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日本蝮蛇蛇毒碱性磷脂酶 A2 同源物的分离及鉴定 3
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Purif ication and characterization of phospholipase A2 homologue from the manushi

( Agkist rodon blomhof f ii ussurensis) snake venom3

YAN G Wei　BAO Yong2Ming33　DUAN Yan2Long　An Li2Jia
( Depart ment of Biochemical Engi neeri ng , Dalian U niversity of Technology , Dalian　116024 , Chi na)

Abstract　We purified and characterizated a phospholipase A2 homologue from A gkist rodon blom hof f ii ussurensis snake
venom. We used Hitrap SP cation exchange and Superdex 75 columns chromatography to obtain a basic protein , used
SDS2PA GE to analyse molecular mass , and IEF ( Isoelectric focusing electrophoresis) IEF to identify isoelectric point .
The molecular mass was 16 kDa , and the isoelectricpoint was 8156. We detected its phospholipase A2 activity on egg yolk
phospholipids , hemolytic activity on washed erythrocytes , and anticoagulant effect on pig platelet2rich plasma , as well as
the N2terminal sequence with protein sequencer. The results showed that it had no phospholipase A2 activity and hemolytic
activity , but had obvious anticoagulant effect on in vit ro. The N2terminal sequence (21 amino acid residues) compared
with other phospholipases A2 demonstrated that the protein was homogenous with BPLA2s from A gkist rodon halys Palls

[ Acta Zoologica S inica 49 (5) : 704 - 707 , 2003 ] .
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　　磷脂酶 A2 ( Phospholipase A2 , PLA2) 能特异

水解磷酸甘油酯的 sn22 位脂酰键 , 生成溶血磷脂

和脂肪酸 (张海龙等 , 2000) , 这种酶几乎存在于

所有蛇的毒液中。因蛇的种类及生活环境的不同 ,

PLA2的结构和功能也有很大的差异。目前 , 根据

第 49 位氨基酸的不同 , PLA2 又可以分为 Asp49

PLA2和 Lys49 PLA2 两种类型 , 前者有明显的

PLA2水解活性 , 而后者没有或活性很低 , 所以又

把它称为 Lys49 PLA2 同源物 (Li et al . , 1994) 。

此外 , Krizaj et al . ( 1991) 还从 V ipera am2
modytes蛇毒中分离出了 Ser49 PLA2 同源物。孙明

忠 (1999) 和李伟国 (2001) 等曾分别从日本蝮蛇

( A gkist rodon blom hof f ii ussurensis ) 粗毒中分离提

纯出有酶水解活性的 PLA2 , 但还没有研究报道从

该蛇毒中分离出无酶活性的 PLA2 同源物。本文报

道的是从日本蝮蛇粗毒中分离得到一种碱性 PLA2

同源物 , 并对该蛋白质的生物活性进行了研究。

1　材料和方法

111　材料和仪器

日本蝮蛇粗毒购自吉林辉南县蛇园 , Hit rap

SP阳离子交换柱、Superdex 75 凝胶过滤介质及

∋ KTA Explorer 100 蛋白质层析仪均为 Amersham

Pharmacia Biotech 公司产品 , 等电聚焦电泳仪

D YY2Ⅲ型水平电泳槽为北京六一仪器厂产品 , 卵

磷脂购自上海百泰化学科技有限公司 , 其它试剂均

为分析纯试剂。

112　蛋白质的分离和纯化

取粗毒 011 g溶于 1 ml 10 mmol/ L p H 712 的

Tris2HCl 缓冲液 A 中 , 上样到用同样的缓冲液平

衡的 5 ml Hitrap SP阳离子交换柱上 , 然后用 B液

(A液中加入 1 mol/ L KCl) 梯度洗脱 , 得到 5 个



峰 , 将峰 4收集并用 10 kDa截留量的超滤膜超滤

浓缩 , 浓缩样品上样到 Superdex 75 (60 cm ×116

cm) 柱 , 凝胶过滤平衡液为 50 mmol/ L Tris2HCl ,

50 mmol/ L KCl , p H 712 , 收集目的峰 423 , 经浓

缩、脱盐、冻干保存。

图 1　日本腹蛇 PLA2 同源物的分离和纯化

Fig. 1 　Separation and purif ication of phospholipase A2 homologue from Agkist rodon blomhoff ii ussurensis snake venom

a. 日本蝮蛇粗毒的 Hitrap SP阳离子交换层析图谱 (Cation exchange chromatogram of the crude venom from A gkist rodon blom hof f ii ussurensis

snake on Hitrap SP column) 　b. 阳离子交换层析得到的峰 4 再经 Superdex75 凝胶过滤得到的层析图谱 ( Superdex 75 gel filtration chro2

matogram of peak 4 from cation exchange chromatography)

