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摘要　为获得眼镜王蛇 (Ophiophagus hannah ,简称 Oh )蛇毒α-神经毒素 (α-N T )的基因序列 ,依据眼镜蛇科不

同毒蛇种类来源的 α-N T基因有较高的同源性 ,设计 1对上下游引物 ,为克服引物带来模糊扩增 ,在蛋白编码部

分再设计 1对上下游特异引物 ,用 Nacleospin RN A Kit法从 3条活眼镜王蛇毒腺中提取 mRN A,以 3′端引物合成

的 cDNA作为模板进行 PCR扩增反应 ,测定产物的核苷酸序列 ,得到全长 474bp的眼镜王蛇 cDNA基因核苷酸

序列。该核苷酸序列的信号肽与眼镜蛇树属 Pseudonnaja tex tilis ( Pt)、海蛇 Laticauda semif asciata ( L s) 100%同

源 ,与眼镜蛇南洋亚种 Naja sputatrix ( N s)、银环蛇 ( Bungarus multicinctus ) ( Bm) 96. 8%同源 ;蛋白密码部分有

83. 3%与 Ns、 79. 2%与 Pt、 76. 4%与 Ls、 74. 1%与 Bm同源。信号肽后紧接着的 72个氨基酸有 90. 3%与已发现的

眼镜王蛇毒长链α-NT Tox in a同源 ,大约有 73. 6%与 Toxin b、 69. 7%与 Oh-4 、 66. 7%与 Oh-5、 56. 9%与 Oh-

6A和 6B同源 ,并与α-银环蛇毒素 54. 2%同源。说明新发现的眼镜王蛇 cDN A是一条长链 α-N T基因。

关键词　眼镜王蛇　α-神经毒素　基因序列
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Abstract　 To obtain the cDNA sequence of α-neuro toxin (α-N T ) f rom Guangxi king

cobra (Ophiophagus hannah , Oh) , the sense primer was designed from the 5′conserv ed regions

with the start codon ATG, and the antisense primer was used as the d ( T ) fo r amplification of

cDN A 3′end ( RACE-PCR) . Two primers were designed from the 5′, 3′-coding regions for

ov ercoming the mistake amplification by the primer. The venom g land RN A was ex t racted f rom

three Oh snakes with the isolation kit. The ex t racted RN A was reversely transcribed into cDN A

with the oligo ( d T) antisense primer. The nucleotides sequence w as analyzed on the ABI PRISM

310 automatic DN A sequencer. The nucleotide sequence of 474 base pairs consisting of a 5′-
untranslated region ( 6bp) , signal peptide wi th ATG ( 63 bp) , protein coding region ( 216 bp) and

3′-untranslated region ( 186 bp) with a TGA termination codon was obtained. The comparison of

the cDNA of long chainα-N T betw een Oh snakes and other snakes reveals that the nucleotide

sequence is much higher corresponding to the signal peptide than the mature protein coding regions

which is 100% identical to Pseudonnaja text il ist ( Pt ) and Laticauda semif asciata ( Ls) , 96. 8% to
N aja sputatrix ( Ns) andBungarus mult icinctus ( Bm) . The conserv ation of mature pro tein regions

are about 83. 3% to Ns, 79. 2% to Pt, 76. 4% to Ls and 74. 1% to Bm snakes. It is found that the

conserv ation of Ohα-N T from cDNA 90. 3% is identical to Ohα-N T Toxin a, about 73. 6% to Oh

Toxin b, 69. 7% to Oh-4, 66. 7% to Oh-5, 56. 9% to Oh-6A and Oh-6B; and 54. 2% to α-
bungarotoxin. The result indicates that the Oh cDN A

is a long chainα-N T gene.
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　　眼镜王蛇 (Ophiophagus hannah )又名过山风、山

万蛇 ,是世界上最大的毒蛇 ,其蛇毒含多种生物毒素 ,

其中含 α-神经毒素 (α-N T)有 9种之多。α-神经毒素具

有止痛、抗毒瘾等重要的作用 ,有很好的开发应用前

景
[1 ]

