
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０１８ꎬ３４(１):１１~１９
ｈ ｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ.ｃｏｍ

卓城洁ꎬ袁 　 萌ꎬ伍文攀ꎬ等 . 家福捕鸟蛛毒腺 ｃＤＮＡ 文库构建及其毒素￣１６ 序列和活性分析[ Ｊ] .江苏农业学报ꎬ２０１８ꎬ３４
(１) :１１￣１９.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０１８.０１.００２

家福捕鸟蛛毒腺 ｃＤＮＡ 文库构建及其毒素￣１６ 序列和
活性分析

卓城洁ꎬ　 袁　 萌ꎬ　 伍文攀ꎬ　 邓娟华ꎬ　 喻振国ꎬ　 向小亮ꎬ　 胡朝暾
(怀化学院生物与食品工程学院 /民族药用植物资源研究与利用湖南省重点实验室ꎬ湖南 怀化 ４１８００８)

收稿日期:２０１７￣０６￣２１
基金项目:湖南省教育厅青年基金项目(１３Ｂ０８７)
作者简介:卓城洁(１９９５￣)ꎬ女ꎬ湖南邵阳人ꎬ学士ꎬ主要从事蜘蛛毒素

相关研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ)１４３７４１７４３６＠ ｑｑ.ｃｏｍ
通讯作者:胡朝暾ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ) ｈｕｚｈａｏｔｕｎ＠ １６３. ｃｏｍꎻ向小亮ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)

ｘｉａｎｇｘｉａｏｌｉａｎｇ２２５＠ １６３.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 家福捕鸟蛛(Ｓｅｌｅｎｏｃｏｓｍｉａ ｊｉａｆｕ)是一种生活在广西、云南等地的蜘蛛新种ꎮ 为了阐明其毒素的分子多

样性和筛选河豚毒素不敏感型(Ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔꎬＴＴＸ￣Ｒ)钠通道抑制剂ꎬ利用 ＳＭＡＲＴ 法构建了毒腺全长 ｃＤＮＡ
文库ꎬ并进行 ＤＮＡ 测序和表达序列标签(Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔａｇｓ ꎬ ＥＳＴｓ)聚类分析ꎮ 结果表明家福捕鸟蛛毒腺双链

ｃＤＮＡ 条带分布在 ３００~３ ０００ ｂｐꎮ 经测序得到 ７５２ 个高质量的 ＥＳＴ 序列ꎬ去冗余后得到 ２５７ 个唯一序列ꎬ其中毒素

序列 ４３８ 条ꎮ 家福捕鸟蛛毒素￣１６(Ｊｉａｆｕ ｔｏｘｉｎ￣１６ꎬＪＦ￣１６)是从家福捕鸟蛛粗毒中分离得到的 １ 种分子量为３ ９５４.６１６
的哺乳类神经毒素ꎬ其全序列为 Ｈ２ Ｎ￣ＥＣＴＫＬＬＧＧＣＴＫＳＳＥＣＣＰＨＬＧＣＲＲＫＷＰＹＨＣＧＷＤＧＴＦ￣ＣＯＯＨꎮ 研究结果揭示

ＪＦ￣１６的全长 ｃＤＮＡ 为 ５１８ ｂｐꎬ编码 ８７ 个氨基酸ꎮ 全细胞膜片钳试验结果表明 ＪＦ￣１６ 对大鼠背根神经节(Ｒａｔ ｄｏｒｓａｌ
ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ ꎬ ＤＲＧ)细胞 ＴＴＸ￣Ｒ 钠通道具有抑制作用ꎮ 说明 ＪＦ￣１６ 是一种潜在的具有镇痛活性的蜘蛛毒素ꎮ 本研

究有利于开展家福捕鸟蛛毒腺转录组研究和 ＪＦ￣１６ 潜在镇痛活性分析ꎮ
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ｏｆ ＪＦ￣１６ ｗａｓ ５１８ ｂｐꎬ ｃｏｄｅｄ ８７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｗｈｏｌｅ ｃｅｌｌ ｐａｔｃｈ ｃｌａｍｐ ａｎａｌｙｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＪＦ￣１６ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ＴＴＸ￣Ｒ
ｓｏｄｉｕｍ ｃｕｒｒｅｎｔｓ ｉｎ ｒａｔ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｎｅｕｒｏｎｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＪＦ￣１６ ｗａｓ ａ ｓｐｉｄｅｒ ｔｏｘｉｎ ｗｈｉｃｈ ｈａｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎ￣
ａｌｇｅｓｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｔｏ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｏｕｔ ｔｈｅ ｖｅｎｏｍ ｇｌａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ Ｓ. ｊｉａｆｕ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ａｃ￣
ｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＪＦ￣１６.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｓｅｌｅｎｏｃｏｓｍｉａ ｊｉａｆｕꎻ ｓｐｉｄｅｒ ｖｅｎｏｍ ｇｌａｎｄꎻ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙꎻ Ｊｉａｆｕ ｔｏｘｉｎ￣１６

