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摘 要 : 通过对平颊海蛇毒腺
。

DN A 文库的随机测序和 代R 筛选
,

克隆得到两种分别长为 l ” 和 1 a37 饰

的编码半胧氨酸丰富毒蛋白 (
c y s t e i-ne ir ch

v e

~ 卿 et in
,

C RvP ) 的全长
c D N A 序列

.

这两种 m护基因同源性

为 97 %
,

分别编码 23 8 和 199 个氨基酸残基
,

其中包括一段相同的由 19 个氨基酸残基组成的信号肤
.

氨基

酸序列分析表明
,

这两种 CR钾蛋白与晰蝎 he fo ht e

耐
n e

毒素蛋白以及台湾饭铲倩 C R v P 毒蛋白高度同源
,

而且具有半耽氨酸丰富分泌蛋白 ( cy set i除 icr h

~
ot yr 帅沈 in

,

C sRI )P 家族的典型结构特征
.

关链词
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一

以

蛇毒富含酶
、

毒性蛋白和活性肤等多种活性

物质
,

长期 以来都是理论研究和药物开发的热

点〔’」
.

然而由于天然蛇毒的产量很低
,

严重限制

了对蛇毒的研究和开发
.

随着基因工程技术的不

断发展
,

利用重组 D NA 技术大量表达重组蛇毒

活性蛋白己经成为解决这一问题的有效途径
.

为

了进行重组表达
,

首先要得到编码活性蛋白的
c

ND A 序列
.

这方面的工作在陆地蛇上已广泛开

展
,

多种陆地毒蛇的蛇毒蛋白
c D N A 序列包括神

经毒素
、

心脏毒素
、

细胞毒素
、

磷脂酶 2A
、

纤

维蛋白酶
、

金属蛋白酶等先后被克隆图
.

而对海

蛇的研究则相对落后得多
,

目前只有少数几种海

蛇的神经毒素
、

磷脂酶 2A 的
c DNA 序列有文献

报道〔’
一 5了

.

本研究通过对平颊海蛇毒腺
。 DNA 文

库克隆的测序和 代R 筛选
,

首次克隆得到了两

种编码半胧氨酸丰富毒蛋白 (
c ys iet ne

一

ir ch v e

~
卿 iet n ,

C RvP ) 的全长 cD N A 序列
,

为下一步进

行重组表达以及结构与功能的研究奠定了基础
.

1 材料和方法

1
.

1 材 料

1
.

1
.

1 平 颇 海 蛇 (场d orr h i iane
,

及切 e o is

加
了d切 ic ik i G心少 ) 采自广西省北海市

.

1
.

1
.

2 质杜和菌株 质粒载体 ep D N 3A 购 自 玩
-

vi t和g e n
公司 ; 大肠杆菌受体菌 D lls

。
为本实验室

保存
.

1
.

1
.

3 试 剂盒 m丑N A uP 汕
c iat on 幻 t

、

iT me
-

s va
e

严
C n

M ynS 山es i s 苟t 和 D i ecr it o n al 。朋乡飞
r

(F刃 U刃 x
均为 A n l e sr l l an 1

hP

~
ia 公司产品

.

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 。 DNA 的合成及文库构建 平颊海蛇毒

囊总 R N A 的提取参考文 〔61 的一步快速热酚抽

提法进行 ; m R N A 的提取按 耐州 A uP ir if ca t io n 苟 t

说明书操作 ; 按 iT m杖弘v e

产
c

ND A枷 ht es is 幻 t 和

iD ecr it o n al cl o劝乡gn 毛刃 l lx议 说明书操作
.

1
.

2
.

2 克隆序列浏定 PE G 纯化法困提取质粒

D N A
.

以 叨 和 S肠 为测序引物
,

采用 BA 37I 7

DNA 3润 l l e n
ce

: DNA 自动序列仪
,

由大连宝生物

工程有限公司完成
.

1
.

2
.

3 代 R 筛选 代 R 扩增
、

基因克隆按常规

方法进行 6j[
.

1
.

2
.

4 序列分析和 同源检索 应用 D N A叹刃璐

5
.

1软件进行
.

2 结果与讨论

2
.

1 平颊海蛇毒腺
c DNA 文库的构建和 C R VP 毒

蛋白
C D N A 克隆的代R 筛选

所构建的平烦海蛇毒腺
c D NA 文库的克隆数

为 9
.

%
x l护

,

重组率大于 95 %
,

具有较高的质

量川
.

随机挑选 20 个克隆进行序列测定
,

所得
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核昔酸序列通过 ms t a分析
,

结果表明 27 4 号克 2
.

2 平颊海蛇 C RV P毒蛋白
e

ND A 的核普酸序列

隆
。 DNA 序列 ( 62 3 b p ) 与 ch agn 等2[] 报道的台 测定和分析

湾饭铲倩 ( T苗w an Hab u) CR V P 毒蛋白
C D N A 3

’

测序结果表明上述 4 个克隆所含序列有两

端具有较高的同源性
.

