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���������#����2 
�������	�
� �
���������������
����������������������
��������
� (1) ����!�"�#



$��������%
����������	#�������	&��������'��%������
�()�*� �+�������������

���������������	 (���.) ����+�������$��������������
�()�*� (���.) ����+��/

�������� 2550-2552  (2) �����
�����������	 ����3���
������"��� ������	���	#������ 

�/ 2550, 2551, 2552 ��� 2553 (3) ���8$������$�9�#��	�:����	��;&�!9"����<������!�=��

�����	&'��%������
�()�*� �����>�����??����'������( #���+�������$������������

��
�()�*� (���.) ����+��/ 2550, 2551 (4) ���8$������$�9�#��	�:����	��;&�!9"����<������

!�=�������	&'��%������
�()�*� 8$������������	�������??���� #���+�������

$��������������
�()�*� (���.) ����+��/ 2550 (5) �������	������@�� �+�������������

���������������	 (���.)-�%�������()�*� ��#����	�(����&�����$8�8�	
 (WINDOW II) 

����+��/ 2551 (6) ���8$��������??������?���3��*� ($��.) �����
" 9 (7) 8$�����

�����������+��������()�*����??���
 (RPUS) �+����������������������������	 (���.) 

BC�	���������� �/ 2550  

 �����
� ����#�#��$��3�$��:�:
��$�
 $�����	�(����& ������	���	#������ �
"

��9���EFG��%���
"���������& �������#�#��$���
�����	 H)"��
���� �(.
�.����� ;���(������*& 

����3�$��:�:
��$�
 $�����	�(����& ������	���	#������, �(.
�.��������& J�
��: ����

3�$��:�:
����	� $�����	�(����& ������	���	#������, <(.
�.����

 ��??����:� ����

3�$��:����:
����	� $�����	�(����& ������	���	#������ ������� <>�:��	����	���<>�������

����	 �
���� 
�.�������  ��9����(&�>�, ��	���K�&���& �����&$+����	, ������8�3�
� ��#

�������L, ��	;
���=�& ������	&, ����������!M?!���&(��� ���*� ����������������& ���9��

�����&  
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 ��+�!�* (venom) ��\���������#��8�������
"�
V�;�X�+������� �������	��"�8���+�'��

���������$&�����������	�����)"�'���+�!�*���� $9�8���
���9������
&����
V�;�X�������	 

������%>��+���!�=��'��:��!���:	& �+����������(��	#��������� �������	
���!�*����&'����

#����$&������ V�;�X���8$���������
��8������	���
���	��� '�$�����
� <>�����	�
�()�*�

��$&������#����+�!�*�
"��\�8���
���������
& �������������V�;�X ����������+�
����
   

����8�#����+�!�*#������&!�*�
"3�$���������J
	����9� ���()�*�����+������+�!�*����&���	

:��
�
���� (1) �(��)�*���#G��;-�� (Heterometrus laoticus) $��!� phospholipase ��\�

��$&���������� �
�8���
� Heteroscorpine H)"��
V�;�X	��	����:9����$�
��
	���:��
 �����%

8$������!�"��+�����
�'��
8$�� ���� Heteromtoxin �
V�;�X$���	 Imperatoxin H)"��������%

�+���!�=���!9"�������*�8�$���'��
�'����$� (2) �(��)�*���
�&H (Solenopsis geminata) 

8���
�'���+�!�*��\� allergen �
��+�
����
����8���M���������
�8$��������������#�� Solgem 

4 !���� �������

���8���
�'���+�!�*�����%	��	���V�;�X#����+�!�*�
�

 ��
���� piperadine 

derivative H)"���\�������V�;�X����'���+�!�*������(�	����+����#��8���
�����
��	 (3) �(��

)�*�+��
�%
1�����+���<� (Vespa affinis ��� V. tropica) !�8���
����� 5 :��
$9� dipep 

tidylpeptidase IV, hyaluronidase, phospholipase, venom allergen 5 ��� albumin $�
��� 

hyaluronidase �������\�����+���
$���������#����+�!�*�������������:��
 (4) �(��)�*"��

��"�� (Scolopendra subspinipes dehaani) $��!� venom allergen protein, serine 

protease, trypsin ��� hyaluronidase H)"�8���
�������
����	�����\��
"�����'�'�������

���	���&':� 

 

�����
�: ��+�!�*, ����&!�*, �
$���E, ����C��:���, ��������9�, �������, ��#��, Heterometrus 

laoticus, imperatoxin, Solenopsis geminata, Vespa affinis, Vespa tropica, Scolopendra 

subspinipes dehaani hyaluronidase, phospholipase 



Abstract 
Project Code :  RMU 5080013 

Project Title :   Amino acid sequence determination and investigation of activity  

of proteins and peptides in venom from local animals in the  
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Department of Biochemistry, Faculty of Science,  

Khon Kaen University, Khon Kaen, 40002, Thailand 

E-mail Address :  sakdad@kku.ac.th 
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Venoms from venomous animals are rich sources of bioactive compounds. 

Peptides are compounds with a variety of actions. Many have been developed for 

therapeutic and commercial uses. For Thailand, especially those locally reside in the 

Northeastern, their details are still rare. In this study, venom components was 

characterized, identified and tested for biological activities. Full amino acid had been 

determined, as well. (1) For giant scorpion (Heterometrus laoticus) venom, it mainly 

composed of phospholipase. Heteroscorpine was found as anti-bacterial agent. It was 

cloned and bacterial expressed. Heteromtoxin showed high similarity to Imperatoxin, 

from African scorpion, Pandinus imperator. It is believed to be developed for cardiac 

disease therapy in the future. (2) For red fire ant (Solenopsis geminata) venom, Solgem 

4 was clarified as an allergenic protein with full length amino acid and 3 dimensional 

structure determinations. Surprisingly, antibody against this group of proteins delayed 

functions of piperadine derivative, main component in the venom. (3) For wasp venom 

(Vespa affinis and V. tropica), major 5 was identified as dipeptidylpeptidase IV, 

hyaluronidase, phospholipase, venom allergen 5 and albumin. Hyaluronidase was 

predicted to be the key molecule of venom potency. (4) For centipede (Scolopendra 

subspinipes dehaani) venom, allergenic protein, serine protease, trypsin and 

hyaluronidase were identified. These may be developed for further applications in the 

near future. 

 

Keywords : fire ant, Heterometrus laoticus, imperatoxin, scorpion, Solgem 4, Solenopsis 

geminata, venom, Vespa affinis, Vespa tropica, wasp, hyaluronidase, phospholipase 
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���$/ 1 ����� 
�����(��	�����	>�'��#�����:9�� �
$����������	
���:
�3�!��
���
�� 1 '� 10 #��8�� 


������ �)��
���!	������:
�3�!����������\�!9:��9�����&�	>���\��+�������(�� ������������ �


�+����!9:�	>�������	���� 20,000 :��
�������&�
����� 87,500 :��
 �������
�	���
��$�
��
	 �� ���

�������
	&���� Y �
������	 �������� ���()�*���"��
:
���������
�'����#�����L�����	� ��	��3�$

(����& :
����	� ���
�����"���
�����
�	>�$���#������ �������!���� ���()�*�
���:
��$�
���

:
��$�
�:���)� ���()�*�:
�8�������
"��\���$&������ ����������\�8���
� ����H�& $��&8����
�� 

�����
���$�
��$ (

��M���������&��M��)  	���
�	>����	��� �����������!	���������
� �+��������


�� �>?!��;�& ��9��>?��	�� ���������83$ ����������
"�	>���(�	���;���:��� �����*������

