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基于 DIC/Oxyma 的蜘蛛毒素多肽 GsMTx4 的高效合成及活性评价 

马艳楠†,a    刘雅妮†,a    王金艳 a    陈西同 a    尹  昊 a    迟巧娜 b  
贾世玺 b    杜姗姗 b,c    齐昀坤*,a,c    王克威 a,c 

(a青岛大学药学院  山东青岛 266073) 
(b青岛科技大学化工学院  山东青岛 266042) 

(c青岛大学创新药物研究院  山东青岛 266021) 

摘要  偶联试剂介导酰胺键形成, 在固相多肽合成中发挥关键作用. 新型 DIC (N,N-二异丙基碳二亚胺)/Oxyma (2-肟氰

乙酸乙酯)缩合体系具有廉价、操作安全、缩合效率高和抑制消旋等优势, 在手动和自动多肽合成中得到广泛应用. 但
是, DIC/Oxyma 缩合体系的理想反应比例和温和反应温度尚有待探索. Piezo 通道是一种多功能的机械敏感阳离子通道, 
与多种遗传性疾病相关, 蜘蛛毒素多肽 GsMTx4 是目前唯一的特异性靶向 Piezo 通道的抑制剂. 本研究探索了

DIC/Oxyma 缩合体系在温和条件下的最佳反应比例, 实现了线性 GsMTx4 的高效手动固相合成. 通过一次氧化折叠策

略构建三对二硫键, 得到活性的GsMTx4. 利用圆二色谱和膜片钳技术等评价GsMTx4的结构和活性. 本工作建立了基

于 DIC/Oxyma 缩合体系的快速、稳健和安全的合成方法, 为固相多肽合成特别是手动固相多肽合成提供了重要方法参

考. 
关键词  DIC; Oxyma; 固相多肽合成; 二硫键; 氧化折叠; GsMTx4; 多肽毒素 
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Abstract  Coupling reagents mediate the formation of amide bonds and play a key role in solid phase peptide synthesis. The 
novel N,N-diisopropylcarbodiimide (DIC)/ethyl cyanoglyoxylate-2-oxime (Oxyma) condensation system has the advantages of 
low cost, operational safety, higher coupling efficiency and lower rate of racemization. The DIC/Oxyma condensation system 
has been widely used in manual and automated synthesis of peptides. However, the ideal reaction ratio in DIC/Oxyma 
condensation system at mild reaction temperature remains to be further investigated. GsMTx4 is a cysteine rich peptide toxin 
identified from the venom of Grammostola spatulata spider, which consists of 34 amino acid residues and three pairs of 
disulfide bonds. GsMTx4 is the only inhibitor specifically targeting piezo channel, which is a multifunctional mechanically 
sensitive cation channel and associated with a variety of hereditary diseases. Herein, the synthetic efficiencies of different 
reaction ratios of DIC and Oxyma at moderate reaction temperature were systematically evaluated. The efficiency and 
robustness of DIC/Oxyma condensation system were validated by the rapid manual synthesis of linear GsMTx4. The one-step 
oxidative folding strategy was applied for the construction of three pairs of disulfide bridges, affording the active GsMTx4. 
The circular dichroism and patch-clamp electrophysiology tests were conducted to evaluate the structure and activity of 
synthetic GsMTx4. In summary, a fast, robust and safe synthetic method based on DIC/Oxyma is established, which is 
particularly useful for the manual synthesis of peptides.  
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肽类分子在疾病治疗、生物成像和诊断等领域得到

广泛应用, 全球已经有 70 多个多肽药物相继上市[1]. 基
于 Fmoc 的固相多肽合成(solid phase peptide synthesis, 
SPPS)是制备多肽类分子的常用方法[2]. 偶联试剂介导

一个氨基酸的羧酸和另一个氨基酸的氨基形成酰胺键, 
在SPPS过程中发挥关键作用[1a,3]. 为了减少传统偶联试

剂引起的外消旋化等副反应, 化学家开发了一系列外消

旋抑制剂, 如广泛使用的 1-羟基-7-氮杂苯并三氮唑

(HOAt)和 1-羟基苯并三唑(HOBt)(图 1)[1a,4]. 基于 HOBt
结构的消旋抑制剂在使用过程中存在着潜在的爆炸风

险, 已被多个国家禁用[3c,5]. 2-肟氰乙酸乙酯(Oxyma)是
一种新型的外消旋抑制剂 , 可以抑制碳二亚胺法(如
N,N-二异丙基碳二亚胺, DIC)形成肽键过程中的外消旋