种
: 7

,

3 50 和 4 86 号克隆的序列是相同的
,

命名

根据 ep ND 3A 质粒载体克隆位点序 列 以及 为
c

叩;7 27 4 与 47 5 则 是 另 一 种
,

命 名 为

27 4号克隆 3
’

端的序列设计引物以扩增全长 的
。

叩47 5
,

两个基因长分别为 1 3 00 和 1 3m bP
,

e n , 基因
.

上游引物为 竹 p功 I议比o r p ir me :r 5
’

T A A 同源性 为 卯 %
.

核昔酸序列分析显示 (图 1 )
,

TA C GA C 飞A C T A TA 3
’

; 下 游引物 为
c

呷
一

呷47 5 和 。
叩 7 都具有完整的阅读框架

,

分别编

p ir me :r 5
’

G T T 代 C C T T
口

n认; C A T T C A T A A G 3
’ .

码 2 38 和 199 个氨基酸残基
.

它们的 3
,

非翻译区

对近 5 00 个克隆进行了 咒 R 筛选
,

结果得到了 4 都长达约 5印 b p
,

在 训卜A 序列上游有两个邻近

个扩增片段约为 I kb 的阳性克隆
,

编号分别为 7
,

的加尾信号序列 A A肋钟叭 (见图 l 序列中的下划

3 50
,

47 5
,

4 86
.

线部分 )
.

g t t a e g e t g g g g e t e a t t e a a aa e a a t a g a a A TG AT TGC CT TC AT TG TC TT GCT AA GT CTT G CT优 A GT GCT GC A人( AGCT T TCT弱 A ACT GT T GAT TT 兀 CT TCT G AGT C AA G 1 20

a a a g g a 一 一一一 一一
狙 称、

以

广了丫工
一 l, 一

味 l
一

沙 再下 }L一丐庵薰
“
刃

T v ” F “ 5 F 5 5 2 “

TM C A八AA AA GAT T ACC AA AC GG AG ATT G TTC AC AA GC AC AA TGC TT TA GA GA GATC AGT C AAA CC AA CT GC T A弱八八C AT GT TcA AAA TGAA八T揣AA TT CT CA TG CT GC TC AA AAT GC 2 40

一 一一一 一一 一一 一一 一一 一 -一

一 G一一一 一一 -一 一 - 一一 一一 -一 一一 一一一 一一 - 一一 - 一一 - 一 - 一一 一一 -一 一 - 一一 - 一 一 -一 一一一 - 一 - -一一 一一一 一 一 -一 一一 一一 一一 一一一 一一 一一 一一 一一 一一 一一 一
一 G一 一一 一一 一一 一一 - -一 -

一
入 K K D Y Q/ R R E 1 V D K H N A 1

.

R R 5 V K P T A R 、 M L Q M K 切 N S H / R A A Q N A 68

八A AAC GTT C GG CA GA TAGAT G TAC TT TTGC TC AC AG TCC AGM ( ATA CAAG AAC TG T端GAA AA TTC CG TT GT阴 TG M A ATA TATT C AT GTC AA GT CAA C CT官 TGC AT GG GA T弱筋T 3 6 0

K R 5 A D R C T F A H 5 P E H T R T V G K F R C G E N 1 F M 5 5 Q P F A W 5 G V 1 0 8

AG TTC A以 ; C TT GG TAT G ATGAA 八T CA AAA A TT T TG TC T ATG砚 AT TG GAG C AAGA C CA CC A揣 T TCT G TTA TT阴 CC ATT AT CA CC AG AT AGTT T“ TACAA A AG TC ACC T TCT TGG T TG 4 80

一一 -一 - -

一 A
- 一 - 一一一 -一 一 - -一 一 - - - 一一 - 一

一G一一 一 G一
- -一 一 - 一 - - - - 一 - - - -一 一 - - - - - - - - - - - - - - 一一 一一 - 一 - 一一 - 一 -一 一一一 -一 -一 -一 一 - 一一 - 一 - 一 - - 一 一一 - 一 - - - - - -一 -

一

V Q A/ D W Y D E I K 入 F / V V Y / D G 1 G A K P P G 5 V 1 G H Y T Q I V 切 Y K 5 H L L G C 14 8

T GC TT CT GC CAA八T GT TC TT CAA 〔 CAAA TCA CT CT CA GT TTG TC AA TACT 义 CC AGC AG GG从 C ATC AG AA G T TCM T TG CT AC TCC AT A TA八AT CA GC GC C A TCT TG TG G弱A CT GTC C 6 0 0