　 　 近年来随着研究的不断深入ꎬ蜘蛛毒素的重要

性日益显现ꎮ 蜘蛛毒素的专一性和高效性使其成为

潜在的新型药物、离子通道工具试剂和杀虫剂等领

域重要的原料来源[１￣２]ꎬ其在农业生物技术、神经生

物学、蛋白质化学、天然药物开发等领域广泛应用ꎮ
由于蜘蛛毒液分泌量很少ꎬ且其毒液是由很多性质

不同、含量差异很大的成分组成的混合物ꎬ除了几个

主要成分外ꎬ大多数成分在粗毒中含量很低ꎬ因此很

难获得足够的单体毒素用于相关研究[３]ꎮ 随着分

子生物学的发展ꎬ利用毒腺 ｃＤＮＡ 文库的构建结合

基因工程表达的方法可以有效解决毒素来源问题ꎮ
近十年来ꎬ已经构建了很多有毒动物毒腺 ｃＤＮＡ 文

库[４￣９]ꎬ获得了大量的编码毒素的 ＥＳＴｓ 序列ꎮ
疼痛是世界医学面临的重大难题ꎬ也是急需攻

克的顽固性疾病ꎮ 目前ꎬ这种疾病严重影响到数百

万人的生命[１０]ꎮ 研究发现电压门控钠通道的改变

与炎性疼痛和神经病理性疼痛密切相关[１１]ꎮ 能阻

断这些钠通道亚型的成分具有开发成为治疗疼痛的

药物分子的潜能ꎮ 由于蜘蛛毒素是一类主要作用于

离子通道及具有特定药理学特性的多肽毒素[１２￣１３]ꎬ
因此ꎬ从蜘蛛粗毒中筛选一些治疗疼痛的药物分子

成为研究人员梦寐以求的事情ꎮ 家福捕鸟蛛是一种

生活在广西、云南等地的蜘蛛新种ꎮ 本实验室最先

对该蜘蛛毒素进行了研究[１４]ꎮ 目前ꎬ未见家福捕鸟

蛛毒腺 ｃＤＮＡ 文库相关研究的报道ꎮ 为了阐明家福

捕鸟蛛毒素的分子多样性和获得其毒素序列ꎬ构建

了一个定向的毒腺全长 ｃＤＮＡ 文库ꎬ获得了 ７５２ 条

高质量的 ＥＳＴ 序列ꎬ并开展了 ＥＳＴ 聚类分析ꎮ 另

外ꎬ从家福捕鸟蛛粗毒中筛选到了 １ 种对 ＤＲＧ 细胞

ＴＴＸ￣Ｒ 钠通道具有明显抑制作用的毒素分子(命名

为 ＪＦ￣１６)ꎬ并对该毒素进行了序列分析和活性测

定ꎮ 这些试验的开展为家福捕鸟蛛毒腺转录组以及

ＪＦ￣１６ 潜在镇痛活性分析奠定了基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 试验动物　 家福捕鸟蛛捕自广西宁明县、ＳＤ

大鼠购于中南大学湘雅医学院动物房ꎮ
１.１.２　 试剂　 ｃＤＮＡ 文库试剂盒为 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司产

品ꎬＴｒｉｚｏｌ 试剂为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品ꎬＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、
焦碳酸二乙酯、氯霉素、ＮａＯＨ、葡萄糖、冰乙酸、ＫＣｌ、
ＭｇＣｌ２、溴化乙锭、溴酚蓝、甘油、蛋白酶 Ｋ、乙醇、氯
仿、异丙醇等购自上海生工生物工程有限公司ꎬ
ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ 的枪头和离心管为 Ａｘｙｇｅｎ 公司产品ꎬ三
氟乙酸(Ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ꎬＴＦＡ)、河豚毒素、α￣氰
基￣４￣羟基￣肉桂酸(ＣＣＡ)、胰蛋白酶、胶原酶、胰蛋

白酶抑制剂、ＨＥＰＥＳ 、ＥＧＴＡ 、Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ 、氯化铯 、氢
氧化铯等购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ色谱纯乙腈购自湖南化

工研究所ꎬ其他为国产分析纯试剂ꎮ
１.１.３　 仪器　 ＰＣＲ 仪和电泳仪均为 ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司产

品ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＴＯＦ 质谱仪为 Ｂｒｕｋｅｒ 公司产品ꎬ Ｕ￣
２０００ 型紫外￣可见分光光度计购自 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司ꎬ真
空冷冻干燥机为 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓａｖａｎｔ 公司产品ꎬＷａｔｅｒｓ
Ａｌｌｉａｎｃｅ ２６９５ 高效液相色谱仪为美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司产

品ꎬ ＥＰＣ￣１０ 膜片钳仪为德国 ＨＥＫＡ 公司产品ꎬ４９１
型蛋白质测序仪为美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ 公司产

品ꎬ高速冷冻离心机为德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司产品ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 的提取与分析　 将解剖的家福捕鸟

蛛毒腺加入到研钵中液氮研磨 ３０ ｍｉｎ 至粉状ꎮ 采

用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡꎬ用核酸测定仪测定总

ＲＮＡ 在 ２６０ ｎｍ、２８０ ｎｍ 处的吸光值ꎬ计算 ＯＤ２６０ /
ＯＤ２８０的值ꎮ 总 ＲＮＡ 的纯度和完整性通过 １.５％琼

脂糖凝胶电泳来检测ꎮ
１.２.２　 家福捕鸟蛛毒腺 ｃＤＮＡ 文库构建　 以总 ＲＮＡ
为模板ꎬ按照 ＳＭＡＲＴＴＭ ｃＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ (Ｃｌｏｎｔｅｃｈ) 试剂盒说明书方法合成 ｃＤＮＡ 第一条