化(图 2)[6]. 相比于传统的 HOBt 和 HOAt 等外消旋抑制

剂, Oxyma 具有廉价、安全、缩合效率高、兼容手动和

微波固相多肽合成等优势[7]. 基于DIC/Oxyma的缩合体

系已被广泛用于蛋白探针、多泛素链和利拉鲁肽等的合

成[7-8]. 
Piezo 通道是一个多功能的机械敏感的阳离子通道, 

在痛觉、触觉、血压调节、听觉等过程中发挥重要作 
用[9]. Piezo 通道的突变与多种涉及机械传导的遗传性疾

病有关, 是一个非常重要的潜在药物治疗靶点[10]. 2000
年, Frederick 等[11]从 Grammostola spatulata 蜘蛛的毒液

中分离出了一种毒素多肽 GsMTx4. GsMTx4 是一种富

含半胱氨酸的多肽, 由34个氨基酸残基组成, 包含三对

二硫键(图 3). 作为目前唯一特异性靶向 Piezo 通道的抑

制剂, GsMTx4是研究Piezo通道生理结构机制以及进行

合理药物设计等的重要分子工具[12]. 
GsMTx4 的自然丰度较低, 传统的蛋白质重组表达

等方法难以获取足量的目标多肽, 化学方法是获取足量

GsMTx4 的有效途径. 李宜明课题组将 GsMTx4 分为两

个肽片段: GsMTx4[Arg1-Lys16]-NHNH2 和 GsMTx4- 
[Cys17-Phe34]-NH2, 综合使用微波固相合成仪和基于

DIC/Oxyma 的缩合体系合成两个多肽片段, 通过基于

酰肼的自然化学连接技术得到全长的多肽片段[13], 通
过一次氧化折叠策略得到天然的 GsMTx4[12a]. 但是, 微
波固相合成仪价格较昂贵, 自然化学连接方法操作较复

杂, 89 ℃的固相多肽反应温度对仪器和实验人员等不

友好. 
本研究探索了 DIC/Oxyma 缩合体系在温和条件下

的最佳反应比例, 建立了 GsMTx4 的高效、稳健化学合

成方法和体外复性折叠策略, 实现了 GsMTx4 的高效制

备(图 4). 首先, 利用 6-氯苯并三氮唑-1,1,3,3-四甲基脲 

 

图 1  HOAt, HOBt, DIC 和 Oxyma 的结构式 
Figure 1  Structures of HOAt, HOBt, DIC and Oxyma 

 

图 2  DIC/Oxyma 缩合体系的反应机理 
Figure 2  Reaction mechanism of DIC/Oxyma condensation 
system 

 

图 3  蜘蛛毒素 GsMTx4 的氨基酸序列 
Figure 3  Amino acid sequence of spider toxin GsMTx4 

六氟磷酸酯(HCTU)/N,N-二异丙基乙胺(DIEA)缩合体

系, 在常温条件下合成了线性肽 GsMTx4-1. 第二, 探
索 DIC/Oxyma 缩合体系在温和条件(50 ℃)的最佳反应

比例 , 实现线性 GsMTx4 的快速合成 , 制备 3 条

GsMTx4 线性肽. 第三, 通过一次氧化折叠策略对 4 条

线性 GsMTx4 进行体外复性折叠. 第四, 利用圆二色谱

(CD)以及膜片钳技术等评价复性后 GsMTx4 的结构和

活性. 

1  结果与讨论 

1.1  线性多肽的合成和分离纯化 

前人使用 DIC/Oxyma 缩合体系的反应温度高于

70 ℃, 对反应仪器的要求较高, 较高的反应温度也可 
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图 4  GsMTx4 的固相合成及复性折叠 

Figure 4  Solid phase peptide synthesis and oxidative folding of 
GsMTx4 

能导致烫伤操作者[7-8,14]. 胡宏岗课题组[8a]在 50 ℃下, 
联合使用 DIC/Oxyma 缩合体系和微波固相合成仪, 实
现了泛素多肽片段的快速合成. 然而, 微波合成仪(如
CEM Liberty Blue)高昂的价格限制了该方法的广泛使

用. 此外, DIC/Oxyma 反应体系通常使用等物质的量的

DIC和Oxyma. 综上, 探索DIC/Oxyma体系在温和条件

下(例如: 50 ℃)的最佳反应比例 , 将极大促进 DIC/ 
Oxyma 在固相多肽合成特别是手动固相多肽合成中的

应用. 本研究合成了 4 条 GsMTx4 线性肽: (1)使用传统

的 HCTU/DIEA 缩合体系, 在 28 ℃条件下手动合成

GsMTx4-1; (2)使用DIC/Oxyma缩合体系, 在 50 ℃条件

下手动合成 GsMTx4-2、GsMTx4-3 和 GsMTx4-4 (表 1).  