�<�'����
"��������������
"����':�!9���
"������#�
$����������	���:
�3�! ����+���	����

8
	���
��	$�
������������8	:�&'��:��!���:	& ��9�$�
�����\���"��
"�
������	������*	&�������&�9"� 

����<������
����+���	�C� ���':�	�������� ����$�
�+���
(���>!9: ����$�
�+���
��:!9: �:9��8�$ 

�:9�������� Y �����%)����%>�:������:����+���()�*������
���;����� ���	��\�������#������:���

��  �+�'����������>?��
	��"��
:
����
$��������
������� Y �
"	������
�������()�*������
"$�� �+�'��'��
"��


������<>���\��������!	��� �����������	��\�<>���
�������!	��� ���#�
8����'����':����!	���

���� ��9��
���':����!	���������$���$�����	�"�	9���� ������(����>�$��  

'��
������)"� <���3��@&
���:
�3�! �:�� 	� �����!� ����H�& 8���
� �:9���������
	& ���

�9"� Y ���� �+��������
����<���3��@&;���:��� ��9�
�
�������;���:��� �:�� 8���
�����>��� 

�����8H�H�&����#�#��#���#���� 	����*�8�$����!����������������	 	����*�8�$$���
��8����

�>� ���	���������#M����#����9�
���:��
���!�*�> ����H�&�+�����������:9���������
	&'�
�� 

�����(#����������+��#��<���3��@&������
��>�$�����(�� 	��
"':�'�������*�8�$���� Y ����������

����������������������+��#���
�>�$�����(������!
	�'
 ����H�&��8H�H�& �!9"�':�'�<���3��@&	�

����������	 �
�>�$������+��#�����	��������������/ ����H�&������� H)"��+��#�����!9"����<�����

�������������������+��������!
	��	����

	� �M�
�>�$������+��#��%)����� 100 �����������/ 

(�����#���$+������#�� (.
�.	�	��; 	��;��(& �

� ���.����������	�(����&�����$8�8�	
) �:9��

	
��&�!9"����<����$�9"��
9"���������& �:�� ��
	�&������& �M�
�>�$�����(�� (�����#�����\��
"���
�<	) 

���	���
����H�&���� Y �
���� �����
"��������<���3��@&���	�	����
"�+��#��������������(���� 

�����%�� <������!�=���
����'������(#����� 

�������<�
������� �+�'���
$����+���\�����
���'����()�*����!	���:
�3�!#�����
���

:
��$�
'���)�H)�����%������ $����>�!9��L���
"�
� �������%�+���!�=��'���
������	���&':� �!9"��!�"�

�>�$��'��������!	��� '���
���':����!	����
��	���$���$�����	�"�	9� �����9"����������#�
�$��

���!	���;���:������$�����9"��8���#����"���
����8�� ��
$����������������!�"�#)��#��

���:���8�� ������!�=���(�*L��� ������
"	�����#��3>������( �������3>��8���
"�>�#)�����



 -2- 

3�����9�������  ����>?��
	8�8H�'�:������	���( ���#�
�$���������+��!9"����<������

���83$ ���#	�	!9���
"�!����>��!9"���\���������!������ �+�'��!9���
"�C�����
�� ��������(�&��
	

��
��	& �>?��
	$����������	���:
�3�! ���+����>�$��������9�'���;���??����	 Y J��� �
"

������
'���
���
>�����!	���;���:��������"���
����'����	 Y 
��� �!9"�'�����
���!�=���	���	�"�	9� 

��������(��	�
������������������;���??������)"��M$9� “�����??����
��	$����������	���

:
�3�! (Convention on Biological Diversity) �!9"�������*&���':����8	:�&���!	���:
�3�!#��

�����(” '��������������:�������:�:��� ���
��	��"���
����������!�=�� ��9"��
9����%���	� !.(. 

2535 � ������8� �
� ����8� �����(���H�� 

 ��+�!�* (venom) #������&���� Y �:�� �> ����C�� ��#�� <)�� ��� ��� ��� �
 ��\���� ���� 

��+�!�*��\���������#��8�������
"�
V�;�X (active molecule) �+������� �������	��"�8���+�'������

��$&������ V�;�X ������ ���
��8$���������
��8������#����$&������������
� �����	���


�������  !���� ��$&�����������	�����)"�'���+�!�*���� �
8$���������\�8���
� ��9������
& 

(peptide) ��	���� Y  ���������� 10 ��8�
����� ����
V�;�X������������ �:�� �
V�;�X��\� neurotoxin, 

cardiotoxin, ion channel blocker, proteinase ��\���� 8$���������
��	
������
����
����8�#��

8���
���������
&������
�%>������������\��+�������'�L��#���>�!��;����� (Gene Bank) ���� Y 

�
���� GenBank (USA), DDBJ (Japan) ��� EMBL H)"������������
�������������%�#����

��������
�8
	���	��� internet 8���
���������
&������
��+������)"�%>��+���
�
����
���

8$������� ����������
����	����\�<���3��@&���
�������!�	& ��9�':�'��������	�	����!�����	 

�:�� captopril 
�
��������� Teprotide H)"���\������
&'���+�!�*#���>�������'��:��
 Bothrops 

jararaca H)"� captopril �
V�;�X��\� angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor ':����*�8�$

$���
��8�����>� ����	����9"� �
���� eptifibatide ��\� integrin inhibitor ':�������� blood clot '�

<>��C�	8�$���'�, mellitin ���!�*<)���
V�;�X anti-inflammatory ':����*�<>��C�	 rheumatoid arthritis, 

charybdotoxin, margatoxin �������C��:��
���� Y %>��+���':�'��������	��
"	���� potassium ion 

channel ���+�'������8$�������#�� channel �	���%������ !�*#������&���	:��
�+�����	>�'�

�����������������V�;�X�����:9����$�
��
	 �:9���� �����%)��:9��8��8�H�� ������
	 ���
�� !	�;� 

��\���� 
������ ��+�!�*�������&!�*�M%9������\����!	����	�����)"��
"�+���\����������
�������()�*� 

�+�����'������(��	#��������� �������	
���!�*����& �������\�'����#��������*�<>��
����

!�* �:�� ���
>��<>��C�	�
"�
����!�*��������&��
���	 ���!�=���������

�!9"����!�*�> ��\���� ����

�������	
���!�*����& '����#����$&������ V�;�X���8$���������
��8������ ���%)�������	���&':� 

����
�	>������+�����!�*�> ���!�*<)�� ���!�*#������&�9"� Y 	���
�	>����	��� 
������ <>�����	�
�()�*�'�

���#����$&�������
"��\�8���
���������
& �������������V�;�X#����+�!�*#������&���� Y �
"�
'�

����%�"�3�$���������J
	����9�#�������(��	 ����������\�!�*����C��:��� !�*�
$���E��	 ���

�����9� ��9����������� ���$��!�������V�;�X���	��� �:�� phospholipase, hyaluronidase, 
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Heteromtoxin albumin ��\���� H)"�'����()�*�$�����
� ���+����()�*��:���)�#��8���
�������
� !����

���()�*�$�����\����
�#������+�8���
�������
����+���\�<���3��@&������$��  

�������
����� ���
������!�=���H�����+�����!�*����&������
� 	���
���	��� '����������( 

�
�H�����+���������C�����:��
�
"�
!�*���	��� ����������������:��
 ���'������(��	 H)"���\�

�����('��#�����:9�� �
"�
����&������
��	>��	����������	 ���������
<>��
����!�*�������&������
���\�

