
书书书

·３６４　　 ·
第二军医大学学报　２０１０年４月第３１卷第４期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｐｒ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．４

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．００３６４ ·论　著·

尖吻蝮蛇蛇毒金属蛋白酶ｃＤＮＡ序列抗原位点分析及免疫保护效果观察

张志晓１，２，杨　彦３，叶锋平２，范泉水２，李东江４，张　希５，符云新１，郑　颖２，６

１．云南大学生物资源保护与利用重点实验室，昆明６５００９１

２．成都军区疾病预防控制中心军事医学研究所，昆明６５００３２

３．成都军区疾病预防控制中心博士后科研工作站，昆明６５００３２

４．云南农业大学农学与生物技术学院，昆明６５０２０１

５．云南大学现代生物学研究中心，昆明６５００９１

６．中国协和医科大学医学生物学研究所，昆明６５０１１８

　　［摘要］　目的　采用生物信息学方法分析尖吻蝮蛇蛇毒金属蛋白酶ｃＤＮＡ序列的关键抗原位点，并观察根据这些位点
设计合成的新型免疫原的免疫保护效果。方法　扩增尖吻蝮蛇蛇毒金属蛋白酶ｃＤＮＡ序列，采用Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ方法和
ＣｌｕｓｔａｌＸ软件结合的生物信息学方法分析其抗原位点，人工合成筛选的抗原位点序列，并连接到ｐＩＲＥＳｎｅｏ表达载体，３次（０、

２、４周）对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠进行核酸免疫，ＥＬＩＳＡ法测定免疫后机体抗体水平，出血中和实验和攻毒实验初步观察其免疫保护效

果。结果　生物信息学方法分析得到６个关键抗原位点（ＭＰＡ－１ＭＰＡ－６）；ＥＬＩＳＡ法检测抗血清结果表明，抗原位点序列
诱导小鼠产生的抗血清相对未免疫的小鼠血清稀释１００倍后仍能表现出阳性结果；出血中和实验和攻毒实验表明，将抗原位

点序列免疫小鼠可以诱导机体产生免疫反应，使体内产生抗体，能有效中和蛇毒，从而对尖吻蝮蛇蛇毒引起的出血有防护作

用。结论　用生物信息学方法成功获得尖吻蝮蛇蛇毒金属蛋白酶ｃＤＮＡ序列的６个关键抗原位点，针对这些位点设计合成
的新型免疫原展示出初步免疫保护效果。

　　［关键词］　生物信息学；尖吻蝮蛇；蛇毒液类；表位；抗蛇毒素类
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　　尖吻蝮蛇（Ｄｅｉｎａｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎａｃｕｔｕｓ，Ａｇｋｉｓｔｒｏ