1.1.1  常温法合成 GsMTx4-1 
在 28 ℃条件下, 使用 Rink Amide AM 树脂(1 

equiv.), 利用 HCTU/DIEA 缩合体系[15], 手动合成蜘蛛

毒素 GsMTx4-1. 反应比例为 n(Fmoc- 氨基酸 ) ∶
n(HCTU)∶n(DIEA)＝4∶3.8∶8, 单次缩合反应 60 min. 
对于一些较难连接的疏水性氨基酸、空间位阻较大的氨

基酸, 使用两次缩合方法, 第一次反应 40 min, 第二次

反应 60 min. 通过分析型RP-HPLC和ESI-MS确认多肽

的纯度和分子量的正确性. 使用 HCTU/DIEA 缩合体系

得到 6 个 Cys 侧链巯基均裸露的线性肽 GsMTx4-1, 色
谱纯度为 51%, 分离收率为 18%(图 5A). 
1.1.2  高温法合成 GsMTx4-2, GsMTx4-3 和 GsMTx- 
4-4 

在 50 ℃条件下, 使用 Rink Amide AM 树脂(0.05 
mmol, 1 equiv.), 利用 DIC/Oxyma 缩合体系, 手动合成

线性 GsMTx4. 第一次缩合反应 10 min, 第二次根据氨

基酸连接的难易程度反应 15～30 min. 使用 n(Fmoc-氨
基酸)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶8∶4, 制备得到线性肽

GsMTx4-2(色谱纯度为 46%, 分离收率为 16%). 使用

n(Fmoc-氨基酸)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶12∶4, 制备

得到线性肽 GsMTx4-3(色谱纯度为 41%, 分离收率为

14%). 使用 n(Fmoc-氨基酸)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶
4∶8, 得到线性肽 GsMTx4-4(色谱纯度为 37%, 分离收

率为 12%). 
与常规 HCTU/DIEA 缩合体系相比, n(Fmoc-氨基

酸)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶8∶4 的反应速率提高了

一倍以上, 一个线性肽合成周期所需时间约为 HCTU/ 
DIEA 缩合体系的 40%. 基于 DIC/Oxyma 缩合体系得到

线性 GsMTx4 的色谱纯度和分离收率, 与 HCTU/DIEA
缩合体系没有明显差别(表 1 和图 5). 增大 DIC 或

Oxyma 的反应比例, 反应效率、色谱纯度和分离收率等

没有明显提高. 此外, 增加 DIC 或 Oxyma 的反应比例, 
没有监测到明显的消旋产物, 说明 DIC/Oxyma 缩合体

系的稳健性. 综合考虑制备成本、合成效率和分离收率 

表 1  线性 GsMTx4 的合成策略、高效液相色谱纯度及产量 
Table 1  Synthetic strategy, HPLC (high performance liquid chromatography) purity and isolated yield of linear GsMTx4 

GCLEFWWKCNPNDDKCCRPKLKCSKLFKLCNFSF
SH

SH

SH

SH SHSH
H NH2

  

Linear peptide Reaction molar ratio Reaction temperature/℃ HPLC purity/% Isolated yield/% Yield/mg 
GsMTx4-1 n(Aa)∶n(HCTU)∶n(DIEA)＝4∶3.8∶8 28 51 18 37 
GsMTx4-2 n(Aa)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶8∶4 50 46 16 33 
GsMTx4-3 n(Aa)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶12∶4 50 41 14 29 
GsMTx4-4 n(Aa)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶4∶8 50 37 12 25 
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图 5  (A) GsMTx4-1, (B) GsMTx4-2, (C) GsMTx4-3 和(D) GsMTx4-4 的分析型 RP-HPLC 色谱图和 ESI-MS 质谱图 
Figure 5  Analytical RP-HPLC and ESI-MS spectra of crude peptides and purified peptides of (A) GsMTx4-1, (B) GsMTx4-2, (C) 
GsMTx4-3 and (D) GsMTx4-4   
RP-HPLC conditions: a linear gradient of 5%～60% buffer B [0.08%～0.1% TFA (trifluoroacetic acid) in CH3CN] in buffer A (0.1% TFA in water) over 
30 min (5% for 2 min, then 5%～60% for 30 min) on a Vydac C18 column, λ＝214 nm 

