫键配对方式 Cys Ⅰ 唱Cys Ⅳ 、Cys Ⅱ 唱Cys Ⅴ

和 Cys Ⅲ 唱Cys Ⅵ （N 端到 C 端 ６ 个配对的 Cys 残基
依次为 Ⅰ 唱 Ⅵ ） 。由于这些早期发现的含 CK 模体结
构的多肽或小分子蛋白都发挥了一定的抑制剂功
能 ，但空间上并不与 GF 家族的 CK 模体结构完全
重叠 。因此 ，Issaacs 于 １９９５ 年将其归纳为抑制剂

胱氨酸结（inhibitor cystine knot ，ICK ）家族［２］
。此

外 ，有研究者还在植物中发现了一类含有环形蛋白

骨架结构的环形胱氨酸结多肽 （cyclic cysteine
knot ，CCK）的 CK 亚家族 ，其具有抑菌 、溶血等多
种生物毒性效应［３］

。

1 　 CK多肽

　 　在植物 、动物和真菌中已发现的 CK 多肽通常
含有 ２６ ～ ４８ 个氨基酸残基 ，具有抑菌 、抗病毒（如

HIV）以及阻断离子通道等多种生物活性 。一般来
说 ，内部环较小的 CK 模体毒素主要来自于植物和
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真菌 ，而内部环较大的 CK 多肽则更倾向于动物源
性 。不对称性是 CK 多肽内部环的主要特点之一 ，

即在内部环的一侧连续 Cys 残基之间构成相连肽
链骨架的残基数 C Ⅰ XmC Ⅱ 与另一侧肽链骨架的残

基数 C Ⅳ XnC Ⅴ 不同 ，通常接近 N 末端内部环一侧的
残基数（m ＝ ３ ～ ７）比靠近 C末端内部环一侧的氨基
酸残基数（n ＝ １ ～ ４）更多 。 CK 多肽的另一个主要
特征是带有净正电荷 ，且通常动物源性的 CK 多肽
比植物的所带正电荷要多［４］

。 Cys Ⅰ 唱Cys Ⅳ ，Cys Ⅱ 唱
Cys Ⅴ 以及 Cys Ⅲ 唱Cys Ⅵ 这种独特的二硫键配对方
式是形成 CK 模体的必要而非充分条件 ，如来自于

芋螺毒素的非 CK 多肽 G Ⅲ B［５］和 CK 多肽芋螺毒
素 GS［６］都含有配对方式相同的三对二硫键 ，且都发

挥 Na ＋ 通道阻断剂的作用 ，但是 G Ⅲ B第三对二硫
键并不穿过由第一 、二对二硫键形成的二硫键平面 ，

因而不属于 CK 模体多肽 ，说明功能相似且二硫键

配对方式相同的多肽分子并不一定都是 CK 多肽 。

2 　 CK模体结构

2 ．1 　 ICK 　 １９９４ 年 ，Pallaghy 等［７］将 ICK 多肽的
共同序列总结为 CX３唱７ CX４唱６ CX０唱５ CX１唱４ CX４唱１０ C ，１９９８

年 ，Norton等［８］通过研究分析将 ICK 共同序列调整
为 CX３唱７ CX３唱６ CX０唱５ CX１唱４ CX４唱１３ C［８］

，此后 ，Criaik
等［９］于 ２００１年将 CK 多肽共同序列进一步调整为
CX３唱７CX３唱８CX０唱７ CX１唱４ CX４唱１３ C 。 除了由三对二硫键