一一 一一 一一 一一 一一 一一 一一 一一 一一 一一一 一一 一 一一一 一一 一一 一一 一 -一 一 一一 - 一 一 - 一 - 一一 一一一 一一 - 一 一一 - 一 - 一一 一一 一一 一

一 C一一 一一 一一
一 一一一 一一 一一 一一 一一 一一一 一一 一一 一一 一一 一一一 一一 一一 一一 一一一 一 - 一 一 -一

一
A 5 A K C 5 5 T K Y L Y V C Q Y C P A G 卜 1 R 5 5 1 A T P Y K 5 G P 5 C G D C P 1 8 8

TT CAGC fT G TC TC AA CG GA TT ATGC A CAA A CT CT TGC G AAT AT G AA G ATG CC T ACA CG AA CT CC AA TG ATTT A GT GA AA GAAA叱AA ATGC C AGCA TGA AT GG AT CA AG TC AC八AT GC CC 7 20

-一 一一 一一 一一 一一 一一一 一 一一 一一 - 一 - 一一 一 - 一一 一一 一 - 一一 一

一 ^
一 一一 一一

一 {
一

一 A一一 TTT一 - 一 一一 一一 -

一 A一 C一 - 一

一C一 一一 A一一C丁一一 一一一A一 一一 - 一一 一一 一一一 一一 一一 一一 一

一 A一一 一 -一

一
5 A C V N G L C T N P C / * E Y E D A / TY /盯 / S N C N / K D / A L V K E/ KR / T K C Q/ K T E W 1 K S Q / K C P 2 2 8

TGC T ACT’T GC TT e T既 C CA AA T拟认 A TAA T AT AA
e e g a t e t e e e a t t e a g t a t t t g t t a t t t e t g e e a g

aaa
a t e e a aa t t e e t a t t

aaaa
t e a t g g e a t e t t t t a g t a t e a g e

aaa
t t e 8 4 0

A T C F C H N K 1 1 * 2 3 8

t : a e : t g a e a t t t ` a t : 、 e a t a t a e t t : g e a t g a g : : 中t : 弓t g aa t g e e aa a g : : aa a e a t a a

本
e a g a g t a e a : g e `、 g盼t ` aa a a e t g t a 昭 t : e

aaa
g g g e e a t a g: a a o aa t e 9 60

一 一一 一一一 一一 一一 一一 一一一 一 一一 一一一 一一 一一 一一 一一 一一 一一 一一 a 一一 一~ 一一 一一 一一 一一 一一一 一一 一一 一一 一一一 一一 ~ 一 一~ 一一 一一 一一一 一一 一一 一一 一一一 一 一一一 一一 一一 一一 一一一 一一 一一 一一 一一 一一 一一一 一一 一一一 一一 一一 一一 一

司哎-
~

—
一

。 r v p 一。 r i m e r

a e a g g e c t g g g t a a e a t e e e a a a aa t g c e a c a e t g t a a a e t e g a t t a a

aa g a aa
a e a e t 日a a g g e e t g a a

阳 t aa e a t e a e e a a a a t t e t t t g t a e t e e aa
e t a a a t e e aa t e t a g a a e t 1 0 80

t t a e t a aa t e r g a t e 仁a g aa e t g a t t t g a t e c e t t t e a t g e a

明 t t a t aa g e t a g g t t t t 只g t g t t t t t a g t g t t t t aa t t g g t t g t a g t t t a t a g t t t aa r a t g a t t t t a t邪 t t t t t a 1 200

a t t t t t g a t t g g g a g e e a t e e a g a g t t g g a t g a a a g a t g g g e a g t t t t a t 助 a t g t t t t a
竺廷蛀黔必翌望翌 t t e t g t g t

aaa
a g e a aa aa aa a a a a a

aaaa
aa

a a a a a

aaa
a 1 30 9

图 1 平顺海蛇 C R v p 毒蛋白
c

D N A 的核昔酸序列和推算的氨基酸序列

纯
.

1 Ncu l即 it de 田丫丑山妇u c
de 田 1幼. ac id se 印州nC e of C RVP

c DNA

顶上两行分别为 47 5 号和 7 号的核昔酸序列
,

它们相同的碱基用
“ 一 ”

代替
.

方框部分为 c

帅
一 p n服

r ,

下划线部分

为 印卜 A 加尾信号序列 A A T A A A ; 斜体部分为推算的氨基酸序列
,

两者差异之处用
“

/’’ 分隔
.

氨基酸序列中阴影

部分为 19 个氨基酸残疾的信号肤
.

2
.

3 平颊海蛇 C R v p 毒蛋白擞甚酸序列分析
c 八p 47 5 和 沉 , 7 编码的氨基酸序列同源性极

高
,

主要差异在于
。
叩 7 在 6 34

一
69 5 b p 处出现多

个碱基的改变从而使阅读框架提前终止
,

初步认

为这两种基因是海蛇在进化过程中发生点突变而

形成的
c乃刃 异构基因

.

