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摘要：运用 +,-./ 技术首次构建了少棘蜈蚣（12(,(3%$4*+ &)5&3#$#3%&）毒腺 012- 文库。经琼脂糖电泳检

测，文库所含全长 012- 主要分布在 #"" 34 以上，大于! """ 34的区域尚有很长拖尾，中间有几条高丰度

5.2- 亮带。以此文库为模板，通过 #6.-78（.94:; 954<:=:09>:?@ ?= 012- A@;B，快速扩增 012- 末端）方法

获得了细胞质肌动蛋白!(90>:@ 基因 #6末端 #)C 34 片段，其中包括开放阅读框 #$D 34，编码 &C! 个氨基

酸。将该基因片段推导的氨基酸序列通过 EF-+/ 软件与蛋白质公共数据库 +G:BB4H?> 比对，发现与蜜蜂

（63#& 7%,,#-%*+）的!(90>:@ 基因同源性高达 )DI，说明本实验所构文库质量完全可以满足用 .-78 方法进

行功能基因的 012- 克隆。通过基于双参数模型的 2J 法对部分动物!(90>:@ 基因进行系统重建，较好地

反映了这些动物的系统发生关系。
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少棘蜈蚣（12(,(3%$4*+ &)5&3#$#3%&）是传统的

中药材之一，主要产地在湖北、浙江和江苏等

省［&］。蜈蚣的毒腺位于头部颚肢，捕食时，将毒颚

刺入猎物体内并注入毒液，使之麻痹甚至死亡［!］。

尽管少棘蜈蚣在我国中药材中占有极其重要的地

位，但国内外对其进行的分子生物学研究很少，对

蜈蚣毒蛋白进行基因工程的研究仅见韩国
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构建了少棘蜈蚣全虫 !"#$ 文库，克隆了纤溶酶

原激活物 %&’ () 的全长 !"#$，并进行了原核表

达［*］。本研究运用 +,$-.（+/01!2034 ,5!263078
$1 9: 53; <= -#$ .>637!>0)1）技术首次构建了其

毒腺的 !"#$ 文库，为将来利用基因工程手段

获取蜈蚣毒素蛋白做准备。肌动蛋白（6!103）是

真核生物中普遍存在，在进化中高度保守的蛋

白质家族。肌动蛋白有 ? 种不同的异构体，根

据不同的等电点，分别称之为!、"、#@6!103。"@
6!103 作为一种细胞质肌动蛋白，是细胞骨架的

重要组成部分。与一些管家基因一样在物种内

持续衡量表达，因而在很多需量化的实验技术，

如 -.@AB-、半定量 AB-、#<>125>3 杂交中被当作

内参照［& C D］。且基于细胞质肌动蛋白氨基酸序

列构建的真核生物分子发生树，可较好地反映

真核生物间的进化关系［E］。少棘蜈蚣"@6!103
基因的 !"#$ 序列至今未见报道。对其进行研

究，一方面可用以检测本实验构建的毒腺 !"#$
文库质量，更重要的是可为少棘蜈蚣分子生物

学的进一步研究奠定基础。

! 材料与方法

!"! 材料 少棘蜈蚣购于安徽省滁洲市花山

光明养殖场。电刺激取毒，诱导毒腺 8-#$ 大

量表达，分离毒腺组织，将其保存在液氮内。

!"# 主要试剂 -#$ 提取试剂盒（.>0F<G -564531，
H0(!<）；!"#$ 文库构建试剂盒（+,$-.., !"#$
I0(>6>J B<371>K!10<3 L01，BG<315!2）；无 M 型 -#$ 酶

活性的逆转录酶（+K)5>+!>0)1., -3675 MN -5O5>75
.>637!>0)1675，I0=5 .5!23<G<4057）。

!"$ 毒腺组织总 %&’ 的提取 取液氮保存的

毒腺组织（*PP C &PP 84），用 .>0F<G 试剂提取总

-#$。具体操作按 H0(!< 公司 .>0F<G 试剂盒说

明书进行。总 -#$ 提取后，溶于无 -#$ 酶的

水中，经琼脂糖凝胶电泳及紫外分光光度计测

定其 $’?P和 $’EP鉴定质量后，保存于 N EPQ冰箱

备用。

!"( )*’%+ %’,- ./&’ 文库的构建 实验

操作基本按 +,$-.., !"#$ I0(>6>J B<371>K!10<3
L01 说明书进行。在 PR’ 8G 的反应管中加入 *

!G -#$ 提取样品（约 PR9!4），按说明书加入相

应试剂及引物，反转录合成第一链 !"#$，并采

用 I"@AB-（G<34@;07163!5 AB-）技术合成第二链

!"#$。反应在 ,S A.B@’PP 热循环仪上进行。

循环参数如下：%9Q预变性 T 803，%9Q T9 7，
?EQ ? 803，循环数为 ’9。循环结束后，取 9!G
反应产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。