配对折叠形成的球形空间结构外 ，研究还发现 β唱片

层 、氢键等一些与 CK模体相关的特征结构 。其中 ，

β唱片层一般含有 ３ ～ ４个氨基酸残基 ，是已知 ICK多
肽结构中最小的保守元件 。 部分 ICK 多肽 ，如

MVIIA ，缺失第 ３ 个 β 片层 XXCX 的最后一个残
基［１０］

，许多 CCK 多肽的第 ３个 β唱片层实际上是首

尾相连的 β发夹结构的一部分 ，其最小保守元件为

XCX唱xx唱XCX ，其中唱xx唱为发夹转角中心的 ２ 个

残基［１１］
。

2 ．2 　 CCK 　除 ICK 多肽外 ，CK 多肽还包括一类首
尾相连形成环形蛋白骨架的 CCK 多肽分子 ，如

Kalata B１［１２］等 。目前已鉴定的 CCK 多肽主要来自
于茜草科（Rubiaceae）和堇菜科（Violaceae）植物 ，其

长度都在 ３０个氨基酸残基左右 ，序列比对与进化分

析表明 CCK 多肽的序列相似度非常高（约 ４０％ ） 。

采用 NMR 研究 Kalata B１［１３］
、Circulin A ［１４］以及

Cycloviolacin O１［１５］等代表性 CCK 多肽的空间结构
发现 ，其空间上都含有 CK 模体 、转角以及局部 β唱片

层等特征结构 ，提示所有 CCK 多肽在空间结构上高
度一致 。此外 ，研究还发现 CCK 多肽的共同序列为
CX３CX４CX４唱７ CX１CX４唱５ CX５唱７ ，其 Cys 残基间距比

ICK 多肽 Cys 残基的间距要小 ，说明 CCK 多肽的
内部环在结构上比 ICK 多肽内部环更为紧凑［１６］

。

3 　 CK多肽的拓扑结构

　 　环形和非环形 CK 多肽之间的拓扑结构存在本
质区别 。非环形 CK 多肽（如 ICK 多肽）的拓扑空

间结构相对简单［１７］
，三对二硫键 Cys Ⅰ 唱Cys Ⅳ 、Cys

Ⅱ 唱Cys Ⅴ以及 Cys Ⅲ 唱Cys Ⅵ在二维平面中可以画成
没有交叉的情况 ；而相比之下 CCK多肽的空间拓扑
结构则更为复杂 ，无论如何 ，三对二硫键都会在二维

平面上形成交叉 。最近研究者从瑞索思猴白细胞中

鉴定的一个环形多肽虽然含有 Cys Ⅰ 唱Cys Ⅳ 、Cys
Ⅱ 唱Cys Ⅴ和 Cys Ⅲ 唱Cys Ⅵ三对配对方式相同的二硫
键 ，但却没有形成 CK 模体结构 ，说明肽链骨架的环

化是 CCK 多肽形成结节的必要而非充分条件［１８］
。

　 　此外 ，CK 多肽中是否真实存在结节也一直存
有争议 。 CK 模体是由两对二硫键 Cys Ⅰ 唱Cys Ⅳ 和
Cys Ⅱ 唱Cys Ⅴ及其相邻肽链骨架组成的内部环以及
从环中穿过的第三对二硫键 Cys Ⅲ 唱Cys Ⅵ折叠形成
的球形结构 ，一般将这个结构归类为结节是非常合