,然而 ,眼镜王蛇是国家二级保护动物 ,资源有

限 ,人类利用α-神经毒素 ,不能直接从眼镜王蛇体内

提取 ,需要利用当代科技手段 ,人工生产 α-N T毒素。

目前已有几种眼镜王蛇的α-N T进行了氨基酸序列

测定
[6～ 9 ]

,但均未进行基因分析。我们采用近年来发

展起来的 PCR技术 ,对广西产眼镜王蛇体内提取毒

腺组织提取 α-N T的基因 ,并与基因库中及已发表的

眼镜蛇科不同种类毒蛇的α-N T基因进行对比分析 ,

为进一步探讨眼镜王蛇毒α-N T的分子结构、中毒机

理和开发应用提供基础资料。

1　材料和方法

1. 1　组织材料

　　眼镜王蛇活体由广西医科大学蛇毒研究所蛇园

提供 ,共 3条。分别对 3条活蛇进行取材和实验对比 ,以

准确确定蛇种。

1. 2　主要试剂和仪器

　 　 NucleoSpin RN A Kit 购 自 美 国 ( Clontech

Laboratories, Inc. , Palo Alto, CA, USA) , M-MLV逆

转录酶购自美国 ( Life Technologies, Rockville, Mo,

USA ) , Tag DN A聚合酶由美国 ( Promega, Co. ,

Madison, W I, U SA)生产。PCR扩增仪 Program Temp

Control System PC-800为日本 Astec公司产品。琼脂

糖 凝 胶 NuSieve GTG agarose 由 美 国 ( FMC

BioProducts, Rockland, M E, U SA)生产。NucleoSpin

Ex traction Kit购自美国生产。测定 RNA和 DNA含

量用的 BioSpec-1600 DN A /Protein /Enzyme Analy zer

为日本生产。 DNA自动测序仪 ABI PRISM 310

Genetic Analyzer为美国生产。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　总 RNA抽取

　　采用说明书上的 Nucleopin RN A Kit法从眼镜

王蛇体内取出新鲜活毒腺体组织约 0. 1g后进行总

RNA抽取。整个操作过程在 30 min内完成。

1. 3. 2　 RT反应 (逆转录合成 cDN A)

　　取 10μl RN A样本 , 5μl逆转录缓冲液、 5. 5μl 4

种核苷三磷酸、 2. 5μl( 0. 1M )二硫苏糖醇和 0. 5μl逆

转录引物 RT-1( oligo DT)于反应管内 ,置于 75℃下 2

h,得到 1条 cDN A作为 PCR模板使用。

1. 3. 3　 PCR扩增目的基因

1. 3. 3. 1　引物设计

　　比较研究基因库中及已发表的眼镜蛇科不同种

类毒蛇的毒素 α-N T基因 ,发现有较高的同源性 ,特

别是 5′端和 3′端非翻译区及引导肽部分高度保守后 ,

据此设计包括翻译起始点的 5′端上游引物 ( P2和 /或

P4):

　 5′-GCAAGATGAAAACTCTGCTGCTGACC-3′

以及为了得到 3′端较完整非编码部分而设计了基本

上属于 D( T)的下游引物 ( P3和 /或 P4):

5′-CAGTGGTAACAACGCAGAGGCC ( T ) 31VN-

3′。

　　为了克服引物所带来的模糊扩增 ,在蛋白编码部

分再设计一对上下游特异引物。上游引物 ( P1和 /或

P3)为:

　　 5′-GACTCTGAACAGGTCGACCCG-3′;

下游引物 ( P1和 /或 P2)为:

