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摘要　从桂北五步蛇毒腺中抽提蛇毒总 RNA, 采用一步法 ( RT-PCR和 PCR在同一试管内进行 ) 扩增纤溶酶

金属蛋白酶原基因 , 并进行电泳检测 , 可见 3条特异的 DNA条带 , 分别约为 1. 5Kb、 1. 3 Kb和 800 bp, 利用平

端连接的方法将其中的 800 bp PCR产物克隆至 pGEM-T Easy载体 ,挑选白色菌落 ,用酶切和 PCR法对其进行

鉴定。
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Abstract　 One step method w as used to ex t ract total RN A from the venom of Agkistrodon acutus

which w as found in the northern mountain area of Guangxi province. The cDN As encoding fibri-

nolysin metalloproteinase were amplified by one step method ( RT-PCR and PCR reactions occurred

in the same test tube) . The PCR product is about 1. 5 Kb, 1. 3 Kb and 800bp. The 800 bp PCR

product was cloned into the pGEM-T Easy vecto r. Plasmid DN A was obtained from positive

clones, identified by means of digestion with EcoR I and PCR reaction.
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　　蛇毒含有多种成分 ,是由多种氨基酸组成的多肽

类物质或蛋白质。五步蛇蛇毒中含有血液循环毒素 ,

其中与血凝失调有关的 2种蛋白水解酶是类凝血酶和

金属蛋白酶家族。纤溶酶属于金属蛋白酶家族的

成员 , 它作用在人的纤维蛋白酶原或纤维蛋白 ,

引起血凝块溶解 ,具有极高的应用价值 [ 1, 2]。本文就桂

北五步蛇纤溶酶金属蛋白酶原基因进行初步研究 ,现

报道如下。

1　材料和方法

1. 1　材料

五步蛇 ( Agkistrodon acutus )产地为广西北部山

区 (桂北 ) ; 焦碳酸二乙酯 ( DEPC) 为 Sigma公司产

品 , SV总 RNA分离试剂盒、 pGEM-T Easy Vecto r

Systems为 Promega公司产品 ; TaKaRa one Step

RN A PCR Kit ( AMV )试剂盒、感受态受体菌 JM 109

购自宝生物工程 (大连 )有限公司 ; Taq DN A聚合酶

购自上海生工生物工程技术服务有限公司 ; PCR产

物纯化用的 GEN ECLEAN Ⅱ KIT为 Bio 101公司

( USA) 产品 ; 其他试剂均为国产分析纯试剂。

1. 2　方法

1. 2. 1　寡核苷酸的合成

参照文献 [3] 设计一对上游和下游引物 , 由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成 , 序列如下:

　 Primer 1: 5′CCAAATCCAGTCTCCAAAATG3′

　 Primer 2: 5′TTCCAGCTCCATTGTTGGTTA3′

1. 2. 2　蛇毒总 RNA的提取

以 0. 1% DEPC浸泡提取总 RNA的器皿 , 五步

蛇断头后 , 立即取出毒腺 , 取 30 mg左右的毒腺组织

于冰浴中研磨 , 其余毒腺立即置入液氮中保存备用 ;

总 RNA的提取按照 Promega SV Total RN A Isola-

tion System试剂盒推荐的方法进行。通过紫外光吸

收检测抽提的总 RNA的质量和浓度。

1. 2. 3　 DNA的合成和 PCR体外扩增

按照 TaKaRa One Step RN A PCRKit( AMV)试

剂盒推荐的方法 (一步法 ) 进行。反应体系中加入蛇

毒总 RNA样品 1μl, 上游及下游引物各 1μl, AMV
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Reverse Transcriptase XL ( 5 U /μl) 1μl, 10× One