等, n(Fmoc-氨基酸)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶8∶4 条

件为 50 ℃下手动多肽合成的理想反应比例, 已成为齐

昀坤课题组合成多肽使用最广泛的方法, 实现了蜈蚣毒

素多肽 RhTx 和蝎子毒素多肽 WaTx 等的全合成. 与前

人使用的 DIC/Oxyma 缩合体系相比[7-8], 本文发展的方

法仅需使用常规的气浴恒温摇床, 不依赖微波固相合成

仪等专门的多肽合成仪器, 且反应条件更加温和. 

1.2  GsMTx4 的氧化折叠 

线性肽 GsMTx4-1、GsMTx4-2、GsMTx4-3 和

GsMTx4-4 均通过一次氧化折叠策略进行复性折叠[12a], 
得到目标多肽 GsMTx4(图 6). GsMTx4-1 复性折叠的色

谱纯度为51%, 分离收率为28%. GsMTx4-2复性折叠的

色谱纯度为45%, 分离收率为24%. GsMTx4-3复性折叠

的色谱纯度为46%, 分离收率为25%. GsMTx4-4复性折

叠的色谱纯度为 45%, 分离收率为 25%. 四条线性

GsMTx4 复性的色谱纯度 (45%～ 51%)和分离收率 
(24%～28%)没有显著差异(表 2). 

1.3  GsMTx4 的质谱和圆二色谱分析 

RP-HPLC 和 ESI-MS 监测表明, 复性操作得到

GsMTx4 (GsMTx4-5, GsMTx4-6, GsMTx4-7 和

GsMTx4-8)的色谱纯度均达到 95%以上, 一次复性折叠

可以得到 7 mg 以上的目标蛋白. GsMTx4-5, GsMTx4-6, 
GsMTx4-7, GsMTx4-8 和 GsMTx4 标准品(缩写为

GsMTx4-9)共进样, RP-HPLC 只有一个吸收峰, 色谱纯

度高于 93%(图 7A). 高分辨 ESI-MS 确认复性折叠后

GsMTx4 的分子量正确(图 7A). 圆二色谱表明, 线性

GsMTx4-1 的 CD 谱图与复性纯化后 GsMTx4 的 CD 谱

图有明显差别, 说明二硫键对于 GsMTx4 的结构是必不

可少的(图 7B). 通过不同合成方法得到的 GsMTx4-5、
GsMTx4-6、GsMTx4-7 和 GsMTx4-8 的 CD 谱图与

GsMTx4-9 的 CD 谱图基本一致. 此外, 本工作制备

GsMTx4 的 CD 谱图与前人制备 GsMTx4 的 CD 谱图趋

势一致[12a]. RP-HPLC 和圆二色谱等数据表明, 通过一 

  



   
有机化学 研究论文  

 
502      http://sioc-journal.cn/ © 2022 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS Chin. J. Org. Chem. 2022, 42, 498～506 

 

图 6  (A) GsMTx4-1、(B) GsMTx4-2、(C) GsMTx4-3 和(D) GsMTx4-4 的一次氧化折叠 RP-HPLC 色谱图和 ESI-MS 质谱图 
Figure 6  Analytical RP-HPLC and ESI-MS spectra of one-step oxidative folding process of peptides of (A) GsMTx4-1, (B) GsMTx4-2, 
(C) GsMTx4-3, and (D) GsMTx4-4 
(A) (a)～(b) The RP-HPLC spectra of the folding solution for GsMTx4-1 at 0 min and 12 h, (c) The RP-HPLC and ESI-MS spectra of purified GsMTx4-5. 
(B) (d)～(e) The RP-HPLC spectra of the folding solution for GsMTx4-2 at 0 min and 12 h, (f) The RP-HPLC and ESI-MS spectra of purified GsMTx4-6. 
(C) (g)～(h) The RP-HPLC spectra of the folding solution for GsMTx4-3 at 0 min and 12 h, (i) The RP-HPLC and ESI-MS spectra of purified GsMTx4-7. 
(D) (j)～(k) The RP-HPLC spectra of the folding solution for GsMTx4-4 at 0 min and 12 h, (l) The RP-HPLC and ESI-MS spectra of purified GsMTx4-8. 
RP-HPLC conditions: a linear gradient of 5%～60% buffer B in buffer A over 30 min (5% for 2 min, then 5%～60% for 30 min) on a Vydac C18 column, 
λ＝214 nm 