　　 5′-CAACGCCATGTTGGAAATGGGT TGC-3′

　　由 4对引物 ( P1、 P2、 P3、 P4)进行 PCR扩增目的

基因 (图 1)。

1. 3. 3. 2　 PCR反应

　　在反应管中加入 0. 5μl cDN A模板、 2μl PCR缓

冲液、 2μl 4×dN TP、 2μl( 25 mM ) MgCl2、 0. 2μl Tag

DN A聚合酶每毫升 5单位、 0. 5μl引物 ( 50 pmol)和

12. 8μl d H2O后立即置入 PCR扩增自动温度循环

仪。反应条件: 最初 94℃× 2 min变性后 ,再进行变性

( 94℃× 30 s)、退火 ( 58℃× 30 s)和延伸 ( 74℃× 1

min) 30个 PCR循环。最后一个循环结束后再延伸反

应 74℃× 5 min以补全所有单链的未端。

　　　　 cDN A　 = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

　　　　 P1　　　　　　～ ～ > = = = = = = = = = = = = = = = = = = = <～ ～

　　　　 P2　　　～ ～ > = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = <～ ～

　　　　 P3　　　　　　～ ～ > = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = <～ ～

　　　　 P4　　　～ ～ > = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = <～ ～

图 1　眼镜王蛇 (Ophiophagus hannah )α-神经毒素 cDN A扩增图

Fig. 1　 Diagram of amplification ofα-NT cDNA o fOphiophagus hannah

箭头表示引物 The a rrow s indicate the primers
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1. 3. 4　 PCR产物制备

　　将 PCR产物置于 2. 5% NuSssieve GTG agarose

凝胶电泳 ,紫外灯下快速切下产物条带后用 Nucleo

Spin Ex traction Ki t纯化 ,得到经 PCR扩增的基因克

隆产物。

　　用 BioSpec-1600 DN A /Protein /Enzyme分析仪

测定 RNA和 DNA含量。

1. 3. 5　核苷酸序列测定

　　采用 ABI. PRISM TM310基因自动测序仪测定

产物的核苷酸序列。根据测序仪的说明书进行操作。

2　结果

　　以 cDN A作为模板 ,经 4对引物进行 PCR扩增 ,

均得到单一条带 ,见图 2。

　　把测定得到的核苷酸序列进行对比分析 ,排除模

糊扩增序列后得到全长 474的核苷酸序列信息 (图 3)。

该序列包括 5′端 6bp、信号肽伴启动子 ATG在内

63bp、蛋白密码部分 216bp和 3′端 189bp并含有 TGA

终止码。

　　核苷酸序列的信号肽与基因库中眼镜蛇树属的

Pseudonnaja tex tilis
[2 ]、平颈海蛇 Laticauda semif as-

ciata
[3 ] 100%同源 ;与眼镜蛇南洋亚种 Naja sputatr-

ix
[4 ] 、银环蛇 (Bungarus mult icinctus) [5 ] 96. 8%同源。

蛋白密码部分有 83. 3%与 N aja sputatrix 同源 ,有

79. 2%与 Pseudonnaja text il is、有 76. 4%与 Laticauda

semif asciata、有 74. 1%与 Bungarus multicinctus同

源。详见图 4。

　　图 2　眼镜王蛇 (Ophiophagus hannah)α-神经毒素 cDN A

PCR产物电泳分析

Fig. 2　 Gel analysis of PCR products of Ohα-N T

1, 6带: DNA标志物 ; 2～ 5带: α-神经毒素 cDN A碎片

Lanes 1 and 6: DNA marker s; Lanes 2 to 5: the cDN A

fragments encoding sequence of Ohα-N T.

　　氨基酸顺序分析结果表明 ,信号肽后紧接着的 72

个氨基酸中有 , 90. 3%与已发现的眼镜王蛇蛇毒长链

α-N T Toxin a
[6 ]同源 ,大约有 73. 6%与眼镜王蛇 α-

N T Toxin b[6 ]、 69. 7%与眼镜王蛇 α-N T Oh-4[7 ]、

66. 7%与眼镜王蛇α-N T Oh-5
[8 ]
、 56. 9%与眼镜王蛇

α-N T Oh-6A和眼镜王蛇α-N T 6B
[9 ]同源 ,并与 α-银

环蛇毒素 [10 ] 54. 2%同源。详见图 5。

图 3　广西产眼镜王蛇 (Ophiophagus hannah )α-神经毒素 cDN A核苷酸和扩增的蛋白质序列

Fig . 3　 Nucleo tide and deduced protein sequences ofα-N T from Guangxi king cobra (Ophiophagus hannah)
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图 4　眼镜蛇科 α-神经毒素相关 cDN A序列的核苷酸排列比较