ｄｏｎａｃｕｔｕｓ）血循毒主要成分为蛇毒金属蛋白酶

（ｓｎａｋｅｖｅｎｏｍ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＳＶＭＰ），根据其

ｃＤＮＡ序列和蛋白结构可分为４类：ＰⅠ类仅含金属

蛋白酶域，ＰⅡ类含金属蛋白酶域和去整合素域，ＰⅢ
类含金属蛋白酶域、去整合素域和富半胱氨酸域，Ｐ

Ⅳ类在ＰⅢ类基础上增加了二硫键连接的Ｃ型凝集

素域［１］。本研究对能引起严重出血的尖吻蝮蛇蛇毒

金属蛋白酶ｃＤＮＡ序列进行分析，筛选导致出血的

关键抗原位点，并根据分析结果尝试制备针对性抗

原，观察免疫效果，为抗蛇毒血清的制备奠定基础。

１　材料和方法

１．１　金属蛋白酶ｃＤＮＡ扩增、重组克隆及测序　将

２条尖吻蝮蛇（产于广东）断头取出毒腺，立刻置于液

氮罐中保存。取出冻存的部分尖吻蝮蛇毒腺置于液

氮中研磨成粉状，总ＲＮＡ提取按照ＴＲＩｚｏｌ试剂盒

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）说明书进行。反转录反应按

照３′－ＦｕｌｌＲａｃｅＣｏｒｅＳｅｔＶｅｒ２．０试剂盒（大连宝

生物公司）说明书进行。用于扩增金属蛋白酶ｃＤ

ＮＡ序列的上游引物根据不同来源的金属蛋白酶

ｃＤＮＡ序列起始密码子附近保守序列设计，序列为：

５′－ＡＴＧＡＴＹＳＡＡＧＴＴＣＴＣＴＴＧＧＴＲＡ－３′，

下游引物为试剂盒自带引物。反应条件：９４℃预变

性３ｍｉｎ；然后９４℃变性３０ｓ、５５℃退火３０ｓ、７２℃延

伸１ｍｉｎ进行３０个循环；最后７２℃终末延伸１０

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，用胶回收试

剂盒（北京百泰克公司）进行回收后，与ｐＭＤ１９－Ｔ
载体（大连宝生物公司）在１６℃连接数小时，转入

ＤＨ５α感受态细胞（北京百泰克公司），在含有氨苄

青霉素（１００μｇ／ｍｌ）的ＬＢ平板上３７℃培养过夜后，

挑取阳性克隆送交上海生工生物工程技术服务有限

公司进行测序。

１．２　生物信息学方法进行抗原位点分析　采用

Ｂｌａｓｔ搜索ＧｅｎＢａｎｋ中尖吻蝮蛇的 ｍＲＮＡ序列；从

前期测定的序列和ＢＬＡＳＴ得到的尖吻蝮蛇序列中，

各取出ＰⅠ、ＰⅡ、ＰⅢ类的２条代表序列，以Ｊａｍｅｓｏｎ

－Ｗｏｌｆ方法对抗原位点进行预测；采用ＣｌｕｓｔａｌＸ
软件将前期测定的序列与ＢＬＡＳＴ得到的尖吻蝮蛇

全部序列进行序列比对，分析其抗原位点；将得到的

所有抗原位点串联并在５′端加入ＮｏｔⅠ酶切位点，３′
端加入ＢａｍＨ Ⅰ酶切位点，５′端酶切位点后加入启

动子，经过密码子优化后，交上海生工生物工程技术

服务有限公司进行序列人工合成。

１．３　质粒免疫小鼠　将人工合成的序列进行

ＮｏｔⅠ／ＢａｍＨⅠ双酶切，胶回收纯化后与同样双酶

切的真核表达载体ｐＩＲＥＳｎｅｏ（本室保存）回收产物

用Ｔ４ＤＮＡ连接酶（大连宝生物公司）于１６℃连接过

夜，转化到 ＤＨ５α感受态细胞，在含有氨苄青霉素

（１００μｇ／ｍｌ）的ＬＢ平板３７℃培养过夜后，阳性重组

质粒命名为ｐＩＲＥＳｎｅｏ－ＥｐｉＤＡ，摇菌后进行质粒提

取。３０只成年ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（昆明医学院实验动物

中心）随机分为６组，各组分别编号为 Ａ１、Ａ２、Ａ３、

Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３，其中Ａ１、Ａ２、Ａ３为实验组，Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３为

