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摘要：通过分析多种已知的毒蛇蛇毒类凝血酶（@AIJK>）基因序列同源性，以保守的 9 和 4 末端氨基酸序列设计引

物，克隆得到白唇竹叶青（!"#$%"%&’"’& ()*+)(*"#&）@AIJK 基因并分析其序列。以毒腺总 L9M 为模板进行 LIGN4L，纯

化并克隆至 OPB%HGI。结果表明，该酶基因大小为 FFF QO；推测出其相应氨基酸序列含 "RH 个氨基酸残基，分子量为

"H) #" SB，OC 值为 *) #F；其 D 个可能糖基化位点为 9BI%#D T %#R、99@%"% T %"D 和 9LI"R% T "RD；与其它毒蛇的已知

@AIJK> 基因比较分析，推测出其含 * 对二硫键即 4?>D%G%*"、4?>R#G**、4?>$HG"R*、4?>%+"G"%#、4?>%F+G%H$ 和 4?>"##G
""R；其催化活性中心氨基酸残基为 U8>*R、M>O%%# 和 @=/"#+。分子进化树分析表明，毒蛇 @AIJK> 一级结构的进化具

有一定种属特征，可为蛇的系统分类提供参考。
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! ! 蛇毒含多种生物活性成分，其中大部分是酶和

多肽［%］。蛇毒类凝血酶（@01S= <=0-: (5/-:Q80G28S=
=0W?:=>，@AIJK>）是其中的一类酶，具有抗凝、溶栓、

去纤、扩张血管、改善微循环等多种功效，有的已经

用于 治 疗 心 脑 血 管 疾 病，如 10’/-X 和 Q1(/-Y-Q80
等［"］。自 C(-5 等［D］首次成功地克隆出一种蝮蛇类

凝血酶（巴曲酶）基因以来，越来越多的 @AIJK> 得

到 克 隆 和 表 达，如 N1221Q80［+］、M’.(80［R］、P.’/->-G
Q80［*］、Z.>>./-Q80［F］、ZNAGIJ% 和 ZNAGIJ"［H］等。本

研究克隆出中国产的白唇竹叶青（!, ()*+)(*"#&）@AG
IJK 基因序列，记为 ’58(/8Q/8>80，并与其它蛇毒 @AG
IJK> 基因序列比较，分析其同源性；同时构建分子

进化树，分析其进化原因。

% 材料与方法

%) % 材料

白唇竹叶青毒蛇采自中国重庆。总 L9M 抽提

试剂盒、&0= @(=O L9M N4L 试剂盒（MPA）、B9M
J861(8-0 [8(〈P865(? P8Y〉、OPB%HGI <=’(-/、\62!、

K’-L"限制酶等均购自宝生物工程（ 大连）有限公

司。感受 态 大 肠 杆 菌 ,P%#$ 为 本 实 验 室 自 制。

B9M 纯化回收试剂盒（ 离心柱型）和普通质粒小量

抽提试剂盒均购自 ICM9ZK9 公司，引物由北京博迈

德科技发展有限公司合成。其余试剂均为国产分析

纯。

%) " 方法

%) ") % 毒腺总 L9M 的抽提! 剪下白唇竹叶青蛇头，

迅速取出毒腺，置于液氮中研磨成粉末，其余步骤按

照 I1[1L1 公司的总 L9M 抽提试剂盒说明进行。通

过 %]琼脂糖凝胶电泳和紫外分光仪检测抽提的总

L9M 的质量和浓度。

%) ") " 一步法 LIGN4L 扩增 ’B9M! 取 %# ^ &0= @(=O
L9M N4L Q.33=/ %# #J、P642"（"# ::-2 E J）"# #J、

X9IN 混合物 %# #J、正向引物（%# O:-2 E #J）" #J、反

向引物（%# O:-2 E #J）" #J、L91>= C058Q8(-/（+# ;E #J）

" #J、MPA L=<=/>= I/10>’/8O(1>= _J（R ; E #J）" #J、

MPAG&O(8:8W= I17（R ; E #J）" #J、L9M %# #J、

L91>= ‘/== XU"& +# #J 至总体积 %## #J，然后进行

LIGN4L 反应。LIGN4L 反应条件为 R# a 反转录

D# :80，$R a反转录酶灭活 " :80，$R a 变性 D# >，
*# a退火 D# >，F" a 延伸 +R >，进行 D# 个循环，最

后 F" a 延伸 R :80。取 H #J 反应产物电泳检测，

其余用 ICM9ZK9 公司的 B9M 纯化回收试剂盒纯

化，溶于 D# #J 的洗脱缓冲液备用。

%) ") D ’B9M 的克隆 ! B9M 连接反应按 OPB%HGI
<=’(-/ 试剂盒说明书进行，感受态细菌的制备、大肠
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杆菌的转化、等均按常规方法进行［!"#$］。质粒抽提