　　 Fig. 4　 Nucleo tide sequence alignment of the co rrela tion cDNA sequences ofα-NT from Elapidae snakes

Oh: Ophiophagus hannah , N s: Naja sputatrix , Pt: Pseudonaja textles, L s: Laticauda emif asciata , Bm: Bungarus multicincts ,

　　　 Mature protein coding region, 　　　 signal peptide region.

图 5　广西眼镜王蛇及其他蛇类蛇毒和 cDNA的长链α神经毒素的氨基酸序列
　　 Fig. 5　 Amino acid sequence of long chainα- N T o f the cDN A and venom f rom Guangx i king cobra and other snakes

Oh: Ophiophagus hannah , N s: Naja sputatrix , Nn: Naja naja ( India) , Bm: Bungarus multicinctus , 　　　 Signal peptide.

3　讨论

　　逆转录 PCR( RT-PCR)是目前获取基因较常用

的方法。该方法通过提取细胞内 mRNA,在逆转录病

毒等条件下 ,可以较忠诚的互补一条无内含子及调控

等部分 DNA基因信息 ( cDN A) ,接着进行 PCR扩增

使目的基因得到非生物性增大 ;如果特异性较好 ,即

可直接进行测序进行基因分析。但是在实际工作中常

发生少数区域模糊扩增现象而影响分析。为了克服这

些现象 ,我们在取得α-N T氨基酸密码后在翻译蛋白

区设计了一对上下游引物进行了特异性扩增 ( P1)。

同时利用这一特异引物与另一对非特异性引物进行

组合 PCR扩增 ( P2、 P3和 P4)。结果得到了这一基因

的 4条不同长短的 PCR产物 ,测序后进行对比分析 ,

排除了模糊部分 ,而得到较为忠实的眼镜王蛇 α-N T

基因信息。同时我们还对 3条眼镜王蛇的蛇毒 α-N T

基因分别进行对比实验 ,结果均为一致 ,增加了其信

息的可信性。
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　　目前从蛇毒中分离出来的α-N T根据分子量大

小和二硫键的数目分为短链和长链 2个类型 ,短链α-

N T由 60～ 62个氨基酸残基组成 ,含 4对链内二硫键 ;

长链α-N T由 66～ 74个氨基酸残基组成含 5对链内二

硫键。它们都属碱性蛋白 ,立体空间构象呈三指环状。

结构上的差异是长链α-N T中央大环顶部分叉 ,这是

第 5对二硫键的存在所致 ,另一处是它有一个长的尾

巴从致密的二硫键核心伸出
[1 ]
。本实验所获得的基因

核苷酸顺序经翻译蛋白质氨基酸顺序后 ,与已发现的

蛇毒α-N T进行对比分析 ,发现有较高的同源性 ,与

实验预想一致。富含碱性氨基酸 ,同时所含的 10个半

胱氨酸与已发现的眼镜王蛇毒α-N T的排列位置一

致 ,即可组成 5对二硫键。由于其氨基酸数目为 73个 ,

可以推断本实验所发现的基因信息为长链α-N T。

　　本次试验发现的α-N T基因未能与其它 6种已发

现的蛋白质氨基酸顺序相符 ,最高同源性只是与

Toxin a有 90. 3% 的相符。从而推想 ,眼镜王蛇α-N T

毒素还有大量存在而未被发现的基因信息。本次发现

的α-N T基因未被列在目前已知氨基酸序列的 6种α-

N T之中 ,可能是其它 3种未知序列的其中一种 ,或者

是另一种α-N T尚未被发现。
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