113　分子量和等电点的测定

按照 Laemmli (1970) 的方法 , 利用 SDS聚丙

烯酰胺凝胶电泳 ( SDS2PA GE) , 测定该蛋白质的

分子量 , 参照夏其昌 (1999) 薄层等电聚焦电泳法

( Isoelectric focusing electrophoresis , IEF) 测定等电

点。

114　N末端序列分析

N末端 21个氨基酸序列由军事医学科学院测

定。

115　PLA2活性的测定

采用 Kawauchi et al . ( 1971) 的方法加以改

良 , 称取卵磷脂 1 g , 用少量的乙醚溶解 , 加双蒸

水 20 ml , 25℃水浴真空蒸发 10 min除乙醚 , 再加

双蒸水 20 ml , 置于超声波发生器中冰浴乳化 40

min , 加 0105 mol/ L 脱氧胆酸钠 2 ml , 015 mol/ L

CaCl2 2 ml , 215 mol/ L NaCl 4 ml , 加水至 90 ml ,

用 0102 mol/ L KOH调 p H至 812 , 定容至 100 ml ,

以此作为底物。测活时取 12 ml 新鲜配制的底物 ,

搅拌 , 加入 PLA2 的同时计时 , 用 0102 mol/ L

KOH中和水解产生的脂肪酸 , 维持 p H 812 , 根据

每毫克 PLA2消耗 KOH的速度求出 PLA2的活力。

116　抗凝血活性的测定

取新鲜的枸橼酸钠抗凝猪血 , 1 000 g离心 10

min , 得富含血小板血浆 ( PRP) , 取 PRP 015 ml ,

与 011 ml 含不同浓度的分离 PLA2 同源物 (011 ,

012 , 014 或 016 g/ L ) 的 PBS 溶液 37℃孵育 10

min , 加入 011 ml 0125 mol/ L CaCl2 , 记录凝血时

间。

117　间接溶血活性的测定

新鲜猪血的红细胞经生理盐水洗涤 3次 , 每次

4 000 r/ min离心去上清。称取 50 mg卵磷脂悬浮

于 50 ml含 10 mmol/ L Ca2 + , 9 g/ L NaCl , p H 712

的 10 mmol/ L Tris2HCl 缓冲液中 , 超声处理 30

min使其乳化 , 加红细胞达体积比为 5 % , 混匀。

活性测定时 , 每次取 1 ml 溶液 , 加不同浓度的分

离蛋白质 37℃孵育 15 min , 4 000 r/ min 离心 5

min , 取上清测 OD540 , 以 1 % TritonX2100 全溶血

为 100 %溶血率 , 按溶血的百分比计算溶血度。

2　结　果

211　PLA2同源物的分离纯化及鉴定

日本蝮蛇粗毒经 Hitrap SP阳离子交换分离得

到 5个峰 (图 1 : a) , 将峰 4浓缩后经 Superdex 75

凝胶过滤得到目的峰 423 (图 1 : b) , 收集目的蛋

白质。该蛋白经 SDS2PA GE检测为一条带 , 分子

量为 16 kDa左右 (图 2 : a) 。经等电聚焦检测 , 其

等电点为 8156 (图 2 : b) 。
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图 2　日本蝮蛇蛇毒 PLA2 同源物的电泳分析

Fig. 2 　Electrophoresis analysis of phospholipase A2 homologue from Agkist rodon blomhoff ii ussurensis venom

a. SDS2PAGE (12 %) 　1 : 标准分子量蛋白 (Standard molecular mass proteins) 　2 : PLA2同源物 ( PLA2 homologue) 　b. 等电聚焦电泳

( Isoelectricfocusing electrophoresis) 　1 : 标准等电点蛋白 (Standard isoelectric point proteins) 　2 : PLA2同源物 ( PLA2 homologue)