通过 is 孚血IP vl
.

I W o lr d

iW de W e b eS vr e r
( h ttP

: / /

~
.

c bs
.

dut
.

d k/ se r -

vi c es s/ i , a lp / )
,

对
。
叩 47 5 和 卿 7 编码的氨基

酸序列进行分析
,

结果推算出平颊海蛇 CR V P 毒

蛋白在 N 端有一段相同的长 19 个残基的信号肤

(见图 1箭头线所示 )
.

B俪 t 同源检索分析表明
,

平颊海蛇 c R V p 毒蛋白 (下文均以
c n p 47 5 的编

码序列为目标序列 ) 与台湾饭铲倩 CR V P 毒蛋白

( C R V P用叮M U )
、

马精液的半胧氨酸丰富分泌蛋

白
.

3 ( CR S 3
一

H O BS E )
、

人的辜丸特异蛋白 ( tes it s

s户犯讯。 prD le in
,

Tp X I
一

H U M AN )
、

墨西哥毒晰蝎的



第 4期 卫剑文等
:

平颇海蛇 C R VP基因全长
c

DNA 片段的克隆和序列分析 7

M
o th e

nn ine 毒素蛋白 ( H卫 LO ) 和老 鼠的酸性附

攀糖 蛋 白 ( ca iid
c eP iid d” 词 乡y oc por te ni

,

妞。

R人T ) 具有较高的同源性
,

最大 同源 性依次为

71 %
,

67 %
,

67 %
,

64 %
,

62 %
.

这些蛋白都属

于半胧氨酸丰富分泌蛋白 (
c ys et ine

一

icr h seC eort
yr

p OI t e in ,

c sIR )P 家族 z[]
.

由这五种蛋 白序列的

多序列 比较结果可 以看出
,

C R明阿7 5 存在着与

C R IS P 蛋白家族高度保守的 16 个半胧氨酸残基

(图 2 中序列阴影部分 )
,

表明它们具有相同的二

硫 键 结 构
.

同 时
,

通 过 P IR atP et m M act h

( ht tP : / /

~
一 汕d

.

多” 电 e t o w n
.

ed 叮 iP

~
/

~
丫邵切班忱h

.

h加日) 对 P ROS r r E da 倒比eS 的搜索

结果表明
,

CR V 4P 75 的氨基酸序列中存在 公 t ar
-

妇lul ar 妙et i ns CS P / PT
x 一 1/ A萝/ PR

一 1/阮 7 is gn a -

t u犯 1

己山 j g g a

和 2
,

位 置 分 别 是 133 一 143

( G H们叼n 吸俘 Ks ) 和 159 一 17 0 ( L Y V C QY C PA G
-

M )
.

这两个信号序列是 C R巧P 蛋白家族的典型

结构
,

据此我们认为
,

平顺海蛇 CR V P 应该属于

C R IS P 蛋白家族
.

平颊海蛇 C VR P 毒蛋白的功能还不是很清

楚
.

M O币sse
tt e
等图的研究表明

,

hel hot
e

inn en 具

有阻断心脏和骨骼肌质网状组织的 ly an 记 ien 受

体以及 C扩
十

释放的功能
.

由图 2 可见
,

在序列

上 C R V 4P 75 与墨西哥毒晰蝎的 he fo ht e

丽en 毒素

蛋白有着很高的同源性
,

大多数的氨基酸序列是

相同的或为性质相近的氨基酸所代替
.

C R v p 47 5

与 HE oL 的高度相似性
,

使我们推测平颊海蛇

CR V P 可能也具有类似 he lo het ~
e 的功能

.

平颊

海蛇 CR v p 进一步的重组表达和功能分析正在进

行之中
.

12 0

I盯 I 飞 F l
一

甘 乙
一

l
·

万
一

1订凡 人 v : L q 奋 s
:

s 声1 T V D .了 A 5 E 5 5 2 8

T AA C从从从G人TTCA C八AA G端 GA AT TG TTG AC A六C C CA AA TGC T TTA A(G i肠A TC GA TGAA 八CC AcA T优 TA喘 AcA A TGT TCA A从化M八T弱AA T TC TC AT GC T优 TC AAA ATGC 24 0

N K K D

-

一 G
-
一

Y Q/ R R

C一一
_ _

E 1 V D K 于1 N A 1 R R 5 V K P T A R N M I Q 明 K W 卜 S H/ R A A Q N A 6 R

八M AC GTT 仁(泥 CA GATA GA TG TACT TT TGCT C AC AGTCC AGAA C人TA CAA G AACT GTG叱 A AM TT CC GTT C TGG TGAA AA TA TA TT CA TG TC AA G TC AACCT T TTG C ATG G AGT阴 AG T 36 0
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