!"0 !12.345 基因的 06末端序列的克隆

!"0"! "@6!103 基因的 9:-$BU 从 H53V63W 中下载

的蜜蜂 !"#$ %&’’#(&)*（H53V63W3<X：Y, *%**?E）、剑尾

蝾螈 +,-."$ &-$#/*01*（H53V63W3<X：$V TTDP%*）、蛇

鳄龟 +2&’,1)* $&)"&-3#-* $&)"&-3#-*（H53V63W3<X：$Z
9&T%T?）、鸡 4*’’0$ 5*’’0$（H53V63W3<X：#, ’P99TE）、

小家鼠 60$ %0$/0’0$（H53V63W3<X：Y, #,PPD*%*）

的"@6!103 序列合并，用 BI[+.$I Y［%］进行序列比

对，选取保守序列设计引物 A6!1：9:@H$B .$B B.B
$.H $$H $.B B. @*:。以少棘蜈蚣毒腺 !"#$ 文

库为模板，通过 +,$-..,!"#$ I0(>6>J B<371>K!10<3
L01（BG<315!2）提供的引物 A\：9:@$.. B.$ H$H HBB
H$H HBH HBB H$B $.H@*:和作者设计的引物 A6!1
扩增"@6!103 基因 !"#$9:端序列。聚合酶链式反

应在 ,S A.B@’PP 型 AB- 仪上进行，循环参数如

下：%9Q预变性 9 803，%9Q *P 7，9DQ *P 7，D’Q &P
7，循环数为 *P，循环结束后 D’Q延伸 D 803。

!"0"# AB- 产物的纯化和序列测定 AB- 产

物用 "#$ 45G 5]1>6!10<3 W01 试剂盒（\0164535）经

切胶纯化后，由上海申能博彩生物科技有限公

司测序。

!"0"$ "@6!103 基因的序列分析 将本研究获

得的少棘蜈蚣"@6!103 基因 !"#$9:端序列（9%%
()）与从 H53V63W 中下载的海扇贝 7’*/."&/3&-
%*5&’’*-#/0$（#<X：[ 99P&?）、滨螺 8#33.)#-* ’#33.)&*

（#<X：$^ P%%T9T）、黑背陆地蟹 4&/*)/#-0$ ’*3&)*’#$
（#<X：I D?%&*）、!"#$ %&’’#(&)*、+,-."$ &-$#/*01*、

+2&’,1)* $&)"&-3#-* $&)"&-3#-*、4*’’0$ 5*’’0$、60$
%0$/0’0$ 的"@6!103 序列合并，用BI[+.$I Y［%］进行