对照组。将１ｇ／ｍｌ的ｐＩＲＥＳｎｅｏ－ＥｐｉＤＡ质粒辅以

等体积的Ａｌ（ＯＨ）３佐剂肌内注射实验组的１５只小

鼠，每只接种０．２ｍｌ于４个部位，２个部位在背部，２
个部位在后大腿，分别于０、２、４周对小鼠分３次进

行接种。对照组小鼠用ｐＩＲＥＳｎｅｏ质粒代替ｐＩＲＥＳ

ｎｅｏ－ＥｐｉＤＡ接种，其他不变。

１．４　ＥＬＩＳＡ 法测定抗体水平　第５周时分别经

Ａ１、Ｂ１组小鼠的眼球取血，离心后取上层血清，

ＥＬＩＳＡ法测定抗体水平。具体步骤为：将尖吻蝮蛇

蛇毒溶于双蒸水配成１％溶液，然后加入包被液配成

浓度为０．０５％的终溶液，包被酶标板，每孔１００μｌ，

４℃湿盒过夜，洗板。将空白对照组只加稀释液，实

验组和对照组免疫血清１０倍倍比稀释至１０４倍后加

入酶标板中，共４个浓度梯度，３７℃结合２ｈ后，洗

板。再加入二抗，３７℃结合２ｈ，洗板。加入新配制

的邻苯二氨（ＯＰＤ）底物液，暗处显色３０ｍｉｎ后加入

２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４终止反应，于４９２ｎｍ处测定光密度

值［２］。

１．５　出血中和及攻毒实验　Ａ２、Ｂ２组小鼠分别在

背部皮下注射出血毒测定出血中和情况。具体步
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骤：将尖吻蝮蛇蛇毒溶于生理盐水，配成０．０２ｍｇ／

ｍｌ的溶液，每只小鼠背部皮下注射０．２ｍｌ，２４ｈ后

处死，剥皮观察出血情况。Ａ３、Ｂ３组小鼠分别进行

腹腔注射全毒，测定活体保护率。预实验测定的尖

吻蝮蛇蛇毒对小鼠的全数致死量为１０μｇ／ｇ。具体

步骤：将尖吻蝮蛇蛇毒溶于生理盐水，配成０．５ｍｇ／

ｍｌ的溶液，每只小鼠腹腔注射全数致死量的蛇毒，

７２ｈ内观察小鼠死亡情况。

２　结　果

２．１　实验测得及ＢＬＡＳＴ得到的序列结果　本研究

测定了２条序列，并将其推导的金属蛋白酶分别命

名 为 Ａｃｕｔｕｓｉｎ １（ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ：

ＧＵ２９００６０）和Ａｃｕｔｕｓｉｎ２（ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍ

ｂｅｒ：ＧＵ２９００６１），均属于ＰⅠ类。ＢＬＡＳＴ得到的序

列：Ａｃｕｔｏｌｙｓｉｎ Ａ （ＡＦ１７４３９２）、Ａｃｕｔｏｌｙｓｉｎ Ｅ
（ＡＦ１４１３７９）、ＡｃｕｔｏｌｙｓｉｎＦ（ＡＦ１７４３９１）序列［３］；Ｈ１
前体（ＡＦ０９８３０９）、Ｈ２前体（ＡＦ０９９０８５）、Ｈ３前体