链ꎬ采用 ＬＤ￣ＰＣＲ 法扩增合成双链 ｃＤＮＡꎮ 将合成的

双链 ｃＤＮＡ 进行蛋白酶 Ｋ 消化及 ＳｆｉＩ 酶切ꎮ 酶切后

双链 ｃＤＮＡ 用 ＣＨＲＯＭＡＳＰＩＮ￣ ４００ 柱分级分离ꎬ选取

优化的 ｃＤＮＡ 用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接到载体ꎮ 用电

转化法将连接产物转化到宿主菌 Ｅ.ｃｏｌｉ ＨＳＴ０８ꎬ将转

化后的宿主菌接种到含氯霉素的 ＬＢ 培养基中培养ꎬ
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获得家福捕鸟蛛毒腺 ｃＤＮＡ 文库ꎮ
１.２.３　 ｃＤＮＡ 文库的滴度测定和插入片段检测　 从

文库中取 １􀆰 ０ μｌ 细菌培养液ꎬ分别稀释不同倍数ꎬ
再从中取 １ μｌ 稀释菌液与 ２００ μｌ ＬＢ 液体培养基混

匀后分别涂布于含氯霉素的 ＬＢ 固体培养基上ꎬ３７
℃培养 １２~ １６ ｈ 后计算菌落生长个数并计算文库

滴度ꎮ 随机选取 １６ 个单克隆进行 ＰＣＲ 扩增试验得

到插入片段ꎮ ＰＣＲ 反应程序如下:９５ ℃ 预变性 ５
ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃ 退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ３
ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ４ ℃冷却ꎮ 反应完成后ꎬ取 ５ μｌ 产
物用 １.５％琼脂糖凝胶电泳鉴定ꎮ 将符合要求的单

克隆菌落送北京六合华大基因科技股份有限公司测

序ꎮ
１.２.４　 ＥＳＴ 序列分析和功能预测 　 将测序的序列

处理后得到高质量的 ＥＳＴ 序列ꎮ 利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软

件对 ＥＳＴ 序列进行聚类分析ꎮ 应用在线分析软件

Ｔｒａｎｓｌａｔｅ ｔｏｏｌ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｄｎａ. ｈｔ￣
ｍｌ)对测序获得的 ＥＳＴ 序列进行编码蛋白质氨基酸

序列分析ꎮ ＥＳＴ 及其编码的蛋白质氨基酸序列与公

共数据库进行 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ可以获取与目的序列匹配

的序列信息及功能注释ꎮ
１.２.５　 家福捕鸟蛛毒液采集和 ＪＦ￣１６ 的分离纯化　
按文献[３]的方法采集毒液ꎬ采集得到的家福捕鸟

蛛毒液冷冻干燥后为粗毒ꎮ 粗毒用超纯水配制成浓

度为 １０ ｍｇ / ｍｌ的溶液ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎮ 毒

液经 ＲＰ￣ＨＰＬＣ 分离纯化ꎬ上样量为 １００ μｌꎮ 反相柱

为 Ｃ１８柱　 (Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ １００ Åꎬ ４.６ ｍｍ×２５０ ｍｍꎬ ５
μｍ)ꎮ 洗脱液 Ａ 为含 ０.１ ％ ＴＦＡ 的水溶液ꎬ洗脱液

Ｂ 为含 ０􀆰 １％ ＴＦＡ 的乙腈溶液ꎮ 在 ５０ ｍｉｎ 内 ０~
５０％洗脱液 Ｂ 的线性梯度洗脱ꎬ流速为 １.０ ｍｌ / ｍｉｎ ꎬ
柱温 ４０ ℃ꎬ在 ２１５ ｎｍ 下收集洗脱峰冷冻干燥或质

谱分析ꎮ
１.２. ６ 　 ＪＦ￣１６ 的 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ 分析 　 质谱分析在

ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ 质谱仪上进行ꎮ Ｎ２激光器ꎬ离子源加速

电压为 ２０ ｋＶꎬ检测电压 １６􀆰 ５ ｋＶꎬ激光波长 ３３７ ｎｍꎬ
阳离子模式ꎮ 用含 ０􀆰 １ ％ ＴＦＡ 的 ５０ ％ 乙腈溶液溶

解 ＣＣＡ 基质至终浓度为 １０ ｍｇ / ｍｌꎬ取 ０􀆰 ５ mｌ 样品

与 １􀆰 ０ mｌ ＣＣＡ 基质液混合ꎬ再取 ０􀆰 ５ mｌ 混合液点样

室温干燥后质谱鉴定ꎮ 使用外标(混合标准样品)
进行校正ꎮ
１.２.７　 大鼠背根神经节细胞的急性分离培养 　 参

照文献[１５]的方法进行ꎮ

１.２.８　 钠电流的全细胞膜片钳记录 　 将细胞培养

液更换为细胞外液ꎬ２０~ ２５ ℃置于倒置显微镜下选

择质膜光滑饱满的细胞进行全细胞模式 (Ｗｈｏｌｅ￣
ｃｅｌｌ)膜片钳试验ꎮ 玻璃电极经电极拉制仪(ＰＣ￣１０ꎬ
Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ)两步拉制后热抛光ꎬ加电极内液后电阻为

