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摘要　为了从织锦芋螺 (Conus tex tile)中尽可能多地分离出 Ο家族的毒素序列和研究其应用价值,

在克隆了织锦芋螺 Α芋螺毒素的基础上进行了织锦芋螺 Ο家族芋螺毒素基因的分离工作. 从织锦

芋螺毒管中提取m RNA , 通过RA CE (rap id am p lif ica t ion of cDNA ends, cDNA 末端的快速扩增) 2
PCR 方法扩增获得 Ο家族芋螺毒素 cDNA 片段, 并进行克隆和序列分析. 从织锦芋螺毒液中获得

了6种新的芋螺毒素序列, 且毒素序列的成熟肽部分均符合C- C- CC- C- C 的保守半胱氨酸框

架. 这些是新的 Ο家族芋螺毒素序列, 新序列的阐明为进一步研究其生物活性和应用打下了基础.
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Abstract　Om ega2cono tox in s are specif ic b lock s of vo ltage2sen sit ive ca lcium channels, and a
group of m o st im po rtan t tox in s of cono tox in s. R ecen t stud ies have found tha t there are m o re than
ten sm all pep t ides w ith b io log ica l act ivity from Conus tex tile venom duct. Bu t, on ly severa l of them
have been sequenced. O b ject ive is to ob ta in new cono tox in sequences from Conus tex tile p icked
from sou th ocean of ou r coun try and study the po ten t ia l u sage of cono tox in. U sing p rim ers co rre2
sponding to con served signa l pep t ide coding reg ion and o ligo (dT ) w h ich bound to the po ly (A )

tracts on eukaryo t ic m RNA , and om ega2cono tox in coding cDNA w as RA CE2PCR am p lif ica ted.
Six new cono tox in sequences w ere found. T he p red icted m atu re pep t ide sequences belonged to
con served cysteine fram e: C2C2CC2C2C. A num ber of new cono tox in s w ere sequenced and th is set
the foundat ion fo r fu rther invest iga t ing their b io log ica l act ivity and app lica t ion.
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　　芋螺是一类海洋软体动物, 属腹足纲前鳃亚纲

芋螺科, 主要通过其毒液快速麻痹被捕者来获取食

物. 芋螺根据其食性可分为三类: 食鱼性、食螺性和

食虫性芋螺, 其中食鱼性芋螺的毒素对人和哺乳动

物毒性较大. 其毒性都能专一地阻断神经2肌肉系统

的关键传导部位, 如作用于神经或肌肉的乙酰胆碱

受体 (Α芋螺毒素)、钙通道受体 (Ξ 芋螺毒素) 和钠

通道受体 (Λ、∆和 ϑ芋螺毒素) 等. 其中 Ξ 芋螺毒素

有专一性阻断电压敏感型钙离子通道的作用[ 1 ] , 从

而影响神经末梢递质的释放, 目前已在研究其在缺

血性神经保护[ 2 ]和治疗顽固性疼痛[ 3 ]中的作用.

对不同芋螺的芋螺毒素 cDNA 文库筛选工作

表明, 不同芋螺的 Ξ, ∆, 和 Λ芋螺毒素成熟肽虽然除

了半胱氨酸保守外. 其余氨基酸变异极大, 但其信号

肽序列却十分保守. F ig. 1是目前文献报道的从不同

种芋螺中得到的几种不同芋螺毒素的 cDNA 序列.

可见信号肽编码部分除了个别位置存在多态性外,

其余位置十分保守, 这就为我们采用 RA CE ( rap id

am p lif ica t ion of cDNA ends, cDNA 末端的快速扩

增)方法分离 Ο家族芋螺毒素序列提供了可能.



F ig. 1　N ucleic acid sequences of signal pep tide of know n cono tox in

　　织锦芋螺虽属食螺性芋螺, 但其对人也有较大

毒性, 历史上曾有记载因织锦芋螺对人的叮咬而中

毒死亡的实例. R 1N ew com b 等人曾采用传统的生

化分离手段发现织锦芋螺毒液中含有数十种毒

素[ 4 ] , 但他们未能阐明其序列和生物活性. 目前从织

锦芋螺中已分离到了两种新的 Α芋螺毒素序列和6

种新的 Ο家族芋螺毒素. 与已知织锦芋螺中的 Ο家
族芋螺毒素 T xÉ A、T xÉ B、T xÏ、T xÎ A、T xÏ A、

KK20、KK21、KK22等相比, 序列成熟肽部分具有相

同的半胱氨酸框架 (C - C- CC - C- C). 本文主要

报道采用RA CE2PCR 方法从我国南海产织锦芋螺

毒管 cDNA 中获得 Ο家族芋螺毒素序列的初步结

果.

1　材料和方法

111　织锦芋螺: 采自我国海南三亚, - 70℃保存.

112　m RNA 的分离: 采用 Invit rogen 的 Fast T rack

2. 0 k it m RNA Iso la t ion K it.

113 　反转录: 采用 Pharm acia B io tech 的 T im e

Saver cDNA Syn thesis K it 试剂盒, 反转录引物

RA P 5′端加上人工设计的引物与 m RNA 3′端

Po lyA 配对, 随后 PCR. 在94℃ 4 m in 后, 采用逐步

退火法, 从65℃到42℃, 使引物与m RNA 完全退火,

并在42℃时加AM V R T 反转录酶进行反转录反应.

RA P　引物: 5′2GGCCA CGCGTCGA CTA GTA CT (18)

(GöA öC)N 23′

114　PCR 引物: 分别与 Ο家族芋螺毒素的信号肽

编码部分和 cDNA 3′末端人工加上去的引物配对.