理的 。但是 ，有研究发现通过几何变换的方法可以

在不断裂任何二硫键的情况下将这种结节解开 ，如

一种人源性神经生长因子在其极为缓慢的展开过程

中可以将穿透内部环的第三对二硫键抽离开来［１９］
，

这说明 ICK 多肽的拓扑结构以及空间折叠过程是
相对简单的 。而 CCK多肽由于其首尾相连 ，缺乏可

供抽出的 N 末端或者 C末端 ，不可能在不断裂二硫

键的情况下实现这种抽出第三对二硫键的变换机

制 ，这在某种程度上解释了 CCK多肽具有极强的稳
定性以及其作为分子工程模型的应用潜力 。

4 　 CK多肽的排列组合

　 　越来越多的研究表明 CK 模体广泛存在于环形
和非环形多肽毒素中 ，这也启发研究者们开展对非

环形多肽 N 或 C末端的排列组合 ，以及环形蛋白质

在非环化状态下 N 或 C 末端排列组合对 CK 模体
的结构与功能影响的作用研究 。

　 　 以 CCK 多肽的代表性分子 Kalata B１ 为例 ，

Daly 等以环形 Kalata B１肽链骨架上的 ６个 Cys为
界 ，将其划分为 ６个肽段 ，并分别进行剪切 ，形成一

系列的非环形 Kalata B１ 多肽［２０］
。研究发现 ，除第

１肽段（Cys Ⅰ 唱Cys Ⅱ ）和第 ４肽段（Cys Ⅳ 唱Cys Ⅴ ）被

剪切形成的非环形 Kalata B１ 外 ，其他 ４ 个肽段被

删除后形成的非环形 Kalata B１的拓扑结构与环形
Kalata B１的空间拓扑结构相一致 ，说明位于 CK 内
部环两侧的第 １ 、４两个肽段对 CK空间结构的维持

２８４
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非常重要［２０］
，删除这两个肽段会对 Kalata B１ 的天

然构象产生根本性的改变 ，从而影响 CK 结构的稳
定性 。相比之下 ，其余被剪切后的 ４ 个肽段仍然能

维持天然 Kalata B１ 的空间构象 ，多肽末端的位置

没有受到影响 ，因而很好地保持了 CK 模体结构的
完整性 。尽管空间构象相一致 ，但被删除肽段的 ４

个非环形 Kalata B１多肽分子丧失了环形 Kalata B１
所具有的溶血活性 ，这可能与非环形 Kalata B１ 的
稳定性降低有关 ，或者 Kalata B１ 的溶血活性本身
就需要环形骨架的存在［２０］

。

　 　非环形 Kalata B１多肽 N 或 C末端排列组合的
不同在一定程度上说明线性 CK 多肽同样可能存在
不同的空间拓扑结构 。除了第 １ 、４肽段被删除后没

有形成 CK 模体结构 、不存在二硫键穿环的情况外 ，

所有非环形 Kalata B１ 多肽都维持 Cys Ⅰ 唱Cys Ⅳ 、

Cys Ⅱ 唱Cys Ⅴ 以及 Cys Ⅲ 唱Cys Ⅵ 三对二硫键的连接
方式 ，但其成环和穿环二硫键的方式不同 ，其中第

２ 、５肽段被删除的非环形 Kalata B１多肽的内部环
由 Cys Ⅱ 唱Cys Ⅴ和 Cys Ⅲ 唱Cys Ⅵ二硫键组成 ，第 ３对

穿环二硫键是 Cys Ⅰ 唱Cys Ⅳ ，而第 ３ 、６ 肽段被删除

的 Kalata B１多肽的内部环则是由 Cys Ⅰ 唱Cys Ⅳ 和
Cys Ⅱ 唱Cys Ⅴ组成 ，穿环二硫键为 Cys Ⅲ 唱Cys Ⅵ ［２０］

。

5 　 CK多肽的合成与折叠

5 ．1 　 ICK 多肽 　芋螺毒素中含有多种 ICK 多肽分
子 ，并且在缓解疼痛症状等方面展现出巨大的临床

应用潜力 ，其人工合成和空间折叠过程也得到了广

泛的研究 。由于芋螺毒素多肽分子非常小且序列保

守性很低 ，起初研究者们认为成熟的芋螺毒素可能

并不包含正确折叠所需要的完整信息［２１］
，但包括

MVIIA 在内的许多芋螺毒素 CK 多肽都在体外实
现了正确的空间折叠 ，并具有与天然 CK 多肽一致
的生物活性 。研究发现 ，芋螺毒素多肽的前导序列

空间结构的正确折叠并不重要 ，相比之下 ，C末端存
在的一个翻译后会被切除的甘氨酸（Gly ）时 ，折叠

效率会明显增加［２２］
。通过去除一个或多个二硫键

来研究芋螺毒素 CK 多肽的空间结构和生物活性时
发现 ，每个二硫键对于芋螺毒素 CK 多肽天然构象
的稳定性 ，以及其余两个二硫键的正确形成都发挥

了极为重要的作用［１１］
。

　 　马铃薯羧肽酶抑制剂（potato carboxypeptidase
inhibitor ，PCI）是另一个被广泛研究的 ICK 家族成
员 。它在体外折叠的过程中包含一个形成非特异性