 
表 2  GsMTx4 一次氧化折叠的色谱纯度、分离收率及 ESI-MS 数据 

Table 2  HPLC purity, isolated yield and ESI-MS data of one-step oxidative folding strategy for GsMTx4 

Linear peptide Folding product HPLC purity/% Isolated yield/% Yield/mg Calculated mass Observed mass 
GsMTx4-1 GsMTx4-5 51 28 8.4 4095.90 4094.93 
GsMTx4-2 GsMTx4-6 45 24 7.2 4095.90 4094.93 
GsMTx4-3 GsMTx4-7 46 25 7.5 4095.90 4095.32 
GsMTx4-4 GsMTx4-8 45 25 7.5 4095.90 4094.94 
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图 7  (A) GsMTx4-5, GsMTx4-6, GsMTx4-7, GsMTx4-8 和 GsMTx4-9 共进样的分析型 RP-HPLC 色谱图和高分辨 ESI-MS 质谱图、

(B) GsMTx4-1, GsMTx4-5, GsMTx4-6, GsMTx4-7, GsMTx4-8 和 GsMTx4-9 的圆二色谱图 
Figure 7  (A) Analytical RP-HPLC and high resolution ESI-MS spectra of GsMTx4-5, GsMTx4-6, GsMTx4-7, GsMTx4-8 and 
GsMTx4-9 co-injections, and (B) circular dichroism spectra of GsMTx4-1, GsMTx4-5, GsMTx4-6, GsMTx4-7, GsMTx4-8 and 
GsMTx4-9  
The high resolution ESI-MS spectrum gave an observed mass of 4095.7427 (calculated 4095.9020, average isotopes). RP-HPLC conditions: a linear gra-
dient of 5%～60% buffer B in buffer A over 30 min (5% for 2 min, then 5%～60% for 30 min) on a Vydac C18 column, λ＝214 nm 

次氧化折叠可以正确构建三对二硫键, 本工作制备的

GsMTx4 具有正确的二级结构. 

1.4  GsMTx4 的活性测定 

为了评价不同方法合成 GsMTx4 对 Piezo1 通道的

抑制作用 , 采用全细胞膜片钳技术对 GsMTx4-1, 
GsMTx4-5, GsMTx4-6, GsMTx4-7, GsMTx4-8 和

GsMTx4-9 进行活性测定. 线性肽 GsMTx4-1 作为阴性

对照, 商业化的 GsMTx4-9 作为阳性对照. 结果表明, 
线性肽GsMTx4-1 (10 μmol/L)对Piezo1通道电流无明显

抑制作用, 说明二硫键对于维持 GsMTx4 的活性是必须

的. GsMTx4-5, GsMTx4-6, GsMTx4-7和GsMTx4-8均能

抑制约 60%的 Piezo1 通道电流, 抑制率无统计学差异 
(图 8). 此外, 本工作合成的 GsMTx4 和 GsMTx4-9 对

Piezo1 通道的抑制活性没有统计学差异. 综上, 膜片钳

活性测试说明, 通过不同方法合成的 GsMTx4 均能抑制

Piezo1 通道, 且活性没有统计学差异. 

2  结论 

以蜘蛛毒素多肽 GsMTx4 为模型, 探索了 DIC/ 
Oxyma 缩合体系在温和条件下的最佳反应比例. 与常

规 HCTU/DIEA 缩合体系相比 , n(Fmoc-氨基酸 )∶
n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶8∶4 的反应速率提高一倍以

上, 一个线性肽合成周期所需时间约为 HCTU/DIEA 缩

合体系的 40%. 此外, 使用过量的 DIC 或 Oxyma, 没有

监测到明显的消旋等副反应, 说明 DIC/Oxyma 缩合体

系的稳健性. 综合考虑制备成本、合成效率和分离收率

等, n(Fmoc-氨基酸)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶8∶4 条

件为 50 ℃下手动多肽合成的理想反应比例. 
RP-HPLC, ESI-MS 和 CD 以及膜片钳等实验表明, 

本文制备的GsMTx4 与商业化的GsMTx4-9 在二级结构

和活性上没有显著差异. 二硫键的断裂会导致 GsMTx4
结构的改变以及活性显著降低, 说明二硫键对于维持

GsMTx4 的结构和活性等发挥至关重要的作用. 综上, 
本文建立了基于 DIC/Oxyma 缩合体系的快速、稳健、

安全合成方法, 证明 DIC/Oxyma 缩合体系作为一种高

效的缩合系统, 能够较为成功地应用于长肽的固相合成

中, 为固相多肽合成特别是手动固相多肽合成提供了重

要方法参考. 此外, 本文建立了 GsMTx4 的快速合成及

复性折叠方法, 为研究 Piezo 等机械敏感通道提供关键

分子工具. 