�+�����������/ ���!�*����&���:��
�M�
������	%)�:
���H)"����������\�#������
����9"����:��	>�

���	 Y ����M	������
���!�=���H����#)����':� 
������ ���!�=���H�����������!�*����&�)������	���


$����+�$�?����+���\����$��3�!:
������:�:� 
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���$/ 2 ���������$/%�$/��"-�� 
��+�!�* (venom) #������&���� Y ��\���������#��8�������
"�
V�;�X (active molecule) 

�+������� �������	��"�8�� ��	���%)���$&������ V�;�X ������ ���
��8$���������
��8������

#����$&��������������� !���� ��$&�����������	�����)"�'���+�!�*���� �
8$���������\�8���
� 

��9�8!�
�����
& (polypeptide) ��	���� Y ����
�+������
����8�������� 100 ��� ��9��
��+��������

���� 10 ��8�
����� ����
V�;�X���������� �:�� �
V�;�X��\� neurotoxin, cardiotoxin, ion channel 

blocker, proteinase ��\���� (Lewis ��� Garcia, 2003) 8$���������
��	
������
����
����8�#��

8���
���������
&������
�%>������������\��+�������'�L��#���>�!��;����� (Gene Bank) ���� Y 

�
���� GenBank (USA), DDBJ (Japan) ��� EMBL H)"������������
�������������%�#����

��������
�8
	���	��� internet  !���� 8���
����8!�
�����&������
��+������)"�%>��+���
�
����


���8$������� ����������
����	����\�<���3��@&���
�������!�	& ��9�������$�� ��9�':�'�

�������	�	����!�����	 ��������  
 

������$/ 2.1 ��
�8���
�'�!�*�>�
"�
���!�=���!9"�':�'�����!�	& (Koh ���$��, 2006) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�������� �M#�	�����	����:�� captopril 
�
��������� Teprotide (��\������
&'���+�!�*

#���>�������'��:��
 Bothrops jararaca)  captopril �
V�;�X��\� angiotensin converting enzyme 

(ACE) inhibitor ':����*�8�$$���
��8�����>� (Lewis ��� Garcia, 2003), eptifibatide ��\� integrin 

inhibitor ':�������� blood clot '�<>��C�	8�$���'� (Hartman ���$��, 1992), mellitin ���!�*<)�� �


V�;�X antiinflammatory ':����*�<>��C�	 rheumatoid arthritis (Hartman ���$��, 1991), 

charybdotoxin, margatoxin �������C��:��
���� Y %>��+���':�'��������	��
"	���� potassium ion 

channel ���+�'������8$�������#�� channel �	���%������ (Garcia ���$��, 1999) ��\����  
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2.1 �(��)�*"�����#G��;-�� (Heterometrus laoticus)  

����C����\�����&�
!�*�
"��(�	�����	�	>���"��� $�
����
������	���� 1500 ��/:
�&��"�8�� 

	������#�#���8�� (Srinivasan ���$��, 2002) �
�!
	���� 20 ��/:
�&�
"�
������	%)�:
��� �+�����!�*

#������C������ �
�������	�+���������"�8����
"	����V�;�X#��8���
���������
& '���+�!�* �:�� 

anti-ion channel, anti-bacterial, anti-fungal, anti-malarial, insecticide, analgesic, anti-nociceptic, 

anti-depression ��\���� (Guan ���$��, 2001; Possani ���$��, 1999, 2000, 2002; 

Rodriguez de la Vega ��� Possani, 2004; Turkov ���$��, 1997; Zhu ��� Tytgat, 2004; ����

��� ��9����(&�>� ���(��
�  
�
��, 2552) 8������������
��
#��
��M� ���������� 10 ��8�
����� ���

���%>��+�������	�!9"�!�=����\�<���3��@&������$�� �:�� toxin :��
 AaIT �
��������C�� 

Androctonus australis �+����%>�!�=���!9"�':���\� insecticide (Zlotkin ���$��, 2000) ��9"�����

��\� toxin �
"�
$����+��!����� ion channel #������ 
������'����$� ����
�	��+���
���� 

)insecticide (�
"�
$������
3�	�>� ��������$���'���"���
����3�	��� ��9"�������\�8���
��)�

���	������	�� ���������()�*�'�3�$��:�:
��$�
 $�����	�(����& !���� ����:��
���� Y �


$��������!�*����C��:������������� ���� (Captotermes sp.) �
$��������!�*����
"��
 8
	�
�

$�� lethal dose 50 (LD50) �"+��
"��
 
������ ����
���!�=������� ����
� insecticide �
"�
$����+��!��

������� ����
!�*�"+�������*	&��������9"� Y �������
� 	���
 toxin '������ Scorpine (�$��&�!�&) 

��9���
	��
�:9"���)"���� Panscorpine H)"��
��������C��:��
 Pandinus imperatus #����E���� ���

�C��:��
�
��
#��
'�?��
"��
'�8�� �
�

+����� ��
������	���%)����	����
���� 1 E�� �)��
:9"���
	�

��"������ Emperor scorpion �
!�*������������ �����	����������	!���� Scorpine �
V�;�X�����:9��

������
	 (anti-malarial) (Conde ���$��, 2000) ����+�����	>�'�#���#������
������
	� 

transgenic mosquito �
"�
�
�#�� scorpine ���	��
��������
���<��!��;�&����!��!��;�&����� �M

������
��>�����	���
"�:9��������
	�#����!����(�	����
� (Possani ���$��, 2002) 

�������()�*���+�!�*����C��'������(��	����	������
������ ������'������(��	!����

�C��������	���� 18 :��
 ����C��:��� (Heterometrus laoticus) �M��\�:��
��)"��
"�>�������

 (�>��
" 2.1) 

����C��:�����\�����&!9����9���
"�
%�"��+����
�	>�'�3�$���������J
	����9�#����	, ���, ���!>:� 

�����
	
��� 
������ �)����
����	�����'�����%�"� ��������%�

!�*�
��!
	�!��+���������+���� 

����C��:��
�
��
#��
 10-15 �H������� �
�

+����� �
:9"���
	���"������ Giant scorpion ��9� Asian 

Forest Scorpion ��9� Black Scorpion ��9� “����C��:���” '�3�*���	 ��9� ”������” '�3�*�%�"� 

�
��+�!�*�	>�'�����!�*�
"�������� (�>��
" 2.2) !�*����
$��������� ���%>����	����
�������
�	>���� 

2-3 :�"�8�� %)� 1 ���
��& #)������3�!#��������	 ����C��:��
�
���\� genus �

	��������
"�
���

��
�	��!9"�
)�
>
���������
"	�'��������&������� ((��
� 
�
�� ���������� ��9����(&�>�, 2547) 

�������	��9"������C��:����
��
����"�������������	�/ 2545 ����������� !���� �
V�;�X��\� potassium 

ion channel blocker ����
V�;�X defensin '��������	
������� ���"��������C��:����
"���H9�������

:������'������'����$
	����������	���	 #������ ��%>��+�����
�	����'��>������'�������
�	�����&
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#��3�$��:�� H)"���������3>������
"��� 28�C '��������

������������\������ �+�����

��+�!�*8
	

���:M��
��	������EE���"+� Y ������� �+���+�!�*���+�������;�X�
"��������������#��3�$��:�� 8
	

���':� gel filtration (�>��
" 2.3A) ��� cationic column chromatography (�>��
" 2.3B) ����������

$���������;�X
��	 Tris-Tricine SDS-PAGE (�>��
" 2.3C) �
��%������
&������;�X:�����)"�#��
��� 7 

