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Из этанольного экстракта морской анемоны Heteractis crispa выделен новый нейротоксин RTX-VI,
модулирующий потенциал-зависимые натриевые каналы (NaV). Его аминокислотная последова-
тельность была установлена комбинацией методов секвенирования по Эдману и тандемной масс-
спектрометрии. RTX-VI является необычным природным аналогом описанного ранее анемоноток-
сина RTX-III. Молекула RTX-VI состоит из двух дисульфидсвязанных пептидных цепей и лишена
аминокислотного остатка Arg13, важного для селективности и сродства нейротоксинов к NaV кана-
лам. Электрофизиологический скрининг на подтипах NaV показал избирательное взаимодействие
RTX-VI с натриевыми каналами центральной нервной системы (NaV1.2, NaV1.6) и каналами насеко-
мых (BgNaV1, VdNaV1).
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Поиск соединений, способных высокоспеци-
фично взаимодействовать с ионными каналами
и/или ионотропными рецепторами, является ак-
туальной задачей современной биоорганической
химии, нейрофизиологии, токсинологии и био-
медицины. В силу огромного структурного раз-
нообразия и уникальных свойств, нейротоксины
природных ядов играют центральную роль в изу-
чении функций различных рецепторных систем
сигнальных и проводящих путей организма и
представляют интерес в качестве основы для ди-
зайна новых лекарственных препаратов [1].

Морские анемоны (тип кишечнополостные)
продуцируют широкий спектр нейротоксинов,
модулирующих потенциал-зависимые калиевые
и натриевые каналы (КV и NaV) [2, 3], протон-ак-
тивируемые каналы (ASICs) [4], Са2+-зависимые
калиевые каналы (BK и SK) [5], катион неселек-
тивные каналы TRPV1 [6] и TRPA1 [7].

Модуляторы NaV каналов – это наиболее изу-
ченная на сегодняшний день группа анемоноток-

синов отчасти потому, что они являются основ-
ными компонентами яда этих животных [3]. Ток-
сины данной группы, связываясь с сайтом 3
(потенциал-чувствительный домен IV) NaV кана-
лов, способны замедлять их быструю инактива-
цию [1]. Эти пептиды, имеющие молекулярную
массу около 5 кДа, классифицируются на основе
гомологии их аминокислотных последовательно-
стей и объединяются в четыре структурных типа
[3]. Электрофизиологические исследования ток-
синов ShI и Rp-I – Rp-IV [8, 9] позволили устано-
вить общий механизм действия этих пептидов на
каналы NaV, но не их фармакологический про-
филь. При этом детальной электрофизиологиче-
ской характеристики ни для одного из изученных
токсинов не приводилось до настоящего момен-
та.

В данной работе мы сообщаем об изучении но-
вого нейротоксина RTX-VI из тропической мор-
ской анемоны Heteractis crispa, описываем его
структурные особенности и функциональные
свойства.

Недавно нами было показано, что после разде-
ления 70% этанольного экстракта морской ане-
моны H. crispa на полихроме-1, в 20% этанольной
фракции, наряду с модуляторами ASIC каналов,
ингибиторами сериновых протеиназ Кунитц-ти-
па и α-амилаз, в значительном количестве при-
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сутствовали нейротоксины [4]. В результате по-
следующего разделения фракции с помощью ионо-
обменной хроматографии (Bio-Rex70, SP-Sephadex
C-25) и ОФ ВЭЖХ (Luna C18) (рис. 1а) был выде-
лен новый токсин второго структурного типа –
RTX-VI (5240.21 Да). Для определения его амино-
кислотной последовательности дисульфидные
связи RTX-VI были восстановлены дитиотреито-
лом, а остатки Cys алкилированы 4-винилпири-
дином. После разделения ОФ ВЭЖХ продуктов
алкилирования мы получили два пика с молеку-
лярными массами 1509.61 и 4368.05 Да (рис. 1б)
вместо одного пика алкилированного пептида с
расчетной молекулярной массой 5877.05 Да, соот-
ветствующей модификации шести остатков ци-
стеина. Последовательность пептида 1 была
определена на основе совокупности данных тан-
демного масс-спектра (MC/MC) однозарядного
молекулярного иона пептида 1 (1509.61 Да), со-
держащего пики ионов серий b и y (рис. 1в).

МС/МС спектр молекулярного иона полипрото-
нированного пептида 2 (4368.05 Да) не содержал
достаточного объема структурной информации.
Его аминокислотная последовательность (35 а.о.)
была определена деградацией по Эдману. Соглас-
но данным масс-спектрометрии, С-концевой
аминокислотный остаток RTX-VI был амидиро-
ван. Это согласуется с наличием пострансляци-
онной модификации (отщепление С-концевого
остатка глицина), обычно протекающей при со-
зревании данных токсинов [10].

Токсин RTX-VI оказался необычным природ-
ным аналогом ранее выделенного из H. crispa пеп-
тида RTX-III (δ-SHTX-Hcr1a, UniProt ID: P30832)
[11]. Молекула RTX-VI состоит из двух пептидных
цепей (12 и 35 а.о.), соединенных двумя дисуль-
фидными связями (С3-С43 и С5-С33, согласно
RTX-III); третья дисульфидная связь локализова-
на внутри аминокислотной цепи 2 (C26-C44).
Аминокислотная последовательность пептида

Рис. 1. ОФ ВЭЖХ токсина RTX-VI на колонке Luna C18 (10 × 250 мм) (а) и продуктов его алкилирования на колонке
Nucleosil C18 (4.6 × 250 мм) (б). Во вставках показаны ИЭР масс-спектры. (в) ИЭР-МС/МС спектр однозарядного мо-
лекулярного иона алкилированного пептида 1, 1GNCKCDDEGPYV12 (б, пик 1). Присутствие одной или двух этилпи-
ридиловых групп в составе пептида отмечено * или ** соответственно. Сверху показаны идентифицированные фраг-
менты аминокислотной последовательности.
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КАЛИНА и др.