（ＡＦ０９９０８６）、Ｈ４ 前 体 （ＡＦ０９８３０８）、Ｈ５ 前 体

（ＡＦ０９８３１０）、ＭＤ１ 前体（ＡＦ１１７６３６）、ＭＤ２ 前体

（ＡＦ１１７６３７ ） 序 列［４］； Ａｃｕｒｈａｇｉｎ 序 列

（ＡＹ５６６６１０）［５］；ＤＱ３７７３２５、ＡＪ２２３２８３、ＡＦ１６２０８６、

ＤＱ２６３７５０ 序 列。 其 中，ＡＦ１７４３９２、ＡＦ１７４３９１、

ＡＦ０９８３０９、 ＡＦ０９９０８５、 ＡＦ０９９０８６、 ＡＦ０９８３０８、

ＡＦ０９８３１０、ＤＱ３７７３２５ 属 于 ＰⅠ 类，ＡＦ１１７６３６、

ＡＦ１１７６３７、ＡＪ２２３２８３、ＡＦ１６２０８６ 属 于 ＰⅡ 类，

ＡＦ１４１３７９、ＡＹ５６６６１０、ＤＱ２６３７５０属于ＰⅢ类。

２．２　生物信息学方法分析得到的抗原位点　从Ｐ

Ⅰ、ＰⅡ、ＰⅢ 类中分别取出的 ２ 条代表序列为

Ａｃｕｔｕｓｉｎ １、Ａｃｕｔｕｓｉｎ ２、ＡＦ１１７６３７、ＡＪ２２３２８３、

ＡＦ１４１３７９、ＡＹ５６６６１０。然后去除其信号肽、前肽部

分，只留取成熟肽部分进行分析。ＰⅠ类造成出血的

主要是Ｚｎ２＋金属蛋白酶基序（ｍｏｔｉｆ），表示为 ＭＰＡ

－１；ＰⅡ类ＲＧＤ去整合素基序可以与αⅡｂβ３整合素

结合，从而抑制血小板的凝结，造成大量出血［６］，表

示为 ＭＰＡ－２；ＰⅢ类ＥＣＤ去整合素基序的作用和

ＲＧＤ基序相似，但其主要与α２β１整合素结合
［７－８］，表

示为 ＭＰＡ－３；ＨＱＣ基序和 ＶＫＣ基序对α２β１整合

素也有一定的结合作用［９］，分别表示为 ＭＰＡ－４、

ＭＰＡ－５；通过Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ方法和ＣｌｕｓｔａｌＸ的

综合分析，得到 ＭＰＡ－６。这样一共得到６个抗原

位点。

　　采用ＣｌｕｓｔａｌＸ进行序列比对确定每个基序的

具体序列（图１），得到如下结果：ＭＰＡ－１为 ＨＥＩ

ＡＨＮＬＧＶＨＨＤＥＧＳＣＳＣＧＳＧＹＴＣＩＭ，长度为２６个

氨基酸残基；ＭＰＡ－２为 ＧＴＩＣＲＲＡＲＧＤＤＬＤＤＹ

ＣＮ，长度为１７个氨基酸残基；ＭＰＡ－３为ＦＲＴＳ

ＧＴＥＣＲＡＳＨＳＥＣＤＰＡＥＨＣＴＧＱＳＳＥＣ，长 度 为 ２８
个氨基酸残基；ＭＰＡ－４为 ＣＰＩＭＹＨＱＣＹＡＬＦＧ，

长度为１３个氨基酸残基；ＭＰＡ－５为 ＶＫＣＧＲＬＹ

ＣＫＤＤＳＰ，长度为１３个氨基酸残基；ＭＰＡ－６为

ＴＫＣＡＤＧＫＶＣＳＮＧ，长度为１２个氨基酸残基。

２．３　ＥＬＩＳＡ法检测结果　结果（表１）表明：在１０－１

和１０－２水平，Ａ１组和Ｂ１组光密度值有统计学差异

（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５），即Ｂ１组的小鼠抗血清在稀

释１００倍后仍然可以有效中和包被的尖吻蝮蛇蛇

毒。

２．４　出血中和实验及攻毒实验结果　皮下注射蛇

毒２４ｈ后，Ｂ２组的５只小鼠均出现直径１ｃｍ左右

的出血区域，而 Ａ２组的５只小鼠皮下出血区域较

小，出血区域颜色较浅（图２）。Ｂ３组的５只小鼠于

注射蛇毒１ｈ后死亡１只，２ｈ后死亡２只，６ｈ后死

亡２只；Ａ３组的５只小鼠于注射蛇毒２４ｈ后死亡１
只，７２ｈ后存活４只，保护率为８０％。

３　讨　论

　　尖吻蝮蛇（Ｄｅｉｎａｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎａｃｕｔｕｓ，Ａｇｋｉｓｔｒｏ

ｄｏｎａｃｕｔｕｓ）是我国常见的毒蛇，属于蝰科蝮亚科，其

毒液主要为血循毒。患者被咬伤后，伤口局部红肿、

疼痛剧烈，流血不止，肿胀迅速，毒素向肢体上端蔓

延，常有水泡、淤斑出现。中毒严重者还会出现血压

下降、心律失常、少尿、无尿，最后因循环衰竭而导致

死亡。

　　目前治疗毒蛇咬伤的方法包括外敷、口服中草

药和注射抗蛇毒血清。注射抗蛇毒血清是目前最有

效的治疗方法，但蛇毒本身成分复杂，含有数百种功

能各异的蛋白质，用全毒免疫产生的抗蛇毒血清不

仅含有能中和毒素成分的抗体，也含有大量针对蛇

毒中其他非毒素成分的抗体。这不仅使得抗血清的