��8�
����� '��:9"���� Heteroscorpine-1 (HS-1) 	
�#�� HS-1 ������#)����� 1440 ���$�
8���
& �
 

intron $�"�����	������ 1 ��8���� ��9"�������\��+�
����
����8��
� 95 ��� �
"���	 N �
 leading 

sequence 	�� 19 ��
����8� 8!�
�����
&�
"�
�$���	$�)���� Scorpine %)� 80% �����
&�
��
V�;�X

�+�'��������\����!�� ������� ��9"��+�����V�;�X��������������
	&:��
���� Y ��������+����

�������V�;�X	��	����:9����$�
��
	
��	��;
 disc diffusion !���� HS-1 �
V�;�X�����:9����$�
��
	:��
 

Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae ��� Pseudomonas aeruginosa �����9"��+�������� 

morphology #���:9��������
�
��	�����������(�&����M�����:��
������"� (scanning electron 

microscope, �>��
" 2.4) !���� <�����8
	���#���H��&��$�
��
	�����
	� ���
#��#�� ������!�����


���&������& (organelle) ���� Y 3�	'��H��&���������� �)�$�
��� toxin $��#���+���	�
" cell wall 

��9� cell membrane �+�'����
	�>��� �������+����
�> ������� �)��+������
&�����+�
����
����8� 


��	��;
 matrix-assisted laser desorption-ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass 

spectrometry :��
 tandem mass spectrometry (MS/MS) �
"�����(?
"��C� �
��+�
����
����8�

��9�������� 21 ��� (�>��
" 2.5) ��9"��+����+� alignment ���8���
��
"�
'� Gene Bank 
��	8������ 

FASTA !���� �
 homology �>���� Scorpine H)"��
V�;�X�����:9��������
	 
���
������#������ ���	���
 

homology �>���� Opiscorpine �������C����E����:��
 Opistophthalmus carinatus H)"��
V�;�X 

anti-fungal ����:9�� Fusarium oxysporum H)"���\��:9�������8�$'�!9: (Zhu ��� Tytgat, 2004) ���

�
�'��:9"������
&�
"�
���� H. laoticus ��� Heteroscorpine-1 (HS-1) ������
����+�
����
����8���

$���������� 95 ��� (��������� leading sequence 	�� 19 ������
��	) 8
	':���;
 PCR '�

���������������
"�����(?
"��C���"���� (�>��
" 2.6) ��9"��+�����
	��+�
����
����8���� Panscorpine 

��� Opiscorpine !�����
$������9���>�%)���� 80% (�>��
" 2.7) �
$���'���:�
������
���

����=����� ��9"����$����&
��	 phylogenetic tree ����
�+�
�����9����� potassium channel blocker 

�9"� %)� 40% �)������%������
��	������:�
��� HS-1 �
V�;�X��\� potassium ion channel blocker H)"�

�
 defensin activity (Uawonggul ���$��, 2007) 
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��#�$/ 2.1 �������C��:���!�����>����	��	� 1 ��������� ((��
� 
�
�� ���������� ��9����(&�>�, 

2547) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 2.2 ��
������!�*�
"���	���#������C��:��� ((��
� 
�
�� ���������� ��9����(&�>�, 2547) 

 

�������	 
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��#�$/ 2.3 ����+�������;�X Heteroscopine-1 (HS-1) �����+�!�*����C��:��� (A) <��� gel filtration 

column, (B) �+���<��� cationic column chromatography, (C) <�������$����&
��	 Tris-Tricine 

SDS-PAGE !��%�8���
��%��

	� (lane CM89), (D) <� manual Edman degradation !� 

spot �

	� $9� glycine (E) ��+�����8������#�� HS-1 ��9"����$����&
��	 MALDI-TOF Mass 

spectroscopy (F) <�������$����&
��	 two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-

PAGE) !� spot �

	� �)�$�
��� 8���
��
"�
��
$���������;�X�>� 
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��#�$/ 2.4 ��$�
��
	 Bacillus subtilis (A), Klebsiella pneumoniae (B) ��� Pseudomonas 

aeruginosa (C) 3�	'�������������(�&����M�����.'��3�!���� (1), ��9"�<���������
��	��+�!�*���

�C��:��� (2) ��9� HS-1 (3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 2.5 <�������$����&�+�
����
����8��������#�� HS-1 
��	 liquid chromatography tandem 

mass spectroscopy (LS-MS/MS) �
������
&�
"�����+�
����
����8� 2 ���� $9� GFCHGTK ��� 

CVAN(L/I)DTMGNCETH  
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��#�$/ 2.6 �+�
�����$�
8���
&����+�
����
����8�#�� HS-1 8
	�
"������*�!��!&'�?��

+� $9� exon, 

���� intron ��
����
��	������*�!��!&��M��
��+�����, untranslated region ��
����
��	������*��


�#
	�, �+������������#�� primer ��
����
��	�>�(���������
����, �+�
����
����8��
" deduce ��

����+�
�����$�
8���
&��
����
��	������*�!��!&'�?��
�
� :��
#����
����8��
"#

����'�������

	�

��\�:��
�
"�
������������$����&
��	 MALDI-TOF Mass spectroscopy  ����:��
#����
����8��
"

#

����'�����������\��+�
��#�� leading sequence �+�
���
"��\� Cys pattern #�� invertebrate 

defensin (Froy ��� Gurevitz, 2003) $9��+�
�� CX4-16CX2HCX6-9GX1CX4-9CX1C �����	���
��	

�%��
���9�� 
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��#�$/ 2.7 (A) ��
�������
	���
	��+�
����
����8�#��8���
�'������ Scorpine ��� potassium 

channel blocker ���	:��
��� HS-1 ��� (B) ��
� phylogenetic tree ���������$����&�+�
��

��
����8�'�8$��������L�3>�� Opiscorpine3 ��\� Scorpione ����� Opistophthalmus carinatus 

(Zhu ��� Tytgat, 2004). Panscorpine ����� Pandinus imperator (Conde ���$��, 2000). 

Tityus Scorpine ����� Tityus costatus Karsch (Diego-Garcia ���$��, 2005). TsTXK� ����� 

Tityus serrulatus (Legros ���$��, 1998), BmTXK�2 ����� Buthus matensii (Zhu ���$��, 

1999) and AaTXK� ����� Androctonus australis (Legros ���$��, 1998) �+�
���
"���9�������

��
����
��	�$�9"�����	���
�������& �+�
���
"$���	�������
����
��	�$�9"�����	��)"�
�������& 

���� leading sequences $9��������
"#

����'�� 

 

2.2 �(��)�*���
�&H&�� (Solenopsis geminata)  

�
 (ants) ��\�����'� Phylum Arthropoda, Order Hymenoptera �:���

	���� ��� 

(hornet), ��� (wasp) ���<)�� (bees) ��
��\������
"�
!�* !���"������'�������9����9�:��:����

���:��
��
"	�#���������
+���:
�������+���� 8
	����&'�������
����
���M�'� (stinger) �+��������	

��	9"����J

!�*������#����9�� %)�������!�*#������'�������
������������%)�#��
�
"�+�'��<>�%>����	

%)������
	:
��� ����M�����$�����M���
���#&�����'�����<>�%>����	 ����������*���\�������*����

����� 	������
������*��
"�+��!�����!�* !�*#������&������
�������#)����� toxin, enzyme ���

8���
�����Y  

�
$���E  (Solenopsis sp.) ��\��
�
�#��
 3-5 ��������� ����
!�* ��
�	>�'� Order  

Hymenoptera, Suborder Apocrita ��� Family Formicidae !�'����	����8
	�J!��
���
��%�

