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摘 要&从意蜂毒腺抽提总 PQ>)用 PRJSTP获得蜂毒透明质酸酶!>UVWX"基因)其核苷酸序列全长

为 IIO’YZ[将 >UVWX氨基酸序列与中蜂蜂毒透明质酸酶!>BVWX"和其它 \种透明质酸酶!VWX"氨基

酸序列比较)结果显示)>UVWX与 >BVWX的同源性最高!’I]")同时对 K种 VWX作了分子结构与分子

进化分析[
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透明质酸酶!VWX5f@abA=X9G)VWX)"是蜜
蜂蜂毒的主要过敏原之一)约占蜂毒干重的

#](%]GIH[其生化性质属糖蛋白)是一种催化
透明质酸水解的 IJQJ乙酰J氨基己糖苷酶)具
有很强的生物活性)可以促使蜂毒在局部组织

间渗透和扩散G#H[多年来)欧洲学者已对意大利
蜜蜂!oprkvsqqrns!|)意蜂"蜂毒 VWX!>UVWX"
作了详细的生物化学和分子生物学研究G#(\H)
而国内对蜂毒 VWX尚缺乏研究[我们采用 PRJ
STP方法先后克隆了我国意蜂 >UVWX和中华
蜜 蜂 !oprkBs!|j|Bs!|j|)中 蜂"蜂 毒 VWX
!>BVWX"的编码基因[本文报道我国意蜂

>UVWX基因的克隆及其序列分析结果[



! 材料和方法

"#" 材 料
意蜂工蜂采自杭州市东郊蜂场$%&’( )

*+,-.载体/012345聚合酶购自 %678+9,
公司$*6:;7</=>?@A/BCDEF/低熔点凝胶购
自 GHI:J679+H公司$K345合成试剂盒购自上
海博亚生物科技公司$345(,6L+6购自大连
宝生物工程公司$*&!为宿主菌M
"#N 方 法
用 *6:;7<快速抽提意蜂毒腺总 E45的方

法参照文献OPQM用 K345合成试剂盒$并参
照该试剂盒说明$将总 E45反转录成 K345M
然 后 用 正 向 引 物

5&55**R5*&*R*R&&RR*R*R&*&5*R
和 反 向 引 物

&55&R**5R5R**&&*RR5R&R*R5 及

012345聚合酶$经 %RE从 K345中扩增出
目的基因M%RE条件为 STU TV-$VWU TV-$
XYU !#V8:H$Z[次循环ME*)%RE产物用

!\琼脂糖凝胶电泳鉴定M低熔点凝胶回收分离
目的片段$与载体的连接/转化$酶切鉴定重组
克隆方法均按文献OXQM由大连宝生物工程公司
测定 345序列$测序结果用 345R<]̂ 推导
氨基酸序列$通过GHJ+6H+J网的_<,-J进行同源
性序列检索$用 &’4’*‘a与相关生物的 b.,
氨基酸序列进行同源性比较以及分子进化

分析M

Y 结 果

N#" cdefg基因的 hijklh扩增及基因
克隆

取意蜂毒腺总 E45为模板$经 E*)%RE
反应$扩增出大小约为 !#YL̂ 的 345 产物

m图 !nM将 E*)%RE产物克隆入 %&’( )*
+,-.载体后$经 =>?@A/BCDEF双酶切及

%RE扩增鉴定$证明插入片断大小正确M
N#N cdefg基因的结构

58b.,基因的核苷酸序列全长为 !!TS
ô$可编码由 ZWY个氨基酸残基组成的多肽$

!)3458,6L+6pYqE*)%REo67@]KJ

图 " cdefghiqklh产物电泳图

r:9#! E*)%REo67@]KJ,9,67-+9+<

+<+KJ67os76+-:-7t58b.,

预计分子量为 TY#[L3M经序列比较$我国意蜂

58b.,与欧洲意蜂 58b.,核苷酸序列OTQ

m&+H_,HL登录号 u![X![n的同源性在 SS\以
上$二者只有两个碱基的差别$即前者的 &!WW替
代了后者的 5!WW$*SSY替代了后者的 RSSY$显示
出二者具有高度的亲缘关系$这与我国意蜂来
源于欧洲意蜂的历史记载OWQ是相符的p58b.,
与 5Kb.,m5rTS[ZXn有 SZ\的同源性M将

58b.,的氨基酸序列与 5Kb.,以及其它 V种
生物 b.,的氨基酸序列联配比较m图 Yn$结果
表明 58b.,与 5Kb.,具有 S!\的同源性$与
长黄胡蜂 b.,m38b.,n/常见黄胡蜂 b.,
mv]b.,n/及马蜂 b.,m%,b.,n的同源性分别
为 VT\/VY\/TP\$而与吸血沙蠓唾腺 b.,
mu<b.,n和人精子 b.,m%bY[b.,n的同源性分
别为 YX\/Y[\M根据已知的58b.,蛋白一级
结构OY$TQ$可发现 58b.,与 5Kb.,均含有 Z
个相应的糖基化位点m4u*n$X种 b.,均具有
共同的模式酶活性位点 3’’m5-o)&<])&<]n$
形成二硫键的 R.-位点M58b.,与豚鼠及人
精液 %bY[b.,同属糖苷酶 VP家族OTQ$因此上
述 b.,的特点可能正是该类 b.,保守性和生
物活性相似的分子基础M
N#w 分子进化分析
由图 Z系统树可见$58b.,与 5Kb.,处

在同一个单一分枝中$亲缘关系最近M其它 Z种
属胡蜂总科的蜂毒 b.,处于与蜜蜂蜂毒

b.,平 行 的 另 一 分 枝 中 $同 源 性 也 很 高
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!"#$%为本文序列&!’#$%()"#$%(#*#$%(+,#$%(-%#$%(./#$%在 0123%24的登录号分别为 !56789:7(-679:;(

<686=>(<686=>(!)>?=;=(-67968@ABC表示酶活位点&ADC表示 E$*位点@下划线表示信号肽&黑体表示糖基化位点@

图 F GHIJK与其它 L种生物 IJK氨基酸序列的同源性比较列的同源性比较
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图 ! "#$%&与其它 ’种生物 $%&氨基酸序列

的亲缘关系树状图

()*+, -./01*232)4)546221789:/;*232;3<=:/;

*232>7619 14.2616*;3)>9>?;>2<13;9)31

;5)<>2@A2352

BC9:/;与 DA:/;和 -;:/;的同源性分别达
到 EFG和 H=GIJ从该系统树可见K蜂毒 :/;
间的亲缘关系近于与非蜂毒 :/;的亲缘关系K
在一定程度上显示出同类 :/;的系统发育
关系J

, 讨 论

:/;可作为工具酶和药物扩散剂用途很
多J按来源和结构特征及酶学特性等K:/;分为
睾丸型L水蛭型和细菌型三类K睾丸型存在于
人L羊L牛和其它哺乳动物的体液B血液L精液
等IK蜘蛛毒L蛇毒L蝎毒以及蜂毒中MENK多数已
知成分的蜂毒L蚂蚁毒中均含有:/;MFOKFFNJ我国
作为世界第一养蜂大国K具有丰富的蜂毒资源K
开展蜂毒 :/;等生物活性成分的分子生物学
研究K利用基因工程技术进行产业化开发利用
的探索是十分必要的J
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