PO 5: 5′2TA T GAAA CT GA CGT G (CöT ) (A öG )

T G23′, 对应信号肽编码部分;

UA P 引物: 5′2GGCCA CGCGTCGA CTA GTA CT 2
3′, 同RA P 引物的人工合成部分均由本所合成.

115　所用工具酶和其它实验材料: T aq DNA 聚合

酶和V en t DNA 聚合酶分别购自华美生物工程公司

和B ioL ab s 公司; T 载体连接试剂盒, 购自 P rom ega

公司; 限制性内切酶 S ac É 和A p a É 均为 G IBCO

公司产品. 大肠杆菌DH 5Α为本组保存.

116　PCR 扩增[10 ]: 按常规反应条件, 反应体积为20

Λl. 采用热启动, 之后进行 PCR 扩增反应. 循环参数

为94℃变性4 m in 后, 94℃ 30 s, 50℃ 30 s, 72℃ 30

s, 共25个循环.

耐热DNA 聚合酶采用 T aq÷V en t= 100÷1, 以提

高忠实性.

117　PCR 产物的纯化: 采用 P rom ega 的W izard

PCR P rep s K it 纯化 PCR 产物, 供连接用.

118　PCR 产物的连接: 与 T 载体在4℃连接过夜.

之后转化到大肠杆菌DH 5Α感受态细胞, 筛选氨苄

抗性菌落, 质粒提取和酶切鉴定参照文献[11 ]进行.

119　克隆质粒D NA 的纯化: 采用Q IA GEN 公司

的Q IA p rep Sp in M in i K it 质粒纯化试剂盒纯化克

隆质粒以供序列分析.

1110　克隆质粒的测序: 采用A pp lied B io system s

373A DNA Sequencer 进行DNA 自动序列分析.

2　结　　果

211　O 家族芋螺毒素基因的 PCR 扩增

据文献报道, 从不同芋螺中分离的 Ο家族芋螺

毒素基因的信号肽序列具有保守性, 其 cDNA 可以

采用针对这些保守区域设计的引物来扩增. 我们首

先采用 P05引物与 dT 18扩增, 确实能够得到约400

bp 的产物, 说明反转录是成功的, 但扩增产物特异

性不高, 同时存在大量非特异产物, 而且 PCR 条件

也不好掌握, 于是采用 RA CE (cDNA 末端快速扩

增) 2PCR 方法, 在50～ 65℃之间退火即可得到特异

产物, 如 F ig. 2. PCR 产物经纯化后连接到T 载体中

去供测序分析.
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F ig. 2　A garo se gel electropho resis of RA CE2PCR p roducts

of cDNA

1: N egative contro l; 2: RA CE2PCR p roduct (cDNA ) ;

3:M arker: DNA pBR 322öB stN É

212　PCR 产物的克隆和测序

一共分析了18个克隆, 得到6种新的成熟肽毒素

序列, 其信号肽和原肽序列相对保守, 但成熟肽序列

变化较大1F ig. 3给出了经翻译后的蛋白序列, 和推

测的加工后的成熟肽序列, 除4种毒素只测到一个克

隆外, 其余2种毒素序列都由4个以上克隆编码, 尤其

是毒素 T x01, 由10个克隆产生, 所测克隆中有一半

编码的是该毒素, 可能这种毒素的m RNA 在芋螺毒

管中含量较高.

从 F ig. 3看这些毒素序列都有两个共同的特

点: 1) 含有大量的疏水性氨基酸, 故疏水性较强; 2)

与从食鱼性芋螺中得到的毒素序列相反, 它们通常

不带正电荷, 反而带负电, 这与M 1Fainzilber 等报

道的从织锦芋螺中分离的 Ξ芋螺毒素 T xÏ 相似[ 7 ].

F ig. 3　P ro tein sequences deduced from the cDNA sequences and the p redicted sequences of signal pep tide, p ro2pep tide and m a2

tu re pep tide

　　F ig. 4是文献报道的从织锦芋螺中获得的 Ο家族芋螺毒素, 可见新的芋螺毒素与之具有相同的半胱氨酸

框架.

F ig. 4　T he p reviously know n m ature pep tide sequences of Ο2fam ily cono tox in from Conus tex tile

558第6期 于　芳等: 织锦芋螺 Ο家族芋螺毒素的序列分析 　



3　讨　　论

在 PCR 扩增中, 会有错误参入, 我们将 T aq

DNA 聚合酶和V en t DNA 聚合酶按100÷1混合参入

反应, 能够提高 PCR 反应的忠实性. 其次, 采用的

PCR 反应的循环参数不超过25个循环, 加上cDNA

片段很短, 也降低了错误参入的概率. 从实验结果可

以看出, 不同批次 PCR 扩增产物得到的序列完全一

样, 说明获得的序列具有较高的可信度.

已有芋螺毒素 cDNA 序列告诉我们, 其信号肽

和原肽编码部分相对保守, 成熟肽变化较大, 这为我

们采用RA CE 方法提供了方便. 但我们不能肯定所

设计的引物 P05能够扩增织锦芋螺所有的 Ο家族芋

螺毒素1就从文献报道新发现的 Ο家族 cDNA 的序

列来看仍未超出我们所设计的引物范围. 因此, 信号

肽编码尽管保守, 但与别的芋螺 Ο家族芋螺毒素信

号肽序列和原肽序列比较, 它仍是特定种芋螺毒素

的标签.
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