����#��8�� ��+�!�*��%>�����	�����������M�'�H)"��	>��
"������� (gastor) ������$��������� 0.01 

��8$����� !�*�
$������������ $��
"%>��
:��
�
���
���>��)�����������$�����9��%>��E����  

!������+�!�*#���
$���E:��
 Solenopsis invicta '������(����L������� �
 piperidine 

derivatives �
���� trans-2-methyl-6-n-undecylpiperidine, trans-2-methyl-6-n-tridecylpiperidine, 

trans-2-methyl-6-n-pentadecylpiperidine ��� trans-2-methyl-6-(cis-6-pentadecenyl)piperidine 

��\���$&���������� (Jouvenaz ���$��, 1972)  piperidine '���+�!�*#�� S. invicta �
V�;�X����
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�����$�
��
	���	:��
 �
���� Streptococcus salivarius, S. pyogenes, S. equisimilis, S. faecalis, 

Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Bacillus pulvifacienis, B. thuringientsis, Shigella 

flexneri ��� Salmonella typhiimurium (Jouvenaz ���$��, 1972) ��+�!�*	����������
��	

8���
����	:��
�
"�+�'�����
������!� (allergen) '�<>��
"%>��
$���E��
 (Hoffmann ���$��, 1988) 

�
���� Sol i I, Sol i II, Sol i III ��� Sol i IV 8
	�J!���	���	�"� Sol i I ���� ������#)����� 346 

��
����8� �
V�;�X��\���M��H�& phospholipase �
�
��	 ��M��H�&:��
�
�����������+���	 cell 

membrane �+�'��!�*�����	������	�����
��M� �H��&��%>��+���	���������!�������#)��  

 

2.3 �(��)�*"���+�������  

��$&������#����+�!�*�M������
���� peptides, acylpolyamines, ��� alkaloids �
��	���

%)������
&H)"���\���$&��������)"�'���+�!�*#�������� ������
��	 �-pompilidotoxin ��� �-

pompilidotoxin ����$>���\� neurotoxic protein ������ sodium-potassium channel �����+�'�����
���

���
"	���������������
-��
 channel 8
	 �-pompilidotoxin ��\��������+�$�?�
"�+�'�����
���

���
"	������
� (Konno ���$��, 1998, 2000) �������
�	���
V�;�X	��	������������� ion channel, 

receptor ��� transporter :��
���� Y �
"��
"	�#��������������??��#������������'��H��&����&

��
�	��>�
��	�� ����H��&���� (de O Beleboni ���$��, 2004) �������
� 	��!���� toxin '�!�*

#����� Vespa magnifica �
V�;�X���������$�
��
	 E. coli, S. aureus ����:9���� C. albicans �
�


��	 (Xu ���$��, 2006a) 

��9"���������� !�*#�����������
��	��$&���������� 
��������
� 

1. biogenic amines ��\�����
"�����#)��'�������	��"��
:
����
"�
��>�E���&:�"�$9���>����
� �


��+�����8���������	 �:�� acetylcholine, histamine, serotonin, noradrenaline, dopamine ��\���� 

H)"���\�����
"��
"	�#����������9"���??�������� 

2. kinins ��9� vespakinins ��������!��+���� 17 :��
 ��\�����
"�+�'�����
����
���#��

�������9���
"��
"	�#�����������������M���
 	�����	����:�� vespakinin 1 H)"��	��
���������	

!��;& Paravespula maculifrons (Ho ���$��, 1999) 

3. phospholipase ��\�����H�&�
"�����������	�������	E��E�����
����\���
�#��� �
���	

:��

��	��� �
���� Phospholipase A1, Phospholipase A2, Phospholipase B, Phospholipase C 

��� Phospholipase D H)"������:��
��	��	���	!��;��������&�
"�+�������+��!�������������� 

(Abe ���$��, 2000) 

4. protease ��9� proteolytic enzyme ��\�����H�&�
"�����������	����	��	���	8���
��
���� 

serine protease H)"������������	�������	8���
��
"�
 serine ������ active site #������H�& (Haim 

���$��, 1999; Han ���$��, 2008) 

5. mastoparan ��\��!���
&#��
��M��
#��
������ 19 kDa ��\�8���������:
�3�!�
"

�+���':�'�����3��:���� �
����������$9� mastoparanogen ��\��!���
&�
"�+�'�����
������"� 
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histamine :���+�'�����
����>?��
	��������9��<���#���	9"������H��& 	�����	����:�� mastoparan B 

�
#��
������ 16 kDa H)"��	��
���� Vespa basalis (Higashijima ���$��, 1988; Xu ���$��, 

2006b) 

6. hyaluronidase ��\�����H�&�
"�����������	����	��	���	 hyaluronid acid H)"���\���
�
"

!�'���9���	9"����� Y �:�� ��9���	9"���
"	�!�� (connective tissue) ��\���� H)"����+�'����������9��<���

#���	9"������H��&�>?��
	�� (de Oliverira ��� Palma., 1998) 

7. antigen 5 ��\�8���
��
"	��������������
"���:
�3�!�
"���:�
 �����!
	������\� allergen 

protein (Pantera ���$��, 2003) 

8. neurotoxin ��\��!���
&�
"���V�;�X��� ion channel #���H��& 	�����	����:�� �-

pompilidotoxin (�-PMTX) �
"�	��
���������	!��;�& Anoplius samariensis �
��+�����8������

������ 15 kDa (Konno ���$��, 2000), AvTx8 �
"�	��
���������	!��;�& Agelaia vicina �


��+�����8������������ 15 kDa (de Oliverira ���$��, 2005) 

  ���()�*�8���
�'���+�!�*#����� ���������\�8���
��
"�����:��
 
���
� 

  Haim ���$�� (1999) �+����()�*�������V�;�X#������H�& protease '�!�*�����	!��;�& 

Vespa orientalis !���� ����H�&�
#��
 42 ��� 44 kDa ��9"��+�����	�
��	 SDS-PAGE 8���
�

��������%�
��������
������'���������������	� hydrolysis #�� bovine factor IX (BFIX), factor X 

(BFX) ��� prothrobin 

  Ho ���$�� (1999) �+�����	�������;�X8���
�'���+�!�*#����� Vespa verutina �
"!�'�

�����(������� H)"��
$�� LD50'���>�
���������� 0.02 �g/g 
��	 gel filtration ��� cation-

exchange chromatography �
�8���
� 3 :��
 �
���� verutoxin 1, 2a ��� 2b �
#��
������ 34, 

33 ��� 33 kDa ����+�
�� ��9"��+�����������V�;�X����!������\� Phospholipase 8
	�
�������
"

�����%�+�'���H��&��M
��9�
�
��������
$�����\�!�*�>���� �
$�� LD50 ������� 3.61, 0.87 ��� 

0.87 �g/g ����+�
�� 

  Higashijima ���$�� (1988) �+����()�*� mastoparan '���+�!�*���H)"��
�+�
����
����8�

$9� Ile-Asn-Leu-Lys-Ala-Leu-Ala-Ala-Leu-Ala-Lys-Lys-Ile-Leu-NH2 �������+����#�� GTPase 

!����8$�������#�� mastoparan 3�	'��	9"������H��&$���	$�)���� cationic intracellular loop #�� 

G protein coupled receptor 

  de Oliveira ��� Palma (1998) �+����()�*��	�������;�X polybitoxin H)"��
��������\�

����H�& phospholipase ������ Polybia paulista '������(���H�� 8
	�+�����	�������;�X8���
�


��	 gel filtration G-200 ��� DEAE-Cellulose ion exchange chromatography �
�8���
��
"�
#��
 