二硫键的起始阶段及其后续的调整 、优化过程 。这

与 MVIIA 的折叠过程相似 ，但与天然多肽折叠明

显不同的是 ，PCI 折叠过程中出现的中间产物具有

高度多样性 。南瓜家族蛋白酶抑制剂（squash fami唱
ly of protease inhibitors ）CK 多肽的折叠过程则具
有更强的特异性 ，如两种胰蛋白抑制剂 EETI Ⅱ 和

CMTI Ⅲ之间的序列相似性非常高 ，但属于南瓜家

族的蛋白酶抑制剂 EETI Ⅱ在体外的折叠过程速度

更快并且效率更高 ，这可能与 EETI Ⅱ近 C 末端含
有特异性 GPNG 片段 ，具有很强的形成 β唱转角的倾

向性有关 。由 GPNG 片段形成的 β唱转角可以作为

潜在的折叠起始位点 ，促使 EETI Ⅱ 在折叠过程中
先形成一个稳定的含有二硫键的中间产物 ，然后再

形成正确的空间构象 ，从而提高其折叠速度和

效率［２３］
。

5 ．2 　 CCK 多肽 　由于 CCK 多肽的环形特征 ，其空

间构象更为复杂 ，人工合成与空间折叠的研究难度

也相对更大［２４］
。 Kalata B１的人工合成过程包括先

形成二硫键再成环和先成环后配对二硫键两种方

法 。研究发现 ，线形 Kalata B１ 前体在氧化过程仅
会在疏水环境中产生一定数量正确折叠的天然多

肽 ，这可能与折叠过程中需要稳定暴露的疏水性残

基有关 ；而相比之下 ，环状 Kalata B１前体形成正确
的二硫键配对并折叠成天然构象的效率则非常高 ，

说明环化过程有助于多肽的正确折叠并形成天然的

空间构象［２４］
。除 Kalata B１外 ，Tam等还通过 CCK

多肽环化的“thia zip”机制 ，人工合成并正确折叠了

Circulin B 和 Cyclopsychotride A 等多个 CCK 多
肽 。其中 ，Circulin B［２５］由于比 Kalata B１［２４］带有更

多正电荷而具有较低的折叠效率 ，这可能与南瓜家

族蛋白酶抑制剂 EETI Ⅱ
［２３］存在特殊转角区域的

情况相类似 ，这有助于形成正确的天然空间构象 。

　 　总体而言 ，CK 多肽序列本身即含有与天然构
象形成相关的大量信息 。虽然成功折叠的 CK 多肽
最终会形成 Cys Ⅰ 唱Cys Ⅳ 、Cys Ⅱ 唱Cys Ⅴ以及 Cys Ⅲ 唱
Cys Ⅵ 的配对方式 ，但其在折叠的过程中并不会直