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

岛津 LC-20AT 分析型和半制备型反相高效液相色

谱; Thermo Scientific LTQ Orbitrap XL 组合式高分辨液

质联用仪; 佳司科(上海)贸易有限公司 J-815 圆二色谱

仪; 培英THZ-B型气浴恒温振荡器; 青岛永合创信冷冻

干燥机; 巩义市予华仪器有限责任公司 SHZ-D 循环水

式真空泵; 昆山市超声仪器有限公司 KQ5200 DA 型数

控超声波清洗器; 北京京立 LD5-2A 型低速离心机; 美
国 Thermo 公司细胞培养箱; 德国 HEKA 公司 EPC-10
膜片钳放大器和数据采集软件 Patch Master; 美国 Sutter
公司 P-97 水平拉制仪; 德国 Physik 公司压电伺服控制

器; 美国 ALA 公司重力给药系统. 
Rink Amide AM树脂购于天津南开合成科技有限公

司; Fmoc 保护的氨基酸、6-氯苯并三氮唑-1,1,3,3-四甲基

脲六氟磷酸酯(HCTU)购于吉尔生化(上海)有限公司; 
DIC 购于毕得医药; Oxyma、苯酚、三氟乙酸(TFA)、还 
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图 8  多肽 GsMTx4-5、GsMTx4-6、GsMTx4-7、GsMTx4-8、GsMTx4-9 和 GsMTx4-1 对 Piezo1 通道的抑制作用 
Figure 8  Inhibitory effect of peptides GsMTx4-5, GsMTx4-6, GsMTx4-7, GsMTx4-8, GsMTx4-9 and GsMTx4-1 on Piezo1 channel 
(A)～(F) The typical current traces (Left) and time courses (Right) of Piezo1 currents inhibited by GsMTx4-9, GsMTx4-5, GsMTx4-6, GsMTx4-7, 
GsMTx4-8 and GsMTx4-1. (G) The normalized inhibition rate of Piezo1 currents by GsMTx4-5, GsMTx4-6, GsMTx4-7, GsMTx4-8, GsMTx4-9 and 
GsMTx4-1. n＝4～6, each data point is represented as mean±SEM, ***p＜0.001 (compared with the GsMTx4-1 group), ns: no significance 

原型谷胱甘肽、氧化型谷胱甘肽、Tris、1,2-乙二硫醇、

苯甲硫醚、茚三酮购于上海泰坦科技有限公司; N,N-二
甲基甲酰胺(DMF)、二氯甲烷(DCM)、乙醇购于国药集

团化学试剂有限公司; HPLC 色谱级乙腈购于美国 J.T. 
Baker 公司; HPLC 色谱级三氟乙酸购于阿拉丁; PBS、青
霉素、四环素、胰蛋白酶等购于美国 Sigma 公司. 

3.2  固相多肽合成 

3.2.1  基于HCTU/DIEA体系的线性GsMTx4的合成及

分离纯化 
基于 HCTU/DIEA 体系的反应温度为 28 ℃, 树脂

活化、固相缩合以及 Fmoc 脱保护、切肽等过程均在气

浴振荡器(28 ℃)中进行. 称取 170 mg 的 Rink Amide 
AM 树脂(取代度: 0.32 mmol/g, 0.05 mmol, 1 equiv.), 使
用 DMF 和 DCM 交替清洗, 然后用 8 mL 的 DMF/DCM
混合溶液(V∶V＝1∶1)在 28 ℃下浸泡树脂 3 h. 脱除

Fmoc 的反应时间为第一次反应 5 min, 第二次反应 10 
min. 固相缩合的反应比例为 n(Fmoc- 氨基酸 ) ∶
n(HCTU)∶n(DIEA)＝4∶3.8∶8, 单次缩合反应时间为

60 min. 对于一些较难连接的疏水性氨基酸、空间位阻

较大的氨基酸, 如 Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)- 
OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH、最后 15 个氨基酸等, 使用两次

缩合方法, 第一次反应 40 min、第二次反应 60 min. 
GsMTx4 分子中含有三对二硫键, 在合成的过程中 Cys
的偶联均使用 Fmoc-Cys(Trt)-OH. 