212　PLA2活性及溶血活性

按照 Kawauchi et al . (1971) 的方法 , 以卵磷

脂为底物 , 检测不到 PLA2 的活性 (蛋白质量已加

到 1 mg) , 也不能检测到溶血活性。

213　抗凝血活性

日本蝮蛇 PLA2 同源物在较低浓度 (011 mg/

ml) 时 , 对复钙时间略有降低 , 但当浓度高于 012

mg/ ml时 , 随 PLA2同源物浓度的增加 , 复钙时间

延长 (图 3) 。

图 3　日本蝮蛇蛇毒 PLA2 同源物的抗凝血作用

Fig. 3 　The anticoagulant effect of phospholipase A2

homologue from Agkist rodon blomhoff ii ussurensis

3　讨　论

　　日本蝮蛇 PLA2同源物 N末端序列分析结果为

SLLQFR KM IKKM TGKEPVVSY, 与江浙蝮蛇中

分离出的碱性磷脂酶 A2 N端 21个氨基酸残基序列

完全 相 同 (潘 华 等 , 1996 ) , 与 烙 铁 头 蛇

( T ri meresurus m ucroquam at us ) 蛇毒 TMPB 的同

源性为 8517 % (Xu et al . , 1999) ,但与烙铁头蛇毒

PA2B-TRIMU ( Lys49 PLA2 ) 的 同 源 性 较 低

(5214 %) (Angulo et al . , 2002) (表 1) 。

表 1　日本蝮蛇蛇毒 PLA2 同源物与其它几种 PLA2 的

序列比较

Table 1　N2terminal amino acid sequence of PLA2

homologue from Agkist rodo blomhoff ii ussurensis

compared with several other PLA2s

PLA2的来源

( PLA2 source)

N末端氨基酸残基序列

(N2terminal sequence)

同源性

(Similarity)

1 SLLQFRKMIK　KMTGKEPVVSY 100 %

2 SLLQFRKMIK　KMTGKEPVVSY 100 %

3 NLLQFRKMIK　KMTGKEPILSY 8517 %

4 SL IEL GKMIF　QETGKNPV KN Y 5214 %

1 : 日本蝮蛇 PLA2 同源物 ( PLA2 homologue from A gkist rodon

blom hof f ii ussurensis) 　2 : 江浙蝮蛇 BPLA2 (BPLA2 from A gk2

ist rodon halys Pallas ) 　 3 : 烙 铁 头 蛇 TMPB ( TMPB from

Tri meresurus m ucroquamat us ) 　 4 : 烙 铁 头 蛇 PA2B- TRIMU

( PA2B- TRIMU , Tri meresurus m ucrosquamat us ) ( Angulo et al .

2002)

　　近些年来 , 人们已从多种蛇毒中分离出 Asp49

PLA2和 Lys49 PLA2 的同源物 , 并对它们的一级

结构及酶活性质进行了研究 , 目前普遍认为 PLA2

的酶活性与 Ca2 +的结合环的形成有关 , 当第 49位

的天冬氨酸被赖氨酸替代 , 破坏了 Ca2 +结合环的

形成及钙的结合 , 因此影响了 PLA2 的酶水解活性

(Angulo et al . , 2002 ; de Sousa et al . , 1998) 。我

们从日本蝮蛇蛇毒中分离出的 PLA2 同源物与江浙
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蝮蛇的 PLA2有很高的同源性 , 但没有 PLA2活性 ,

原因可能是结合钙的关键氨基酸残基改变所致。

PLA2的抗凝血活性是否与酶活性有关一直存

在着争论 , 一些研究认为 PLA2 活性与抗凝血活性

有关 , 因为对 His48烷基化修饰可以使 PLA2 酶活

性和抗凝活性都大幅度下降 (Díaz2Oreiro et al . ,

1997) , 有些无 PLA2活性的 PLA2同源物 , 也无抗

凝血活性 (Angulo et al . , 2000) ; 但也有一些研究

认为 , PLA2的抗凝血活性位点与酶的催化位点相

互独立 (Soares et al . , 2001) 。从日本蝮蛇中分离

出的 PLA2同源物没有 PLA2活性 , 但有明显的抗凝

血活性 , 能够显著地延长血浆的复钙时间 , 这一结

果也证实了存在单独的抗凝血活性位点。
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