按 %&’()*( 公司试剂盒说明书进行。

#+ ,+ - ./(’ 全序列的测定0 质粒经 123 和 456!、

*.73"双酶切鉴定为阳性克隆后，将其菌液送至北

京三博远志生物技术有限责任公司完成序列测定。

#+ ,+ 8 ./(’ 和蛋白质序列分析0 采用 /(’9’( 对

./(’ 序列进行推导，采用软件 2:;<%:=#+ > 和 4?"
=<@’/* A+ ,# 对蛋白质进行多序列比较。

, 结果分析

,+ # ./(’ 的扩增和克隆

根据已报道的竹叶青蛇属的 <B%:*C 基因序

列［>，##］设计引物；为了方便克隆，在研究中对引物的

8’端和 A’端分别引入 456!和 *.73"酶切位点。

此外，还在正向引物的 8’端引入了 *D 酶酶切位点，

以便于表达产物的纯化。两条引物序列如下：正向

引物 为 8’"’’’ ’)’ %2% ))) %’22 )’2 )’2
)’2 )’2 ’’) ’%) ’%) 2%) ’%2 ’)’ )%% 2%’"
A’，反向引物为 8’"’’’ )’’ %%2 %2’ %)) )))
)2’ %)% 2’2"A’。

抽提得到的白唇竹叶青毒腺总 3(’ 通过 #E
甲醛变性琼脂糖电泳分析（ 图 #），,>< 和 #>< 两条

F3(’ 条带完整，说明 G3(’ 未降解。经紫外分光仪

检测，?/,H$ I ?/,>$ 值为 #+ !A，浓度为 $+ AA #5 I #:。

以上结果表明 3(’ 的质量和浓度符合反转录的

要求。

泳道 #：3(’，泳道 ,：/(’ GJFKLF。

图 #0 白唇竹叶青毒腺总 3(’

MN5+ #0 %7OJ6 3(’ 7P 2QNRLCL 5FLLR SNO TNSLF

123 产物电泳分析在 >,$ US 左右有一条特异

的 /(’ 条带（图 ,）。将 123 产物克隆到质粒载体

S9/#>"% 载体上，转化大肠杆菌 V9#$!，经过氨苄青

霉素筛选，在 :4 平板上挑取 #, 个白色菌落，然后

抽提质粒，通过 123 和 456! I *.73"双酶切反应鉴

定重组子（ 图 A），选择了 , 个克隆，分别测定了序

列，所测结果一致，见序列于（图 -）。

泳道 #：123 扩增产物；泳道 ,：内参（S<1%LOA 质粒）扩增产

物；泳道 A：/:,$$$ 9JFKLF。

图 ,0 一步法 3%"123 扩增产物

MN5+ ,0 %QL SF7WX.OC 7P 7RL COLS 3%"123

（’）泳道 #：)LRL3X6LF%9 # KU /(’ 6JWWLF；泳道 ,、A：>#Y US 的条带

为目的片段；（4）泳道 #：,H!A US 的条带为酶切后的 S9/#>"% 片段；

泳道 ,：>$8 US 的条带为目的基因片段；泳道 A：)LRL3X6LF%9 # KU

/(’ 6JWWLF。

图 A0 S9/#>"% I .QNOFNUFNCNR 克隆质粒的 123 鉴定和

456! I *.73& 双酶切鉴定

MN5+ A0 %QL 123 NWLRONPN.JON7R 7P S9/#>"% I .QNOFNUFNCNR

S6JCGNW JRW OQL NWLRONPN.JON7R 456! I *.73& .6LJTJ5L

7P S9/#>"% I .QNOFNUFNCNR S6JCGNW

,+ , <B%:* 基因的核苷酸序列及氨基酸序列分析

除合成 8’和 A’末端引物外，还合成了一系列

的中间引物，最后得到一条 YYY US 的核苷酸序列

（图 -）：起始密码子为 ’%)（核苷酸 # Z A），终止密

码子为 %)’（核苷酸 YY8 Z YYY）。编码 ,8> 个氨基

酸残基，蛋白分子量大小为 ,>+ $, K/，S& 值为 H+ $Y，

有 A 个可能的糖基化位点即 (/%#$A Z #$8、((<#,#
Z #,A 和 (3%,8# Z ,8A。通过和其他类凝血酶比

较，推导出 .QNOFNUFNCNR 包括 #> 个氨基酸的信号肽，H
个氨基酸的前肽和 ,A- 个氨基酸的成熟肽（图 -）。

与其它类凝血酶一样，此酶具有高度保留的活性中

心，即 @NCH8、’CS##$ 和 <LF,$-（成熟氨基酸中的顺

序 ）。另外，维持稳定空间结构的H对二硫键即#,
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! ! 黑色下划线部分为信号肽（" # "$）；虚线部分为前肽（"% # &’）；其余为成熟肽（&( # &($）。

图 ’! 白唇竹叶青蛇毒类凝血酶基因 )*+, 序列

及其推导的氨基酸序列

-./0 ’! 123 )*+, 435637)3 879 :23 9396)39 ;<=:3.7 435637)3
=> )2.:<.?<.4.7 ><=@ :23 A37=@ /B8794 => C2.7343 /<337 ;.: A.;3<