完成所有氨基酸的缩合以后, 进行切肽操作. 使用

的切肽试剂为 V(三氟乙酸)∶V(苯酚)∶V(水)∶V(苯甲

硫醚)∶V(乙二硫醇)＝82.5∶5∶5∶5∶2.5, 反应时间

为 2.5 h. 收集切肽溶液, 使用高纯氮鼓泡浓缩. 然后用

提前预冷的无水乙醚沉淀多肽, 通过离心机离心得到粗

肽沉淀, 再用预冷的无水乙醚反复清洗粗肽两次. 得到

的粗肽固体用乙腈/水混合溶剂(含有 0.1% TFA)溶解, 
通过半制备型 RP-HPLC 分离纯化, 得到纯的线性肽

GsMTx4-1. 通过分析型 RP-HPLC 和 ESI-MS 检测

GsMTx4-1 的纯度和分子量. GsMTx4-1 的理论分子量为

4101.95, 计算分子量为 4101.05. 固体多肽放置在－

20 ℃冰箱内密封冻存, 备用. 
3.2.2  基于 DIC/Oxyma 体系的线性 GsMTx4 的合成及

分离纯化 
基于 DIC/Oxyma 体系的反应温度为 50 ℃, 树脂活

化、固相缩合以及 Fmoc 脱保护等过程均在气浴振荡器

(50 ℃)中进行. 称取 170 mg 的 Rink Amide AM 树脂(取
代度: 0.32 mmol/g, 0.05 mmol, 1 equiv.), 树脂活化过程
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与 HCTU/DIEA 体系相同 . 固相缩合的反应比例为

n(Fmoc- 氨基酸 ) ∶ n(DIC) ∶ n(Oxyma) ＝ 4 ∶ 8 ∶ 4, 
n(Fmoc-氨基酸 )∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶12∶4 或

n(Fmoc-氨基酸)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶4∶8. 采用

两次缩合方法: 第一次缩合反应 10 min, 第二次根据氨

基酸连接的难易程度反应 15～30 min. 脱除 Fmoc 的反

应时间为第一次反应 3 min, 第二次反应 6 min. 在合成

过程中, Fmoc-Arg(Pbf)-OH 不能在高温的条件下进行缩

合, 使用 n(Fmoc-Arg(Pbf)-OH)∶n(HCTU)∶n(DIEA)＝
4∶3.7∶8的缩合体系, 在28 ℃恒温振荡的条件下缩合

反应两次, 第一次反应 40 min、第二次反应 60 min. 
完成所有氨基酸的缩合以后, 按照 HCTU/DIEA 体

系相同的操作, 进行切肽和分离纯化等操作. 通过分析

型RP-HPLC和ESI-MS检测线性肽的纯度和分子量. 使
用n(Fmoc-氨基酸)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶8∶4条件, 
制备得到线性肽 GsMTx4-2(色谱纯度为 46%, 分离收率

为 16%). GsMTx4-2 的理论分子量为 4101.95, 测定分子

量 为 4100.99. 使 用 n(Fmoc- 氨 基 酸 ) ∶ n(DIC) ∶
n(Oxyma)＝4∶12∶4, 制备得到线性肽GsMTx4-3(色谱

纯度为 41%, 分离收率为 14%). GsMTx4-3 的理论分子

量为 4101.95, 测定分子量为 4101.19. 使用 n(Fmoc-氨
基酸)∶n(DIC)∶n(Oxyma)＝4∶4∶8, 制备得到线性肽

GsMTx4-4( 色 谱 纯 度为 37%, 分离 收 率 为 12%). 
GsMTx4-3 的理论分子量为 4101.95, 测定分子量为

4101.00. 

3.3  GsMTx4 的氧化折叠 

采用一次氧化折叠策略对线性肽 GsMTx4-1, 
GsMTx4-2, GsMTx4-3 和 GsMTx4-4 进行复性折叠. 称
取线性肽 GsMTx4-1 (30 mg, 7.3 μmol)进行一步氧化折

叠. 复性体系为 0.1 mol/L Tris 缓冲溶液(pH＝7.8)、
GsMTx4-1 (10 μmol/L)、还原型谷胱甘肽 (GSH, 1 
mmol/L)和氧化型谷胱甘肽 (GSSG, 0.1 mmol/L). 在
25 ℃恒温振荡条件下进行复性折叠 , 使用分析型