１.８~３􀆰 ０ ＭΩꎮ 电极内液:ＣｓＣｌ １４５ ｍｍｏｌ / ＬꎬＭｇＣｌ２ ４
ｍｍｏｌ / ＬꎬＨＥＰＥＳ １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ＥＧＴＡ １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ Ｄ￣
Ｇｌｕｃｏｓｅ １０ ｍｍｏｌ / ＬꎬＡＴＰ￣Ｍｇ ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ用 １ ｍｏｌ / Ｌ
ＣｓＯＨ 调 节 ｐＨ 至 ７􀆰 ２ꎮ 细 胞 外 液: ＮａＣｌ １４５􀆰 ０
ｍｍｏｌ / ＬꎬＫＣｌ ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / ＬꎬＣａＣｌ２ １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / ＬꎬＭｇＣｌ２
１􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ＨＥＰＥＳ １０􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ １０􀆰 ０
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ用 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 调至 ７􀆰 ２ꎮ ２ 种溶液都用

蔗糖调至 ２８０ ｍＯｓｍ / Ｌꎮ 试验细胞形成稳定电流后

经过 ３ ｋＨｚ 和 １０ ｋＨｚ 的双重过滤ꎬ采用 Ｐ / ４ 程序删

除电容电流和线性漏电流ꎮ 采用低压微量进样器施

加毒素ꎮ 毒素先配制成 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的母液ꎬ－２０ ℃储

存ꎮ 试验时稀释至目的浓度ꎬ加药剂量为 １０ μｌꎮ
１.２.９　 ＪＦ￣１６ 的氨基酸序列测定　 氨基酸序列分析

是利用 Ｅｄｍａｎ 降解原理ꎬ在 Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ Ｐｒｏｃｉｓｅ
４９１Ａ 型气相测序仪上进行的ꎮ 选用碘乙酰胺烷基

化修饰后的毒素肽作为测序样品ꎮ 根据毒素分子量

大小设定测序循环数ꎮ
１.２.１０　 ＪＦ￣１６ 的 ｃＤＮＡ 序列分析 　 根据 ＪＦ￣１６ Ｅｄ￣
ｍａｎ 降解测定的氨基酸序列和 ＥＳＴ 编码的蛋白质

氨基酸序列比对ꎬ找到 ＪＦ￣１６ 的 ｃＤＮＡ 序列ꎮ 应用

在线分析软件 ＳｉｇｎａｌＰ ４. １ 程序 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ.
ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )进行 ＪＦ￣１６ 前体信号肽预

测ꎮ 根据 Ｖｏｎ 等[１６] 的方法确定 ＪＦ￣１６ 前体肽酶切

割位点ꎮ 根据在线分析软件 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )计算 ＪＦ￣１６ 成熟肽序列的理论等电

点和理论分子量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＲＮＡ 的提取与分析

Ｔｒｉｚｏｌ 提取的家福捕鸟蛛毒腺总 ＲＮＡ 经紫外分

光光度计检测ꎬ 测得总 ＲＮＡ 的ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０ ＝ １􀆰 ８７ꎬ
比值在 １.８~２􀆰 ０ꎬ说明家福捕鸟蛛毒腺总 ＲＮＡ 纯度

较好ꎮ 总 ＲＮＡ 浓度为 ０􀆰 ４９ μｇ / μｌꎮ 总 ＲＮＡ 经

１􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测后显示出 ２８Ｓ、１８Ｓ 和 ５Ｓ
３ 个条带(图 １)ꎮ 从图谱中没有发现明显的拖尾现

象ꎬ表明家福捕鸟蛛毒腺总 ＲＮＡ 提取成功ꎮ
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Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎮ
图 １　 家福捕鸟蛛毒腺总 ＲＮＡ 电泳图

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｆｒｏｍ ｖｅｎｏｍ ｇｌａｎｄｓ ｏｆ Ｓｅｌｅ￣
ｎｏｃｏｓｍｉａ ｊｉａｆｕ

２.２　 双链 ｃＤＮＡ 的合成和片段大小的选取

取 １􀆰 ０ μｇ 总 ＲＮＡ 进行逆转录合成第一链ꎬ再
以第一链产物为模板通过长距离 ＰＣＲ 合成双链 ｃＤ￣
ＮＡꎮ 双链 ｃＤＮＡ 产物经琼脂糖凝胶电泳结果显示ꎬ
条带分布在 ３００~ ３ ０００ ｂｐꎬ且在 ４００~ ７５０ ｂｐ 区域

形成亮带 (图 ２)ꎮ 双链 ｃＤＮＡ 经蛋白酶 Ｋ 和 ＳｆｉＩ 酶
切消化ꎬ再通过 ＣＨＲＯＭＡＳＰＩＮ￣４００ 柱分离并收集液

滴ꎬ最后从每 １ 管中取出适量样品进行琼脂糖凝胶

电泳检测ꎬ保留 ４００~ ７５０ ｂｐ (短片段部分ꎬ主要是

毒素基因)和 ７５０~２ ０００ ｂｐ(长片段部分ꎬ主要是细

胞蛋白基因)两部分(图 ３)ꎮ 保留这两部分片段是

基于下列考虑:研究发现蜘蛛毒素主要是由 ２０~ ６５
个氨基酸残基组成的多肽类毒素ꎮ 根据毒素氨基酸

残基数目大致估计其前体肽的大小ꎬ再加上 ５′端非

编码区和 ３′端非编码区部分ꎬ最终估算家福捕鸟蛛

毒素 ｃＤＮＡ 片段大小大致在４００~ ７５０ ｂｐꎮ 另外ꎬ蜘
蛛毒腺完成毒液的合成和分泌等生命活动需要很多

相关蛋白质参与ꎮ 因此ꎬ保留长片段部分是为了得

到相关蛋白质的信息ꎬ以期对蜘蛛毒腺分泌毒液的

机理有初步的了解ꎮ
２.３　 文库库容和插入片段大小分析

将家福捕鸟蛛毒腺 ｃＤＮＡ 进行放大培养检测ꎬ结
果显示短片段部分 ｃＤＮＡ 文库的初级文库滴度为 ２.０×
１０７ ＣＦＵ/ ｍｌꎬ长片段部分 ｃＤＮＡ 文库的初级文库滴度