个半胱氨酸也完全保留，分别为

CD4E"F"G&、CD4(HFGG、CD4%$F&(G、

CD4"’&F&"H、CD4"I’F"$% 和 CD4&HHF
&&(。其中 CD4%$F &(G 为蛇毒蛋白

酶所特有的。

&0 E 多序列比对

多序列比对的结果显示中国

产的白唇竹叶青蛇 )2.:<.?<.4.7 与

!" #$%&’%(%)* 的 43<.73 ;<=:3843 CJ&
;<3F )6<4=<（ KI"KL&）和 4:3M7=?.7

（K$,N$"）、!" +,-.,+-)*# 的 OPQF
1J&（,RS"&HI(）的同源性分别为

$E0 I&T、I"0 (’T 和 IHT；与

/,.01*2# #+3+$*,*# 的 93>.?<843
（KISUV"）、4.$5).6# +$).3 的 ?8:<F
=W=?.7（,,,’$((E）和 7+,,.#%,+#8+
)5.1.#$.8+ 的 87)<=9（,,,’%"%(）

的同源性分别为 G(0 $%T、G&0 HGT
和 (I0 G%T（图 (）。可见，)2.:<.?<.F
4.7 与竹叶青属几种类凝血酶的同

源性高于非竹叶青属的几种类凝

血酶。

&0 ’ 分子进化树

图 G 显示包括 )2.:<.?<.4.7 在

内的十几种 SQ1JV4 的分子进化

趋势与形态学大致一致，且种间

差异大于种内差异，属间差异大于

属内差异。同时该图也反映出 SQ1JV4 在进化上也

是存在多样性的。

E 讨论

随着分子生物学和生物信息学的快速发展，特

别是一些生物分析软件的开发使用，极大地提高了

对序列的分析效率和效果。现在可以容易地比较各

种序列，分析它们之间的联系和差别。例如，通过对

远缘分子系统学的一个有力工具，*+, 序列分析还

被广泛应用于生物的分类和进化关系研究［"E］。

本研究利用多序列比对，验证了所得 )2.:<.?<.4.7
的 )*+, 序列与其他 SQ1JV4 的序列具有共同特征：

类凝血酶都具有高度保守的活性中心序列，其中含

有 X.4、,4; 和 S3< 残基组成的酶活性中心，多数类

凝血酶都具有 G 对二硫键，而且表现出一定的种属

特征性。本研究通过保守的信号肽及终止区域的基

因序列，设计合适的引物，测定并克隆了白唇竹叶青

SQ1JV4 的基因序列，推导出其氨基酸序列，并确定

二硫键位置。通过与其他竹叶青属类凝血同源性的

比对，发现它们有较高的同源性，经过多次测序验证

表明得到的白唇竹叶青类凝血酶 )*+, 序列结果是

可靠的。本研究成功克隆 )2.:<.?<.4.7 基因，希望将

来能够在原核或真核生物中得到高效表达，从而获

得具有高效活性的 )2.:<.?<.4.7，以节省日益减少的蛇

毒资源。

另一方面，比对结果没有发现核苷酸序列完全

相同的两个 )*+, 分子，也反映出类凝血酶分子结

构的多样性。判断造成 SQ1JV4 多样性的原因有以

下几类［"’］：（"）基因的点突变；（&）外显子的变位剪

接；（E）Y+, 编辑；（’）重组交换或重组交换引起的

基因转变；（(）外 *+, 片段的融合。另外推测还极

有可能有几种方式［"(］：体细胞水平上发生基因重排

或体细胞突变；一些新的有适应意义的蛋白质分子，

通过类似于蛋白质回归或反转录转座的方式在基因
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黑体部分的字母代表所比较的类凝血酶相同的氨基酸残基；从 ! 到 " 的小写字母代表蛇毒类凝血酶的高变异区；

破折号“ # ”代表氨基酸的缺失。

图 $% &"’()’*)’+’, 与其它蛇毒类凝血酶的氨基酸序列比较

-’./ $% 012(’3245+4614,&4 !2’.,74,( 89 &"’()’*)’+’, (8 8("4) +,!:4 ;4,87 (")87*’,52’:4 +4)’,4 3)8(4!+4+

图中的 <=>?@+ 由上到下分别来自 !" #$%&%’(%)*、+" %,-.*/0.’-’、1"

23%)$%44- 2#0/-5*6&6’、A"’,4+4 7" *32%3*2#-’、7" ’(08.090#-、:" *(#%;、!" *(<

#%;、1" ’*;*(-3-’、7" 43*/%/-#-&-’ 和 :" 9*2%.-5*

图 B% 蛇毒类凝血酶遗传进化树

-’./ B% C"D28.4,4(’& ()44 89 (")87*’,52’:4 @,ED74+

组中得到固定；基因重复等。在功能上，不同的类凝

血酶具有其自身特性，如部分 <=>?@+ 导致水肿、诱

导血小板凝集等其他生物学功能［FB］。<=>?@+ 基因

的获得为其生物学功能研究奠定了基础。
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