115-132 kDa ������\� 4 ����� �
���� polybitoxin I, II, III ��� IV ��\� glycoprotein �
"�


$��&8����
����\���$&������ 22-43% �
 catalytic activity �	>�'�:��� 18-771 �moles/mg/min 

  Pantera ���$�� (2003) �
��+�����	�������;�X8���
��
"��\���$&����������'���� 

Pollistes gallicus '���
�	�8��!���� �
��$&������
���
� $9� phospholipase, antigen 5, 
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hyaluronidase ��� protease �����+�������
	���
	�$������9��#���+�
����
����8��
"�
�#��

8���
� antigen 5 !�����
$���$���	$�)���� Pollistes annularis �
"!�'���
��������%)� 85 % 

Xu ���$�� (2006) �
��+�����	�������;�X8���
�!�*�
"�
���������	!��;�& Vespa magnifica 

!�����
��������\� Antimicrobial peptide �����%	��	����������?����8�#�� Staphylococus 

aureus, Escherichia coli ��� Candida albicans ����
$���������
"�����%�+�'���H��&��M
��9�
�
�

��� ��9"��+����()�*�8$���������
���L�3>��!�����
$���$���	$�)���� mastoparan �
"!�'���+�!�*

#�����:��
�9"�Y�
�����	��$���	$�)���� Antimicrobial peptide �
"�	��
����<������#������	!��;�& 

Rana boylii 
��	 

 

2.4 ���';-#����;���#��$�	���(��)�* 

2.4.1 Heteroscorpine ������';-#����;�� 

Heteroscorpine ��\������
&�>�<�� �+�
����
����8����
��� N-terminus #�� 

Heteroscorpine �
$���$���	��� �����
& cecropin ������
��� C-terminus �
$���$���	������

��
& defensin H)"������
&����������
��������	>�'�����3>��$���������;���:���#�������!9"��������

���:
!���������
"�#����'�������	 
��	$�����\��>�<��#�� Heteroscorpine �+�'��$�
������

()�*�$��������#������ N-terminus ��� C-terminus #�� Heteroscorpine 8
	':���;
�����
���	
�

���8$��������������	������'��������& �!9"�'���+������
��������!�"�������'�����#��

��$�
��
	 ��������)��+�������;�X����+���()�*�$���������:��8$������� $9� ���*��#��8$�����������

�����
�� (����	3>�� ���	3>�� �������3>��) V�;�X'�����������:
!�������#���+���	�������8
	':�

����+������������������$����& 
��	$�
�����������#��'�8$��������������+����#�� 

Heteroscorpine '���
����$&������	��	#��8$������� ��:��	�+�'���#��'���������������������

#����"��
:
���'�;���:����
�

	�"�#)�� ����������%)�V�;�X���:
�3�!#�����
��� N-terminus ��� 

C-terminus #�� Heteroscorpine ����+����>��������������
&����$����&���'����
"�
#��
��M�����

#��

����
��#�� Heteroscorpine ����+���':����8	:�&�J!��
���	�"�#)�� ���� ���':���\�����������

:
!��9�������	���&':���\����:
�3�!�
"':�'������������
� 

 

2.4.2 Heterotomxin ������';-#����;�� 

 ��9"����� Heterotomxin (HmTx) �
8$�������$���	 Imperatoxin (IpTx) 
������ '�$�����
���#�

�����%)����8	:�&#�� IpTx 

Imperatoxin I (IpTx) ��\�8���
�'���+�!�*#������C��:�������!��
� Pandinus imperator 

'���E���� H)"�����	��	�����\� 2 ��� $9� 

� Imperatoxin A (activator): ��\� IpTx :��
����������<����#�����#�� Ca
2+

 ��� 

sarcoplasmatic reticulum ��	���H��&  
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� Imperatoxin I (inhibitor): ��\� IpTx :��
	��	������<����#�����#�� Ca
2+

 ��� 

sarcoplasmatic reticulum ��	���H��& �+����������#������������  

Imperatoxin A (IpTxa) ������#)�������
����8� 33 ��� ����
��+�����8��������� 3.7 

kDa �
8$�������$���	 dihydropiridine receptor (DHPR) H)"���\� receptor #�� dihydropiridine �
 3 

cysteine residues H)"�������� disulfide bridges �!9"����*�8$��������������'��$��3�!����
� IpTxa 

���V�;�X��� Ryanodine receptors (RyR), H)"���\�:������<���#�� Ca
2+ 

�����\��
"�������

����


������+�$�?'����$��$�������
����	 Ca
2+

 ��� sarcoplasmatic reticulum #���������9����	 

(Franzini/Armstrong ��� Protasi, 1997) IpTxa ���V�;�X��� RyR type 1 �
�

���� type 3 ���
>

���9����� RyR 2 ������������� IpTxa ��	 (Simeoni ���$��, 2001) �����
"$���	 II-III loop #�� 

DHPR �����8
	������ RyR �!9"�����������#�� ryanodine '����������������
����	 Ca
2+

 

Imperatoxin I (IpTxi) ������#)����� 2 ����		��	 $9� Large subunit H)"��
#��
'�?����� 

������
��	��
����8� 104 ��� ��� Small subunit ������
��	��
����8� 27 ���  #��
#�� 

IpTxi ��� 15 kDa ������� subunit �:9"��������
��	 disulfide bond !���� Large subunit �
V�;�X 

phospholipase A2 (PLA2) �
�
��	 IpTxi ���V�;�X��� Ryanodine receptors (RyR) 

(Franzini/Armstrong ��� Protasi, 1997) ��9"��
 action potential ��%)��������9�� RyR channels ��

���
����!9"���
����	'�� Ca
2+

 ��������
"	��+�'���
����
���#���������9�� !���� Ca
2+

 :��	

���
"	��+�'�� Large subunit #�� IpTxi to ��8
���H& Sn2 fatty acyl bond ��� membrane #�� 

sarcoplasmatic reticulum ��;
����
��������V�;�X PLA2 #�� Large subunit ������� free fatty acids 

�������� RyR <�#�������������
"	��+�'�� Ryanodine receptors (RyR) ��
�������
���<����#��

���#�� Ca
2+ 

�����9"�$����#��#��#�� free fatty acids �
�� RyR �M���<	���� ���"�'���
���<���

�#�����#�� Ca
2+ 

(Zamudio ���$��, 1997) 

���#���<���';-'��������)���"�� Imperatoxin 

����+����#�� IpTxi ��� RyR channels #�� the heart muscles :��	'���
����+���

���	���&':���\�	�����������
3������'�����<�
���� (arrhythmia) #���
�	���	>�'�#�������
��� in 

vivo (Santonastasi ��� Wherens, 2007) ��� Ryanodine receptors �+������
"��\� 

pharmacological targets '�8�$���'� !���� toxins ���	:��
�
"�	��
������+�!�*#������C��

�����%���
"	� RyR �
� H)"��+�'��$�
�
��
������+�!�*#������&���	:��
�������\������#�� 

selective modulators #�� intracellular Ca
2+

 release channels (Gurrola ���$��, 2005) !���� 

IpTxa ��� IpTxi, �+��!����� RyR �>���� ��������
�V�;�X��� ion channels ��9� transporters �9"�

��	 (Valdivia ���$��, 1992) H)"� IpTxa $���#������+��!����� RyR1 ��� RyR3 ����
V�;�X�"+����

��� RyR2  �	������M����+���\������
���()�*������%)���� IpTx �����%�!�"�����
���#���������9��

���'�'�#���
���'���	�
���9���� 

 