为 １.４×１０６ ＣＦＵ/ ｍｌꎬ均符合 ｃＤＮＡ 文库构建的要求(一
般要求文库滴度在 １.０×１０５ ＣＦＵ/ ｍｌ 以上即为有效库

容)ꎮ 长片段和短片段各随机抽取 １６ 个克隆进行插入

片段大小检测ꎮ 图 ４ 为插入片段电泳检测图ꎬ从图中

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎮ
图 ２　 家福捕鸟蛛毒腺双链 ｃＤＮＡ 电泳图

Ｆｉｇ.２ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ｃＤＮＡ ｆｒｏｍ ｖｅｎｏｍ
ｇｌａｎｄｓ ｏｆ Ｓ. ｊｉａｆｕ

可知短片段长度为 ４００~７５０ ｂｐꎬ平均长度约 ５００ ｂｐꎬ长
片段长度为 ７５０~２ ０００ ｂｐꎬ平均长度为１ ５００ ｂｐꎮ
２.４　 ＥＳＴ 序列分析和功能预测

选取 ８９９ 个短片段菌落和 ４００ 个长片段菌落送

北京六合华大基因科技股份有限公司测序ꎬ最后获

得高质量的 ＥＳＴ 序列 ７５２ 条ꎮ ７５２ 条 ＥＳＴ 经聚类分

析得到 ２５７ 个唯一序列(Ｕｎｉｑｕｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)ꎬ其中 ６１
个重叠群(Ｃｏｎｔｉｇｓ)和 １９６ 个单一序列(Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ)ꎮ
６１ 个重叠群中ꎬ２ 个重叠群包含 ５０ 条以上的 ＥＳＴｓꎬ
４ 个重叠群包含 ２０~ ４９ 条 ＥＳＴｓꎬ９ 个重叠群包含

１０~１９ 条 ＥＳＴｓꎬ４６ 个重叠群包含 ２~９ 条 ＥＳＴｓꎮ ７５２
条 ＥＳＴ 序列中毒素序列 ４３８ 条(毒素序列必须同时

满足 ２ 个条件:序列含有信号肽和含有 ４ 个或 ４ 个

以上半胱氨酸)ꎬ普通蛋白序列 ２２０ 条ꎬ另外有 ９４ 条

序列没有匹配到相似的序列ꎮ
ＥＳＴ 序列的丰度能反映该转录组的蛋白质表达

情况ꎮ 因此ꎬ按 ＥＳＴ 序列重复数高低将 ＥＳＴ 序列的

丰度分成 ５ 个区段ꎮ (１)≥５０ ＥＳＴｓ:包含 ２ 个重叠

群ꎬ每个重叠群含 ５０ 条以上的 ＥＳＴ 序列ꎬ这是家福

捕鸟蛛毒腺转录组中最丰富的部分ꎬ该 ２ 族占所有

族的比例为 ０􀆰 ７８％(２ / ２５７)ꎬ而所包含的 ＥＳＴ 序列

占整个 ＥＳＴ 序列的比例却高达 ２１􀆰 ９４％ ( １６５ /
７５２)ꎬ这 ２ 个重叠群全部是毒素基因ꎮ (２) ２０~ ４９
ＥＳＴｓ:包含 ４ 个重叠群ꎬ该 ４ 族占所有族的比例为

１􀆰 ５６％(４ / ２５７)ꎬ而所包含的 ＥＳＴ 序列占整个 ＥＳＴ
序列的比例为 １６􀆰 ６２％ (１２５ / ７５２)ꎬ这 ４ 个重叠群全

部是毒素基因ꎮ (３)１０~１９ ＥＳＴｓ:包含 ９ 个重叠群ꎬ
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Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻａ:４００~７５０ ｂｐꎻｂ:７５０~２ ０００ ｂｐꎮ
图 ３　 家福捕鸟蛛毒腺双链 ｃＤＮＡ 柱分离后电泳图

Ｆｉｇ.３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ｃＤＮＡ ｆｒｏｍ ｖｅｎｏｍ ｇｌａｎｄｓ ｏｆ Ｓ. ｊｉａｆｕ ｂｙ ｃｏｌｕｍｎ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

Ａ:４００~７５０ ｂｐ 插入片段电泳图ꎻＢ:７５０~２ ０００ ｂｐ 插入片段电泳图ꎮ
图 ４　 家福捕鸟蛛毒腺 ｃＤＮＡ 文库插入片段电泳图

Ｆｉｇ.４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｆｒｏｍ ｖｅｎｏｍ ｇｌａｎｄｓ ｏｆ Ｓ. ｊｉａｆｕ