临床使用剂量大大增加，增加了过敏反应概率［１０］，也

浪费了宝贵的血清资源。如能针对蛇毒中主要毒素

的关键抗原位点制备新型特异性抗原，不仅能使抗

体作用的专一性大大提高，在同样疗效的基础上大

大降低抗血清使用量，降低过敏反应率，同时由于设

计的抗原位点具有多属共性，因此在一定程度上还

可产生能有效中和多蛇种毒素的多价血清，从而为
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多价抗血清的制备提供了一种新方法。
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图１　用ＣｌｕｓｔａｌＸ分析得到的尖吻蝮蛇金属蛋白酶抗原位点序列

Ｆｉｇ１　ＥｐｉｔｏｐｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＤｅｉｎａｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎａｃｕｔｕｓｓｎａｋｅｖｅｎｏｍｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＣｌｕｓｔａｌＸ
Ａ：ＭＰＡ－１；Ｂ：ＭＰＡ－２；Ｃ：ＭＰＡ－３；Ｄ：ＭＰＡ－４，ＭＰＡ－５，ａｎｄＭＰＡ－６
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表１　各组测得的Ｄ４９２值的比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤ４９２ｖａｌｕｅｓａｍｏｎｇａｌｌｇｒｏｕｐｓ

Ｄｉｌｕｔｉｏｎ
ｆｏｌｄｓ

Ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ Ａ１－１ Ａ１－２ Ａ１－３ Ｂ１－１ Ｂ１－２ Ｂ１－３ Ｐｖａｌｕｅ

１０－１ ０．０６０ ０．１２８ ０．２０７ ０．１０２ ０．４７２ ０．４７７ ０．４１９ ０．００１
１０－２ ０．０６１ ０．０７９ ０．０６０ ０．０６８ ０．１４６ ０．１４９ ０．２０９ ０．０１０
１０－３ ０．０５９ ０．０５８ ０．０５７ ０．０７２ ０．０５０ ０．０５９ ０．０５９ ０．３２９
１０－４ ０．０６４ ０．０８１ ０．０５６ ０．０５４ ０．０６１ ０．０５３ ０．０５２ ０．４１４

图２　出血中和实验

Ｆｉｇ２　Ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｖｅｎｏｍｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ
Ａ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　本研究采用Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ方法和ＣｌｕｓｔａｌＸ
软件结合的生物信息学方法分析尖吻蝮蛇金属蛋白

酶抗原位点。Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ方法结合了 Ｇａｍｉｅｒ

－Ｒｏｂｓｏｎ和Ｃｈｏｕ－Ｆａｓｍａｎ法预测氨基酸序列的

二级 结 构、Ｋｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ 法 预 测 的 疏 水 性、

Ｋａｒｐｌｕｓ－Ｓｃｈｕｌｚ法预测的柔韧性、Ｅｍｉｎｉ法预测的

表面可能性４方面共同确定其抗原位点，有较高的

准确性；而ＣｌｕｓｔａｌＸ主要分析序列的保守性。经该

方法预测得到的６个抗原位点免疫小鼠，经ＥＬＩＳＡ
检测、出血中和实验和攻毒实验说明这些位点可以

诱导小鼠机体产生免疫反应，证实该方法分析的抗

原位点是可靠的。此外，该方法还可以预测其他蛇

种的抗原位点，将不同蛇种的抗原位点连接在一起

制备免疫原，能够获得多价抗蛇毒血清，具有重要的

科学意义和应用价值。
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