2.4.3 Hyaluronidase ������';-#����;�� 
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Hyaluronidase ��\������#������H�&H)"���������+���	 hyaluronic acid (HA) ���������\� 3 

����� ������*������������V�;�X $9� (1) testicular-type hyaluronidase (hyaluronoglucos-

aminidase; hyaluronate 4-glycanohydrolase, EC 3.2.1.35), (2) leech hyaluronidase 

(hyaluronate glycanohydrolase, EC 3.2.1.36) ��� (3) bacterial hyaluronidase (hyaluronate 

lyase, EC 4.2.99.1) ������
"!�����H�&�
� �
���� ��+��� ��+������ �� �
�>� ��� �� <������ �� ���@� 

#�����*	& ���	��!�'���+���	#������
��	 ����H�&:��
�
�	��<����
�����H��&��$�
��
	 ���

�H��&����M����:��
 �:�� ����M������>����� ��
 ����
�>� �������
�	��!�'���+�!�*#������&

���	:��
�!����
������:��	'���������	���#����+�!�*��	���H��&�����9���	9"�#����$
	� ��9�

��
	������\� spreading factor (Kudo ��� Tu , 2001) ':����8	:�&�
�
���
� 

1. ':��������	����*�8�$����M� ����H�&:��
�
��
���':��������	���������M���������� 

8
	�J!�������('�	�8�� ����M����	:��
�
"
9�����	� ������������*��
�
��		��
���!
	��$�������

	��>8����
� ����<���������������H�&:��	�+���	 hyaluronic acid �
"�	>����	9"��H��&����M� :��	

'��	�<����#���>��H��&����M��
����	#)�� ����M�
��	������:����������� �������H�&����M�
V�;�X��������M�


��	 (Stern, 2008) 

2. ':��+���
���������#�� hyaluronic acid �������� H)"��+�'��<��������������9��
�<���\� 

3. ���':��!9"����*� scleroderma (Popkin, 1952). 

4. ���':�'����<����
�� (Eberhart ���$��, 2004) 

5. ���':�'����'��	�:��J!���
" !������9"�':�����H�&�
�������'�� lignocaine ���'��<������ 

�������
"���
�����:��
!9���
"�������\��������#��:�
�
"'�����	�:�������'������H�& �������
�	��

!�����
���':�����H�&�
�'����<����
��M� ����
�<�

'����	��	���$����>��)�#�����	������ 

(Lewis-Smith, 1986) 

6. ���':� hyaluronidase �!9"��
<����������������#�����!�� Vinca alkaloids ���

':� Vinca alkaloids �:�� vinblastine, vincristine, vindesine and vinorelbine �!9"����*�����M� ���

���
�����	#���H��&�����9���	9"��������
"J

 !�������':� hyaluronidase :��	�!�"���������	���

#�����	�����
���������	#���H��&�����9���	9"�
������� 

7. hyaluronidase �
��������#�������������	���	��!(:�	 (paraphimosis)  

(http://www.cirp.org/library/treatment/phimosis/devries/) 

 

2.4.4 Phospholipase ������';-#����;�� 

Phospholipase ��\�����H�&H)"��+������
"����������	E��8E����
 '���
���
�#������

��$&���������� Y ����H�&�
�������\� 4 �����	��	 ��������+������#�������
��E��8E����
 ���

�
������	���&����H�&�
������	'����
������������� ����H�&�
���	�':�'�������
	�8�������
"�


��������\� emulsifier �:�� lysolecithin, monoglycerides ��\���� 8
	:��	������8
���H��#�� 

phospholipids �
"�
'�����	��� H)"���	�':����'������������
"��
"	�#���������':��#��
� ����+�#��
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��� ������
	���	����� ���H�������� �������
�	��':�'�����+���
��"�����FG��'�����������

��+����!9: ��������
"���
	���+����!9:�
�'��� Y ���	���
����+� Phospholipase A1 ��':������������

<���:
� yogurt, milk ��� ice cream '��
�
�����)"� phospholipase A2 �
"�
����!�*�> �
V�;�X�������

�#M����#����9�
 (anticoagulant) �)�'#�'�������	��"���9�
�
"������ (Kini, 2006) ���	���
��	���

#������
���':� phospholipase A2 ����>����������9������M� �:�� �����+�!�*#�� Bothrops 

newweidii ��� melanoma cells �����+�!�*#�� Naja naja ��� ascites tumour cells ��\���� 
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���$/ 3 ���$�������� 



���)�*  

���#G��;-�� (Heterometrus laoticus) �����"�� (Scolopendra subspinipes dehaani) 

���H9�����:�������
"�	>������'����$
	�������	���	#������ ��%>��+�����
�	����'��>������'�����

��
�	�����&#��3�$��:�� H)"���������3>������
"��� 28�C '��������

��\���������� ����+���� 

species ���� �
����$�������$����&��� �(.
�.��������& J�
��: ����3�$��:�:
����	� $��

���	�(����& ������	���	#������ ��� �. 8���� ���	8$�� ����3�$��:�:
����	� $��

���	�(����& ������	���	���$+���� �+��
�%
1� (Vespa affinis) ����+���<� (Vespa tropica) ����

H9�����$��#��$��!�*&(��
�X �����& ������>������H
	��H� �+���������9��� �+��3�(�
��$��� 

������
�$�!�� :M�$'������	M������+����

!�* ��������+���� species #����������
����$���

�������� $��(����
 !>��:	(�
 ��������
�����������	� �����:������*�� ���������*�����

�����&�����*�� ���
�&H (Solenopsis geminata) �
�	>���"��������%���
���� �+���� species 

8
	$��������#�� �(.
�.��(�
	& �������	� ����3�$��:��
����	� $����*��(����& 

������	���	#������ ��9� �(.
�.�
:� ����=�&���	� ����!�!�;3��@&�
 3�$��:�:
����	��C����  

$����(����& ������	���	��*��(����& 

 

����$�)�* 

��+�!�*�������C�� �����#�� �+�����

!�*8
	��� fix �������&'���	>���"� ����:M��
��	�EE�� 

100 V duration 1-msec �
"$���%
" 10 Hz 
��	�$�9"�� Grass stimulator model S88 H)"��
����$���

�������� <(.
�.;����
 ��$����:
	� ����3�$��:��3��:���	� $���!�	(����& 

������	���	#������ (��#����:M�$
��	$����	M���
	���� �!9"��
$���
����	) ����!�*<)�� ���




��	 milking device �
"���
�*L&#)�� ��� ������ ��':���;

)����M�'��������!�*����������
������+�

!�* �����
':���;
����������'������	��+�!�*
��	�
"$
� ��M���+�!�*'� microtube �
"����3>�� -80 �C 

�!9"�':��������� 

 

SDS-PAGE 

���"����������
	� separating gel ��� stacking gel ������� ���
	�����	���<����� 2x 

solubilizing buffer (125 mM Tris pH 6.8, 25% glycerol, 4% SDS, 0.008% BPB, 10% 2-

mercaptoethanol) '���������� 1:1 �+�����	��������'���+��
9�
 ��\�����  2-5 ���
 ���� load 

����	��� ���'��������EE���������"� dry font �$�9"��������9����
�<����� �����������<����� 

�������	���'� staining solution 
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Tris-Tricine SDS-PAGE 

 Tris-Tricine SDS-PAGE �+����#������#�� Schagger ��� Jagow (1987) �;���	8
		�� 


���
� ���
	�����	���8
	<����� 2xSDS sample buffer (125 mM Tris pH 6.8, 25% glycerol, 4% 

SDS, 0.008% BPB, 10% 2-mercaptoethanol) ������������� ������� �+��� load ���� Tris-

tricine acrylamide gel �
"�
 cathode buffer pH 8.5 (100 mM Tris, 100 mM Tricine, 0.1% SDS) 

�����������
" reservoir 
����� ����
����������� anode buffer (200 mM Tris pH 8.8) �������'��

�EE��8
	':�$�������(��	&$��
"�
" 80 8���& ����	��� gel 
��	 Silver Stain  

 

Two dimensional polyacylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) 

����	��� 20-100 �g �	�
��	 first dimension 8
	':� immobilized pH gradient strip pH 3-

10 	�� 7 H�. ������� strip %>� rehydrate ��� 12 :�. ���� run 
��	$�������(��	&��� 9,250 Vh 

������� �+����:�'� equilibration buffer �
"�
 2% DTT ��� buffer �
"�
 5% iodoacetamide ����

�+��� run second dimension 8
	':� SDS-PAGE ������� 	������
��	 Coomassie brilliant blue 

R 250 ��9� silver staining. 