该 ９ 族占所有族的比例为 ３􀆰 ５０％(９ / ２５７)ꎬ而所包

含的 ＥＳＴ 序列占整个 ＥＳＴ 序列的比例为 １５􀆰 ０３％
(１１３ / ７５２)ꎬ这 ９ 个重叠群中有 ７ 个重叠群是毒素基

因ꎬ ２ 个重叠群是普通细胞蛋白基因ꎮ (４)２~ ９ ＥＳ￣
Ｔｓ:包含 ４６ 个重叠群ꎬ该 ４６ 族占所有族的比例为

１７􀆰 ９０％(４６ / ２５７)ꎬ而所包含的 ＥＳＴ 序列占整个 ＥＳＴ
序列的比例为 ２０􀆰 ３５％ (１５３ / ７５２)ꎬ这 ４６ 个重叠群

中有 １１ 个重叠群是毒素基因ꎬ另外 ３５ 个重叠群为

普通细胞蛋白基因ꎮ (５)１ ＥＳＴ:１９６ 个单拷贝序列ꎬ
其所占族的比例为 ７６􀆰 ２６％(１９６ / ２５７)ꎬ而所包含的

ＥＳＴ 序列占整个 ＥＳＴ 序列的比例为 ２６􀆰 ０６％ (１９６ /
７５２)ꎬ这 １９６ 个单一序列中有 ９ 个是毒素基因ꎬ另外

１８７ 个是普通细胞蛋白基因ꎮ 因此ꎬ家福捕鸟蛛毒

腺转录组中绝大部分的单一序列基因为非毒素基

因ꎮ
２.５　 ＪＦ￣１６ 的分离纯化、分子量和活性鉴定

图 ５ 为家福捕鸟蛛粗毒反相高效液相色谱图ꎮ
粗毒经 ＲＰ￣ＨＰＬＣ 后得到 ４０ 多个色谱峰ꎬ采用全细

胞膜片钳技术将各个色谱峰进行 ＴＴＸ￣Ｒ 通道活性

筛选ꎮ 发现保留时间为 ２９􀆰 ８１ ｍｉｎ 的标注为 １６ 的
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色谱峰(命名 ＪＦ￣１６)经全细胞膜片钳检测ꎬ对 ＤＲＧ
细胞 ＴＴＸ￣Ｒ 通道电流具有抑制作用ꎮ ＪＦ￣１６ 膜片钳

活性鉴定时ꎬ先往细胞外液中加入 ２００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＴＸꎬ
将 ＤＲＧ 细胞上记录的河豚毒素敏感性(Ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘ￣
ｉｎ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎬ ＴＴＸ￣Ｓ)钠电流阻断ꎮ 选取小直径( <
１０ μｍ)的 ＤＲＧ 细胞进行膜片钳试验ꎬ将膜电位控

制在－８０ ｍＶꎬ给予脉冲宽度为 ５０ ｍｓꎬ以 １０ ｍＶ 步幅

递增的去极化电压刺激引出 ＤＲＧ 细胞 ＴＴＸ￣Ｒ 电

流ꎬ再加入 ＪＦ￣１６ 进行全细胞膜片钳 ＴＴＸ￣Ｒ 通道活

性的测定ꎮ 结果发现 ＪＦ￣１６ 对 ＤＲＧ 细胞上 ＴＴＸ￣Ｒ
通道具有抑制作用ꎮ 浓度为 ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ 的 ＪＦ￣１６ 大

约抑制 ３６.１７％±３􀆰 ２％ (ｎ＝５) ＴＴＸ￣Ｒ 钠通道电流ꎬ当
ＪＦ￣１６ 浓度增到 １ μｍｏｌ / Ｌ时大约能抑制 ４９.８９％±
４􀆰 ７０％ (ｎ＝５)的 ＴＴＸ￣Ｒ 钠通道电流(图 ６Ａ)ꎮ ＪＦ￣１６
经 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ 鉴定分子量为３ ９５４.６１６(图 ６Ｂ)ꎮ

图 ５　 ＪＦ￣１６ 反相高效液相色谱图

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｐｈａｓｅ￣ＨＰＬＣ ｏｆ ＪＦ￣１６

图 ６　 ＪＦ￣１６ 对大鼠 ＤＲＧ 细胞 ＴＴＸ￣Ｒ 钠电流的影响(Ａ)及其质谱分析图谱(Ｂ)
Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＪＦ￣１６ ｏｎ ＴＴＸ￣Ｒ ｓｏｄｉｕｍ ｃｕｒｒｅｎｔｓ ｉｎ ｒａｔ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｎｅｕｒｏｎｓ (Ａ) ａｎｄ ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ｍａｓｓ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｂ)