RTX-VI идентична последовательности RTX-III,
за исключением отсутствия остатка Arg13 (рис. 2).

КД спектры пептидов RTX-III и RTX-VI прак-
тически идентичны. Около 40% пептидных цепей
токсинов находится в конформации β-складка и
примерно 20% представляет собой β-изгибы,
оставшаяся часть (~40%) – это неупорядоченная
структура. Полученные данные КД спектроско-
пии согласуются с описанием пространственных

структур гомологичных нейротоксинов (ApA,
ShI) – скрученный антипараллельный β-лист, со-
единенный тремя петлями, на вершине одной из
которых локализован Arg13 [12, 13].

По-видимому, новый токсин RTX-VI является
результатом посттрансляционной модификации
пептида RTX-III. Ранее сообщалось, что в яде па-
ука Cupiennius salei обнаружен двухцепочечный
пептид CSTX-13 со слабой нейротоксической ак-

Рис. 2. Аминокислотные последовательности нейротоксинов второго структурного типа из морской анемоны H. cris-
pa: RTX-I (UniProt ID: P30831), RTX-II (P30783), RTX-III (P30832), RTX-IV (P30784), RTX-V (P30785) и RTX-VI. Иден-
тичные и консервативные аминокислотные остатки показаны на темно- и светло-сером фоне соответственно.

Рис. 3. Эффект токсинов RTX-III (а) и RTX-VI (б) на токи NaV каналов млекопитающих (NaV1.1-1.6, NaV1.8) и насеко-
мых (BgNaV1, VdNaV1), экспрессированных в ооцитах лягушки X. laevis. Приведены суперпозиции трех последователь-
ных записей токов (интервал 5 с) через мембрану клетки, вызванных изменением мембранного потенциала, в услови-
ях контроля (черная линия) и в присутствии 10 мкМ токсина (серая линия), острый эксперимент. Na+-токи были вы-
званы деполяризацией мембраны ооцита в течение 100 мс с величины поддерживаемого потенциала – 90 мВ до Vmax
(в зависимости от подтипа NaV, величина мембранного потенциала составляла от – 10 до 15 мВ).
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тивностью, увеличивающий паралитическую ак-
тивность токсина CSTX-1 [14].

Электрофизиологический скрининг токсинов
RTX-III и RTX-VI на девяти подтипах NaV кана-
лов, экспрессированных в ооцитах лягушки Xeno-
pus laevis, показал, что отсутствие Arg13 в структу-
ре RTX-VI меняет его фармакологический про-
филь в отношении двух подтипов каналов
центральной нервной системы. В отличие от
RTX-III, модулирующего NaV1.3 канал, токсин
RTX-VI влияет на токи NaV1.2. В то же время ак-
тивность обоих пептидов в отношении семи дру-
гих подтипов NaV: каналов насекомых (BgNaV1,
VdNaV1), скелетной мускулатуры (NaV1.4), сер-
дечной мышцы (NaV1.5), центральной (NaV1.1,
NaV1.6) и периферической (NaV1.8) нервной си-
стемы млекопитающих, остается идентичной.
Мы полагаем, что Arg13 скорее вносит вклад в се-
лективность токсина по отношению к различным
подтипам NaV каналов, нежели играет решающую
роль во взаимодействии токсина с каналом [1].

Таким образом, впервые из морской анемоны
H. crispa выделен двухцепочечный нейротоксин,
RTX-VI. Проведено сравнительное исследование
действия RTX-VI и его ближайшего гомолога
RTX-III на токи семи подтипов NaV млекопитаю-
щих и два подтипа каналов насекомых. Благодаря
широкой специфичности анемонотоксинов
RTX-III и RTX-VI, они могут быть использованы
в качестве инсектицидов и молекулярных ин-
струментов исследования NaV каналов.
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КАЛИНА и др.

NEW SEA ANEMONE TOXIN RTX-VI SELECTIVELY 
MODULATES VOLTAGE-GATED SODIUM CHANNELS

R. S. Kalinaa,#, S. Peigneurb, I. N. Gladkikha, P. S. Dmitrenoka, N. Y. Kima, E. V. Leychenkoa,
M. M. Monastyrnayaa, J. Tytgat b, and E. P. Kozlovskayaa

a G.B. Elyakov Pacific Institute of Bioorganic Chemistry, FEB RAS, Vladivostok, Russian Federation
b Toxicology and Pharmacology, University of Leuven, Leuven, Belgium

#e-mail: kalinarimma@gmail.com
Presented by academician of the RAS V. A. Stonik

A new neurotoxin RTX-VI that modulates the voltage-gated sodium channels (NaV) was isolated from the
ethanolic extract of the sea anemone Heteractis crispa. Its amino acid sequence was determined by a combi-
nation of Edman degradation and tandem mass spectrometry. RTX-VI turned out to be an unusual natural
analogue of previously described sea anemone toxin RTX-III. The molecule of RTX-VI consists of two di-
sulfide-linked peptide chains and is devoid of Arg13, which is important for the selectivity and affinity of such
peptides for the NaV channels. Electrophysiological screening of RTV-VI on NaV channel subtypes showed
its selective interaction with the central nervous system (NaV1.2, NaV1.6) and insect (BgNaV1, VdNaV1) sodi-
um channels.

Keywords: sea anemone, Heteractis crispa, voltage-gated sodium channels, toxins, electrophysiology
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