RP-HPLC 和 ESI-MS 对复性过程进行监测, 12 h 内复性

折叠完成. 复性完成后, 在搅拌下逐滴加入 TFA, 调节

pH 至大约 3, 冷冻干燥, 得到粗肽固体. 使用水(含有

0.1% TFA)溶解粗肽固体, 使用半制备型 RP-HPLC 进行

分离纯化, 冷冻干燥得到纯的 GsMTx4. 通过一次氧化

折叠, 得到 GsMTx4-5 (8.4 mg, 2.1 μmol). 采用同样的

方法, GsMTx4-2 通过氧化折叠得到 GsMTx4-6 (7.2 mg, 
1.8 μmol), GsMTx4-3 通过氧化折叠得到 GsMTx4-7 (7.5 
mg, 1.8 μmol), GsMTx4-4 通过氧化折叠得到 GsMTx4-8 
(7.5 mg, 1.8 μmol). 在复性过程中, 我们发现通过上述

pH 调节-冷冻干燥-色谱分离纯化操作得到 GsMTx4 的

分离收率要高于直接进行色谱分离纯化得到 GsMTx4

的分离收率.  

3.4  圆二色谱测试 

圆二色谱使用的仪器是 J-815 CD 光谱仪. 多肽

(GsMTx4-1, GsMTx4-5, GsMTx4-6, GsMTx4-7, GsMTx- 
4-8和GsMTx4-9)分别溶解于dd H2O中, 肽的浓度为0.5 
mg/mL. 使用 1 mm 路径长度的石英比色皿, 扫描带宽

为1 nm, 扫描速度为100 nm/min, 扫描波长为260～195 
nm, 每条肽的 CD 光谱测量三次并取平均值. 

3.5  活性测试  

细胞培养. HEK293 细胞于 37 ℃, 5% CO2浓度的培

养箱 (Thermo, USA)中培养 . 培养基为 DMEM (dul-
becco’s modified eagle medium)＋10% FBS (fatal bovine 
serum). 待细胞密度达到 90%融合度时 , 0.05%胰酶

(Sigma, USA)消化 , 细胞悬液接种于 8 mm 玻片

(Warnner, USA)上, 培养过夜后使用 lipofectamine 2000 
(Invitrogen, USA)瞬时转染人源 Piezo1 质粒, 转染 24 h
后用于膜片钳实验. 

Mechano-clamp 电生理实验 . 膜片钳放大器采用

EPC-10 (HEKA, Germany), 数 据 采 集 软 件 使 用

PatchMaster (HEKA, Germany). 记录电极采用水平拉制

仪(P-97, Sutter instrument, USA)多步程序拉制而成, 充
灌内液后电阻 2～4 MΩ. 细胞外液 (mmol/L): 137 
mmol/L NaCl, 4 mmol/L KCl, 1.8 mmol/L CaCl2, 1 
mmol/L MgCl2, 10 mmol/L HEPES, 10 mmol/L Glucose, 
NaOH 调节 pH 至 7.3. 电极内液: 65 mmol/L CsCl, 75 
mmol/L CsF, 2 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L HEPES, 5 
mmol/L EGTA, CsOH调节pH至7.3. 膜片钳记录使用全

细胞吸破的记录方式, 细胞钳制于－60 mV, 机械针刺

激诱发电流.  
机械刺激针的制备. 记录电极拉制完成后进行高温

抛光封口操作, 使其尖端圆钝且光滑, 直径约为 3～4 
μm. 机械刺激针安装于压电伺服控制器(Physik Instru-
ment, Germany)终端, 并与水平面呈 70°角. 压电伺服控

制器可将电压命令转化为机械移动(3 μm/mV), 刺激细

胞产生形变, 通过记录电极记录机械敏感性电流. 显示

器实时观测机械刺激针相对细胞的位移情况. 实验时先

将机械刺激针放置在距离细胞约 1～2 μm 的位置, 当探

针尖端位移 2～3 μm 时, 可观察到细胞产生形变, 位移

4～5 μm 时可记录到电流, 选择 6 μm 时位移作为最终

刺激位移. 探针位移程序如下: 机械刺激探针从 0 μm
以爬坡的形式向下移动至 6 μm 后再以爬坡的形式向上

移动恢复至 0 μm, 爬坡速度为 0.5 μm/ms, 刺激持续时

间为 600 ms, 每次刺激间隔为 30 s. 电流稳定后通过重

力给药系统(ALA Instrument, USA)给予药物, 观察药物

对机械敏感电流的作用.  
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