序列比对。用 ,UH$ 软件［TP］中基于 L08K6> 双参

数模型的邻接法（#5042(<> _<03034，#S）构建上述物

种的系统发生树。
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! 结 果

!"# 总 $%& 的提取 总 !"# 提取后，紫外分

光光度计测定其 #$%& 和 #$’&，#$%& (#$’& 为 )*’+。

电泳检测，可见条带以 $’, -!"# 和 )’, -!"#
为主（图 )：#），表明所提 !"# 纯度较高，完整

性较好，可用于 ,.#!/ !#01 23"# 文库的构

建。

!"! ’(&$) $&*+ ,-%& 文库的构建 琼脂

糖凝胶电泳结果显示（图 )：4），构建的 ,.#!/
!#01 23"# 文库中，全长双链 23"# 群体长度

主要为 5&& 67 以上，大于 $ &&& 67 的区域尚有

很长拖尾。中间有几条高丰度 8!"# 亮带。

图 # 少棘蜈蚣毒腺总 $%&（&）和双链 ,-%&（.）

的琼脂糖电泳检测

/012# &134567 178 787,945:;547606 5< 95938 $%& 5<
=7>5? 183>@（&）3>@ @5AB87 693>@7@ ,-%&（.）

<45? !"#$#%&’()* +,-+%.’.%&+
.：3"# 分子量标记

.：3"# 89:;2<:=- >;?@AB 8=-C;-

!"C !D3,90> 基因 EF$&*+ 片段的获得 通过 5D
!#01 获得的!E=2B?F 基因片段经切胶纯化，在

琼脂糖电泳时可见一条清晰的约 %5& 67 条带

（图 $）。测序得到 5G’ 67 的序列，包含 5H% 67
的开放阅读框，推导的氨基酸序列包括 )’$ 个

氨基酸残基（图 +）。氨基酸序列经与蛋白质公

共数据库 ,>?II7-9B 比对、分析，发现与蜜蜂 !"#$
%&’’#(&)* 的同源性最高，为 G%J。

图 ! 少棘蜈蚣!D3,90> 基因 EF$&*+ 产物

/01"! EF$&*+ :45@A,96 5<!D3,90> 17>7 <45?
!"#$#%&’()* +,-+%.’.%&+

.：3"# 分子量标记；)：目标条带

.：3"# 89:;2<:; >;?@AB 8=-C;-；)：B=-@;B;K 6=FK

在基于!E=2B?F 基因 23"#5D端序列（5G’ 67）重

建的系统发生树（图 H）中，少棘蜈蚣与蜜蜂最先

聚在一起，显示出相对较高的亲缘关系。此外，

在系统树中，无脊椎动物位于树的基部，较早分

化，而脊椎动物则处于系统树的末端，分化较

晚。

C 讨 论

对中药蜈蚣的研究表明，其具有抗惊厥、抗

炎、抗肿瘤和抗衰老等作用，对心血管系统和免疫

功能也有一定的影响［))］。但蜈蚣的药用研究主要

处于整体用药和基本成分的分离鉴定及生物活性

测定阶段。蜈蚣毒无论是化学组成还是药理作用

都与蜈蚣全虫的有所不同［)$］。对蜈蚣毒素的组

成、生物学活性和作用机理研究以及综合开发利

用尚未形成规模，其研究远远落后于蛇、蝎、蜂、蜘

蛛等其它有毒动物的毒素［)+，)H］。

韩国 ,9AF 构建的是少棘蜈蚣全虫 23"# 文

库，以而本实验的目的是在将来的工作中获取毒

蛋白质或多肽的基因，无疑毒腺里此类基因的丰

度较高，所以作者首次构建了少棘蜈蚣毒腺

23"# 文库，为从毒液中分离纯化蛋白质及多肽

后，利用基因工程手段重组蛋白质或多肽奠定基

础，亦为将来从蜈蚣毒中开发出抗衰老、镇痛、麻

醉、抗菌和杀虫药物，开发生物学和医学研究中

的工具试剂（或工具酶）等做准备。

·+·+ 期 任文华等：少棘蜈蚣毒腺 !#01 23"# 文库的构建及!E=2B?F 基因的克隆与序列分析



图 ! 少棘蜈蚣!"#$%&’ 基因 $()*+,端序列及推导的氨基酸序列

-&./! $()* +,"0’1 20340’$0 #’1 1014$01 #5&’6 #$&1 20340’$0 67!"#$%&’ .0’0 7865 !"#$#%&’()* +,-+%.’.%&+

图 9 基于!"#$%&’ 基因 $()*+,端序列重建的几种动物的 ): 分子系统树

-&.;9 <=>?6.0’0%&$ %800 67 20@08#? #’&5#? 2A0$&02 80$6’2%84$%01 B> )0&.=B68"C6&’&’.（):）#?.68&%=5 B#201 6’
$()* +,"0’1 20340’$0 1#%# 67!"#$%&’ .0’0

!"# $%&"’( )*)+（,-）&./0 12 3/4&#"’( 05167"#"4$0$# 8/(0".9$

通过 :;< 技术，我们成功地从少棘蜈蚣的

9=,> 文库中扩增出!6"90/. 基因 9=,> +?端部

分序列。通过 :;< 产物的序列测定和分析，显

示所获得的扩增产物的确来自少棘蜈蚣的!6

"90/.。序列变异比较发现，少棘蜈蚣的!6"90/.
与蜜蜂的同源性最高。在基于 3/4&"# 双参数

模型的 ,- 系统发生分析中，少棘蜈蚣也首先与

蜜蜂聚为一支，同时无脊椎动物和脊椎动物分

·@· 动物学杂志 !"#$%&% ’()*$+, (- .((,(/0 @) 卷



别组成单系，从而较为正确地反映这些物种的

系统发生关系，可见，!!"#$%& 可作为生物物种进

化的分子标志，值得进一步研究。这些均表明，

本研究构建的文库，完全可以满足目的基因的

克隆及其进一步比较分析的需要。
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由于工作关系，该书作者对珍稀野生动物和许多拯救它们的“辛德勒”都非常熟悉。因此，该书内容在科学性、

知识性、纪实性、趣味性等方面都有很好的表述，文字清新引人、生动畅达，该书图文并茂，彩色照片的比重超过’\/，

其中大部分作品都是科学家在野外拍摄的，充分展现了野生动物雄健优美的体态和丰富多彩的生活习性以及科学

家在野外工作时的风采，因而具有珍贵的科学史料价值和艺术魅力。

马勇（中国科学院动物研究所）
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