　 　 众所周知ꎬＤＲＧ 细胞表达的 ＴＴＸ￣Ｒ 钠电流为

Ｎａｖ１􀆰 ８ 和 Ｎａｖ１􀆰 ９ 电流ꎬ其中以 Ｎａｖ１􀆰 ８ 为主ꎮ 这 ２
类钠通道电流也是目前研究的热点ꎮ Ｎａｖ１.８ 被认

为和神经性疼痛相关[１０]ꎬ而 Ｎａｖ１􀆰 ９ 通过调节神经

元的兴奋性从而与炎症反应和疼痛调节紧密相

关[１７]ꎮ Ｎａｖ１.８ 主要在小直径和中等直径感觉神经

元上高表达ꎬ可被阈上电位激活ꎬ且呈现缓慢激活ꎬ
缓慢失活及快速去失活的动力学特征ꎬ从而介导大

量钠离子内流引起细胞膜快速去极化ꎬ因此是动作

电位上升相的主要电流成分[１８]ꎮ 大量研究结果表

明 Ｎａｖ１.８ 在机体炎症、神经病理性以及多种伤害性

刺激诱发的疼痛中具有重要作用ꎬ因此靶向 Ｎａｖ１.８
已成为新型镇痛药研发的新策略和热点[１９￣２０]ꎮ 由

于 ＪＦ￣１６ 能够抑制 ＤＲＧ 细胞 ＴＴＸ￣Ｒ 钠通道电流ꎬ因

此ꎬＪＦ￣１６ 是一个潜在的可能具有镇痛活性的毒素分

子ꎮ
２.６　 ＪＦ￣１６ 的序列测序与分析

通过 Ｅｄｍａｎ 降解法进行全序列测定ꎬ发现 ＪＦ￣
１６ 是 １ 个由 ３５ 个氨基酸残基组成的多肽ꎬ全序列

为: Ｈ２Ｎ￣ＥＣＴＫＬＬＧＧＣＴＫＳＳＥＣＣＰＨＬＧＣＲＲＫＷＰＹＨ￣
ＣＧＷＤＧＴＦ￣ＣＯＯＨꎬ序列中包含有 ６ 个 Ｃｙｓꎮ 根据在

线分析软件计算得到该序列的理论分子量为

３ ９６０.５ꎬ这与质谱鉴定所测定的值相差约６.０ꎬ表明

该多肽分子的 ６ 个半胱氨酸残基形成了 ３ 对二硫

键ꎮ 该序列中包含 ３ 个极性带负电荷的酸性氨基酸

(１Ａｓｐ＋２ Ｇｌｕ)和 ５ 个极性带正电荷的碱性氨基酸

(２Ａｒｇ＋３Ｌｙｓ)ꎬ碱性氨基酸数大于酸性氨基酸数使

得整个多肽分子偏碱性ꎬ这与在线分析软件计算出
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的该序列理论等电点为 ８􀆰 ３５ 相符ꎮ
２.７　 ＪＦ￣１６ 的 ｃＤＮＡ 序列分析

根据 ＪＦ￣１６ Ｅｄｍａｎ 降解测定的氨基酸序列和

ＥＳＴ 编码的蛋白质氨基酸序列比对ꎬ找到编码 ＪＦ￣１６
的 ｃＤＮＡ 序列ꎮ 研究发现 ＪＦ￣１６ 的全长 ｃＤＮＡ 为

５１８ ｂｐꎬ其中开放阅读框 ＯＲＦ 长 ２６１ ｂｐꎬ编码 ８７ 个

氨基酸(前体肽)ꎮ ５′￣端非翻译区(５′￣ＵＴＲ)长 １１６
ｂｐꎬ ３′￣端非翻译区(３′￣ＵＴＲ)长 １４１ ｂｐꎬ 具有典型的

ｐｏｌｙＡ 尾结构ꎮ 信号肽预测结果显示ꎬ在前体肽 Ｎ
末端含有 １ 个 ２１ 个氨基酸组成的信号肽序列ꎬ 切

割位点位于 ２１ 位 Ａ 和 ２２ 位 Ａ 之间ꎮ 起始密码子

为 ＡＴＧꎬ终止密码子为 ＴＧＡꎮ 前体肽具有典型的

“ＥＥＲ”蛋白酶水解位点(４８~５０)和酰胺化标记残基

“ＧＦ”(８６、８７)ꎮ 毒素前体被蛋白水解酶在“ＥＥＲ”
位点水解为成熟肽储存于毒囊中ꎬ尾部的 ２ 个酰胺

化标记氨基酸残基“ＧＦ”也会切割ꎮ 最终形成由 ３５
个氨基酸组成的成熟肽ꎬ与 Ｅｄｍａｎ 降解法测定的序

列完全吻合ꎮ ＪＦ￣１６ 的 ｃＤＮＡ 序列及其编码的蛋白

质氨基酸序列见图 ７ꎮ

灰色部分表示信号肽序列(１~２１)ꎻ下划线表示蛋白水解酶位点(ＥＥＲ)ꎻ▲表示保守的半胱氨酸残基ꎻ∗表示终止密码子ꎮ
图 ７　 ＪＦ￣１６ ｃＤＮＡ 序列及其推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ.７　 Ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＪＦ￣１６

３　 讨 论

ｃＤＮＡ 文库构建是研究基因功能和发现新基因

的主要技术方法ꎬ而高质量的 ＲＮＡ 是 ｃＤＮＡ 文库构

建成功的必要条件ꎮ 本试验采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取家福

捕鸟蛛毒腺总 ＲＮＡꎬ所提取的毒腺总 ＲＮＡ 经电泳

检测未见明显的降解ꎬ纯度和含量都符合要求ꎬ表明

家福捕鸟蛛毒腺总 ＲＮＡ 提取成功ꎮ 影响文库质量

的另一个因素是构建方法的选择ꎮ 本试验采用

ＳＭＡＲＴ 法构建了家福捕鸟蛛毒腺 ｃＤＮＡ 文库ꎮ
ＳＭＡＲＴ 法是 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司发明的一种全长 ｃＤＮＡ
文库构建方法ꎬ具有以下优点[２１]:(１)文库构建时所