Step RN A PCR Bbuffer 5μl, MgCl2 ( 25 mM ) 10μl,

RNase Inhibitor ( 40 U /μl) 1μ, AMV-Optimized Tag

( 5 U /μl) 1μl, dN TP Mix ture (各 10 mM ) 5μl,

RNase Free dH2O 24μl; 反应条件如下: 50℃ 15 min

以合成 cDN A, 94℃ 2 min使 cDN A变性及灭活逆转

录酶 ( AMV ) , 94℃变性 30 s, 55℃退火 30 s, 72℃延

伸 1. 5 min,共进行 25个循环 ,最后 72℃保温 5 min。取

10μl反应产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 2. 4　 PCR产物的纯化

取 20μl PCR产物电泳 , 切下含所需 DNA的琼

脂糖凝胶块 , 按照 GEN ECLEANⅡ KIT试剂盒推

荐的方法进行纯化。

1. 2. 5　 cDNA的连接反应、 克隆、 大肠杆菌的转化

参照文献 [4 ]及 pGEM-T Easy V ector Systems

试剂盒推荐的方法进行连接、克隆 , 反应体系中加入

PCR产物 (已纯化 ) 5μl, T4 DNA Ligase 1μl, T4

DNA Ligase 10 Buf fer 1μl, pGEM-T 1μl, dH2O 1

μl。按 TaKaRa E. coli competent cells试剂盒推荐的方

法进行转化。

1. 2. 6　阳性克隆质粒的抽提和鉴定

质粒的抽提参照文献 [5 ] 进行 , 菌液离心后用

STET重悬 , 加入 NaOH、 CH3 COONa, 离心后弃去

沉淀 , 加入 0. 6体积异丙醇 , 离心后去上清 , 用 70%

乙醇洗涤 1次 , 重溶于 TE缓冲液中 , 用 PCR和酶切

法 [6 ]进行鉴定。

2　结果

2. 1　蛇毒总 RNA的提取

抽提及纯化得到的蛇毒总 RNA用紫外分光仪

检测 , A260nm /A280nm= 1. 8 A260nm /A230nm=

2. 2,浓度为 4. 2μg /μl。表明 RNA的质量和浓度符合

反转录的要求。

2. 2　 cDNA的克隆

对蛇毒总 RNA进行逆转录 PCR和 PCR扩增

( RT-PCR和 PCR在同一管内进行 )琼脂糖凝胶电泳

分析 PCR产物 , 可见有 3条 DNA特征带 , 分别约为

1. 5 Kb、 1. 3 Kb和 800 bp (图 1)。

2. 3　 PCR产物的纯化

纯化结果见图 2, 所得产物溶于 20μl TE Buffer

备用。

2. 4　 DNA的连接反应、 克隆、 大肠杆菌的转化

按试剂盒推荐的方法将 800PCR产物克隆到

pGEM-T载体 ,转化大肠杆菌 JM 109,将转化菌接种

至 X-gal平板上 , 培养后见兰、 白两种菌落生长。

2. 5　阳性克隆质粒的抽提和鉴定

　 挑取白色阳性菌落抽提质粒 ,通过 PCR和 EcoRⅠ

酶切反应鉴定重组子。扩增及酶切后产物进行琼脂糖

凝胶电泳分析 , 均见 800bp的 DNA条带。

Fig. 1　 Agarose gel eletrophor esis o f PCR product

A: DN A markers; B: PCR product

Fig . 2　 Agaro se gel eletropho resis of purified PCR product

A: DN A markers; B: purif ied PCR product

3　讨论

蛇毒金属蛋白酶属金属蛋白酶 M12家族中的亚

家族 ,根据其蛋白质结构和已报道的酶原 DNA序列 ,

蛇毒金属蛋白酶分成 4类 [7 ]: P-Ⅰ 、 P-Ⅱ、 P-Ⅲ和 P-

Ⅳ , 4类蛇毒金属蛋白酶原都有相似的信号肽、 前肽

和蛋白酶结构域 , 主要区别在于羧基端的结构域。

我们参考范春阳等
[3 ]
的报道设计的引物经过

RT-PCR和 PCR扩增 ,琼脂糖凝胶电泳分析 PCR产

物 , 在大约 1. 5 Kb、 1. 3 Kb和 800 bp处有 3条特异的

DNA条带 ,其中 1. 5 Kb、 1. 3 Kb 2条和范春阳等
[8 ]
报

道的位置相似 , 另外 1条 800 bp为我们实验室新发现

的 DNA条带 , 推测五步蛇蛇毒中含有多种金属蛋白

酶 , 可能一对兼并引物同时扩增出 3种金属蛋白酶原

的 DNA序列 ; 从进化的角度来看 , 广西北部山区五

步蛇蛇毒纤溶酶的基因结构和其他地方的五步蛇纤

溶酶基因结构可能存在差异。对于本实验扩增到的五

步蛇纤溶酶金属蛋白酶基因 800 bp PCR产物 , 有待

于我们进行序列分析 ,并与已报道的金属蛋白酶原基

因家族进行比较 , 以确定是否为一新发现的基因。
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正模♀ , 广西桂林市雁山镇 , 1999-05-09, 黎天

山采。

该新 种近 似于 二斑 悠背 蚱 ( Euparatettix

bimaculatus Zheng ) , 主要区别见表 2。
表 2　条斑悠背蚱与二斑悠背蚱的主要区别

Tabl e 2　 The main diff erences betweenEuparatett ix st rimac-

ulat us sp. nov. andEuparatet tix bimaculatus Zheng

二斑悠背蚱
Euparatet tix bimaculatus Zheng

条斑悠背蚱
Euparatetti x st rimaculatus sp. nov.

前胸背板前缘平截 An terior
margin of pronotum truncate

前胸背板前缘呈钝角形突出 Ante-
rior margin of pronotum produce in
an obtus e angle

前胸背板后突超过后足股节顶
端部分长 2. 5 mm The leng th of
pronotum which reaches ov er
the top of hind femur about 2. 5
mm

前胸背板后突超过后足股节顶端
部 分 长 1. 5 mm The length of
pronotum w hich reach es over the
top of hind femur abou t 1. 5 mm

后翅超过前胸背板后突顶端部
分长 3mm The leng th of hind
wing w hich reaches over the top
of hind process about 3 mm

后翅超过前胸背板后突顶端部分
长 2. 2mm The length of hind wing
w hich reach es over the top of hind
process about 2. 2 mm

前胸背板在肩部后具二个大三
角形黑斑 With a pai r of big
black t riangle maculae betw een
shoulders

前胸背板在肩部两侧具二个弧形
黑带 With a pair of black arc macu-
lae betw een shoulders
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