接形成这种配对方式 ，存在一定的错配率 ，首对二硫

键正确配对的百分率以及 １ 、２两对二硫键成功配对

的数量决定了最终正确配对的 CK 多肽比例 ，说明

二硫键在其正确折叠的过程中扮演了非常重要的角

色 。部分 CK 多肽也存在一些特征性的片段或基
团 ，如 EETI Ⅱ

［２３］的 GPNG 序列 、MVIIA ［２２］ C末端
的 Gly 残基等 ，在其正确折叠的过程中发挥了重要

的作用 。此外 ，CK 多肽的折叠过程也存在明显的
多样性 ，如 MVIIA 在折叠过程中可以形成差异非
常大的不同二硫键中间产物 ；而 EETI Ⅱ折叠过程

中形成的中间物则与其天然构象非常类似 ，并且非

常稳定［２３］
。
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6 　药物设计和分子工程

　 　 CK多肽由于具有缓解疼痛 、抑菌以及抗病毒

等多种生物活性 ，可以作为新药研究过程中的先导

化合物 。如芋螺毒素 CK 多肽 MVIIA 及其类似肽 ，

通过特异性阻断疼痛相关的 N 型 Ca２ ＋ 通道而具有

缓解疼痛的功效 ，并且已经通过了 Ⅲ 期临床试验 。

第二代 MVIIA 类似肽则主要通过优化其对 N 型
Ca２ ＋ 通道的选择性以减轻因其作用于 P／Q 型 Ca２ ＋

通道产生的副作用［２６］
，从而发挥缓解疼痛的治疗效

应 。部分 CCK 多肽因具有抑菌活性 ，可作为新型

抑菌药物的先导多肽 。研究发现 ，具有抗菌活性的

CCK 多肽分子其分子表面多含有大量的正电荷 ，使

CCK 多肽可以与带负电的细菌膜表面之间产生静
电作用力 ，从而增加 CCK 多肽与细菌膜脂核以及阴
离子表面之间的亲和力 ，并进一步促进其抑菌活性

的发挥 ，因此 CCK 多肽的抑菌作用机制可能与其分
子表面含有的大量正电荷有关［２７］

。此外 ，研究还发

现部分 CCK 多肽（如 Circulin 和 Cycloviolin ）具有
抗 HIV 的活性 ，虽然其抗 HIV 活性的具体作用机
制尚 不 清 楚 ，但 在 高 浓 度 的 CCK 多 肽

（６６０ nmol／L）中并没有检测到对逆转录酶的影响 ，

说明 CCK多肽可能是通过逆转录酶以外的其他作
用靶点发挥抗 HIV 活性的［２８］

，是一种具有抗 HIV
活性的潜在药物先导化合物 。

　 　 CK多肽因结构非常稳定 ，除了可作为药物先

导化合物外 ，还可作为新药设计或分子工程研究中

的理想分子模型 。 如以南瓜蛋白酶抑制剂的 CK
模体结构为分子框架 ，删除南瓜蛋白酶抑制剂 EE唱
TI Ⅱ 氨基末端的 ２７ 个氨基酸残基 ，并加上另一种

南瓜蛋白酶抑制剂 CPI 多肽羧基末端的 ５ 个氨基

酸残基 ，所构建的融合蛋白同时具有 EETI Ⅱ和 CPI
两种南瓜胰蛋白酶抑制剂的活性［２９］

，说明 CK 模体
结构作为一种非常稳定的理想支架 ，通过改变其表

面氨基酸残基或部分肽段 ，可以在新药设计或蛋白

质工程中形成新的活性或功能分子 ，未来将同样具

有极大的应用潜力 。

　 　总之 ，CK模体是由三对二硫键折叠形成的球形
空间结构 ，广泛存在于各种动物 、植物以及真菌的多

肽类毒素中 。 CK多肽结构非常稳定 ，生物活性多样 ，

因此可以作为药物先导化合物或分子模型 ，在蛋白质

工程以及新药研究等方面具有较大的利用价值 。
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可避免药物在胃肠道中局部浓度过高 ，减少副作用 ，

并且溶解特性可再现［１１］
。因此 ，在设备不太复杂的

前提下 ，多选择开发 TSH缓释微丸／颗粒胶囊 。

　 　 TSH 缓释制剂通常会结合肠溶聚合物来控释
或调整释放 ，如包衣控释膜 、制备骨架缓释等 ，但仅

用肠溶聚合物有时又达不到要求的释放表现 ，而且

有可能会在小肠段引起药物的大量释放（这种释放

还呈现 pH依赖性） ，因此 ，如本文所述 ，在丸芯／片

芯和外包的衣膜上 ，可采用一种或几种控释聚合物

组合应用来达到更有效的控释 ，并通过高速搅拌制

粒 、离心造粒包衣 、流化床包衣 、多层压片等工艺方

法制备 。本文所述的不同处方和工艺方法提供了制

备 TSH 缓释制剂的不同思路和借鉴 ，但作为缓控

释制剂 ，释放表现会受较多因素影响 ，因此处方工艺

的重现性和实现大生产仍是一大挑战 。
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