需 ｍＲＮＡ 量少ꎬ一般只需要 ０.５~ １􀆰 ０ μｇꎻ(２)文库

构建过程中 ｍＲＮＡ 不会损耗和降解ꎻ(３)试验快速

和简便ꎮ ｃＤＮＡ 文库构建后进行了文库滴度和 ｃＤ￣
ＮＡ 片段大小的检测分析ꎬ发现构建的文库滴度和

获得的插入片段大小均符合文库构建的要求ꎬ表明

家福捕鸟蛛毒腺 ｃＤＮＡ 文库构建成功ꎮ
　 　 ＢＬＡＳＴ 序列比对发现 ＪＦ￣１６ 与敬钊缨毛蛛部分

毒素[２２]及一种生活在澳大利亚的捕鸟蛛 Ｐｈｌｏｇｉｕｓ
ｓｐ.毒素分子 μ￣ＴＲＴＸ￣Ｐｈｌｏ１ａ、μ￣ＴＲＴＸ￣Ｐｈｌｏ１ｂ 相似性

很高[２３]ꎮ 这些毒素分子的 Ｃｙｓ 不但高度保守且位

置也基本相同ꎬ为第 ２、第 ９、第 １５、第 １６、第 ２１、第
２９ 位ꎬ第 １５ 和第 １６ 位 Ｃｙｓ 紧密相邻ꎮ 其他很多氨

基酸残基也高度保守ꎬ如第 ７ 位的 Ｇｌｙꎬ第 １８、第 １９
位的 Ｈｉｓ、Ｌｅｕꎬ第 ２４、第 ２５ 位的 Ｌｙｓ、Ｔｒｐꎬ第 ２６ 位的

Ｐｒｏꎬ第 ３１、第 ３２ 位的 Ｔｒｐ、Ａｓｐꎮ ＢＬＡＳＴ 比对发现

ＪＦ￣１６ 与 ＪＺＴＸ￣９ 有高达 ９４％ 的序列相似性[２４]ꎮ
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ＪＺＴＸ￣９是一个含有 ６ 个半胱氨酸ꎬ由 ３５ 个氨基酸残

基组成的 Ｃ 端酰胺化的多肽分子ꎮ 与 ＪＺＴＸ￣９ 相比ꎬ
ＪＦ￣１６ 的第 １２ 位由极性带负电荷的酸性氨基酸 Ａｓｐ
变成极性不带电荷的中性氨基酸 Ｓｅｒꎬ第 ２１ 位由极

性带正电荷的碱性氨基酸 Ｌｙｓ 变成 Ａｒｇꎮ 因此ꎬＪＦ￣
１６ 的理论等电点会高于 ＪＺＴＸ￣９ꎮ ＪＺＴＸ￣９ 空间结构

属于典型的抑制型胱氨酸结构 ( Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｙｓｔｉｎｅ
ｋｎｏｔꎬＩＣＫ) 模体ꎬ由于 ＪＦ￣１６ 与 ＪＺＴＸ￣９ 序列相似性

很高ꎬ推断 ＪＦ￣１６ 的空间结构也很有可能属于 ＩＣＫ
模体ꎮ

由于 ＪＦ￣１６ 对 ＤＲＧ 细胞上 ＴＴＸ￣Ｒ 钠通道电流

具有抑制作用ꎬ因此ꎬ可以将 ＪＦ￣１６ 作为一个潜在的

镇痛药物开展相关研究ꎮ 当然ꎬＪＦ￣１６ 对 ＤＲＧ 细胞

上 ＴＴＸ￣Ｒ 钠电流具有抑制作用并不意味着 ＪＦ￣１６ 就

能够成为镇痛药物ꎮ 首先ꎬＪＦ￣１６ 开发成为镇痛药物

分子需要其具有高度的专一性ꎮ 近十年来ꎬ在靶向

Ｎａｖ１.８ 镇痛新药研发领域ꎬ 国际上主要集中在专一

性抑制剂的发现和作用机制研究ꎮ 虽然取得一些进

展[２５￣２６]ꎬ但是国际上该研究领域进展缓慢ꎬ具有应

用前景的 Ｎａｖ１.８ 专一性抑制剂很少ꎮ 其次ꎬＪＦ￣１６
必须具有高效低毒性的特性ꎮ 另外ꎬ本研究只开展

了 ＪＦ￣１６ 对 ＤＲＧ 细胞上 ＴＴＸ￣Ｒ 钠通道活性的初步

检测ꎬ未开展通道的分子水平作用机理研究ꎬ后续可

以开展这方面的研究ꎮ
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ｄｒｕｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [Ｊ] . Ｅｘｐｅｒｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｏｎ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙꎬ ２００７ꎬ
２(６): ８２３￣８８３.
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Ｃｈｉｎｅｓｅ ｂｉｒｄ ｓｐｉｄｅｒ Ｓｅｌｅｎｏｃｏｓｍｉａ ｈｕｗｅｎａ Ｗａｎｇ [ ＝ Ｏｒｎｉｔｈｏｃｔｏｎｕｓ
ｈｕｗｅｎａ (Ｗａｎｇ)][Ｊ] . Ｔｏｘｉｃｏｎꎬ ２００４ꎬ ４３(５): ５７５ ￣５８５.
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[１５] 邱　 方ꎬ刘艳红ꎬ姜雨鸽ꎬ等. 用于膜片钳研究的大鼠背根神经
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(１): １７￣２１.
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Ｎａｖ１.８ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｐａｉｎｆｕｌ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ [ Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ
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[２１] 董志敏ꎬ张宝石ꎬ关荣霞ꎬ等. 全长 ｃＤＮＡ 文库的构建方法[ Ｊ] .
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ｚｈａｏ [Ｊ] . Ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２００８ꎬ ６５(１５):
２４３１￣２４４４.
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ａｌ. Ｔｈｒｅｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ ｓｏｄｉｕｍ
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Ｃｈｉｎｅｓｅ ｔａｒａｎｔｕｌａ Ｃｈｉｌｏｂｒａｃｈｙｓ ｊｉｎｇｚｈａｏ[ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ
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