 

���������
<���!�#��$� ��1� polypeptide '��(��)�*�-�� gel filtration chromatography 

 ���
	� Sephadex G50 
��	����#����	'� 20 mM ammonium acetate buffer, pH 4.7 

����	'��!�����'�������+�����3>�� 50 �C ��������+���
�(*����
"�������
	
 �+�����
"�
��� pack 

��� column �+���� equilibrate 
��	 20 mM ammonium acetate buffer, pH 4.7 �����)� load ��+�

!�*H)"���9����'� buffer �

	���� �������:�
��	 20 mM ammonium acetate buffer, pH 4.7 
��	

$�����M� 18 ml/hr �����+� fraction �
"�
�����
$�����
>
��9�����
" 280 nm 
��	 UV 

spectrophotometer �+� peak fraction ������$���������;�X#��8���
�
��	 Tris-Tricine SDS-

PAGE 

 

���������
<���!�#��$� ��1� polypeptide '��(��)�*�-�� CM Toyopearl cationic column 

chromatography  

 ���"������� activate ��H�� '� 0.5 M HCl ��\����� 30 ���
 �����������"��
� pH 7 ���� 

activate ���
��	 0.5 M NaOH ��\����� 30 ���
 �����������"��
� pH 7 ��� 0.5 M HCl ��\����� 

30 ���
 �����������"��
� pH 7 ������� pack '� column ���� load ����	��� ���� column 
��	 20 

mM ammonium acetate buffer, pH 4.7 ����:�
��	 0 to 0.5 M sodium chloride gradient '� 20 

mM ammonium acetate buffer, pH 4.7 ��M� fraction  �����+� fraction �
"�
�����
$�����
>
��9�

����
" 280 nm 
��	 UV spectrophotometer �+� peak fraction ������$���������;�X#��8���
�
��	 

Tris-Tricine SDS-PAGE 
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Anti-microorganism assay ��� scanning electron microscopy 

Anti-microbial activity ':���;
 disc diffusion method �+����� bacteria ':� Mueller-Hinton 

agar plate ��
�	��
" 37�C ���� fungi ':� potato dextrose agar plate ��
�	��
" 30�C ��


����<��(>�	&����#�� inhibition zones �+����� bacteria �+� cell ��� inhibition zone �� fix 
��	 

2.5% glutaraldehyde #���$9� ������ coat 
��	 gold ���������3�	'�������������(�&����M�����

:��
�������
 (scanning electron microscope) LEO 1450VP (LEO Electron Microscopy, UK).  

 

Hyaluronidase activity �-�� hyaluronic acid (HA)-gel zymography 

���"����������
	� gel �+����� electrophoresis 8
	�
"�������� 0.4 mg/ml HA solution ��

'� separating gel 
��	 3�	������� load ����	������� gel '��������EE���
" 15mA ��� gel 

������� ��� gel '� 3% Triton-X 100 '� 50 mM Hepes, pH 7.4 ��� 1 h �!9"��+���
 SDS �������

	��	������:�'� hyaluronidase assay buffer pH 3.7 (0.15 M NaCl '� 0.1 M formate buffer) 

��9� hyaluronidase assay buffer pH 7.4 (0.15 M NaCl '� 50 mM Hepes) ����������$����
��	 

assay buffer ����������!�����#	����� 16 :�. �
" 37�C �������
��	��+����$��������	���
��	 0.5% 

Alcian blue staining solution '� 3% acetic acid solution ��� 1 :�. �����
���
��	 destaining 

solution (7% acetic acid) ���
"	����:�"�8���������"���M��%� hyaluronidase :�
��� (��� 2-3 

:�.) �������
��	��+����$������������
��	 50% methanol / 10% acetic acid �!9"��!�"� resolution 

����	���H�+�
��	 Coomassie blue solution (50 mg of Coomassie brilliant blue R, 50 ml of 

methanol, 10 ml of glacial acetic acid ��� 40 ml of H2O) ��� 30 ���
 ���������
���
��	

�������	 destaining (50% methanol ��� 10% glacial acetic acid) ����
 Hyaluronidase 

activity ������� clear band ������
"�
 background �
��+����� 

 

������	����! Phospholipase 

Titrimetric method �+�����	�����<����� PBS buffer, pH 7.4 15 �l ��� reaction 

solution (100 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 7 mM Triton X-100, 0.265% soybean lecithin, 98.8 �M 

phenol red, pH 7.6) '� cuvette �+�����
$�����
>
��9�����
" 558 ��8����� �+����$+����$�� 

activity #������H�& phospholipase ���$�����
>
��9���� 8
	 1 Unit (U) �����������
��#��$��

���
>
��9���� 0.001 ����	/���
/mg 8���
� 

 Zymographic detection ���
	� 13% separating gel ��� 4% stacking gel ��� native-

PAGE �
"�
 5 mg/ml phosphatidylcholine <��'� separating gel 
��	 ���
	�'� solubilizing buffer 

(1 mM Tris-HCl, pH 7.4, 10% v/v glycerol, 2 mM EDTA, 0.01% bromophenol blue) ����8��


��������
"���
	���� �+�����	�8���
�
��	������EE��$��
" �
" 25 mA ����3>�� 4�C �������"�

�%��
�$�9"������
���	��� �+�����
"<�������	�8���
����:�'��������	 0.1 M Tris-HCl, pH 
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7.4 �
"�
 20 mM CaCl2 ��� 0.12% Rhodamine 6G �
" 37�C ��\����� 12 :�"�8�� �����������%�'� 

(clear zone) �
"���
#)�� ��9�	���
��	 0.1% coomassie brilliant blue R250 

 

������	����! Anti-bacteria 

����V�;�X����:9�����8�$����"+����� 5 :��
 �:�� Escherichia coli, Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ��� Klebsiella pneumoniae ��\���� 
��	��;
 disk 

diffusion method #�� Bauer-Kirby 8
	��� swab �:9���� bacterial plate ������� �+� filter paper 

#��
 6 mm �
":��
��	�������	����
"��������
��� ��9� antibiotics �!9"���\� positive control 

������� �+�������
" 37 �C ��\����� 24 :�"�8�� �+������
����<��(>�	&����#�� inhibition zone ��� 

Y disk �
"��������� bacterial plate ����
����� 7 mm �)���%9�����
V�;�X'���������:9����$�
��
	

:��
���� Y  

 

������	����! insecticide 

����+�8
	�����$�� Lethal dose 50 (LD50) '�����:��
���� Y 8
	�+������
�����:�"�

��+����� (�����������������	�� 10) ����J

!�*����&�
"��9����'� PBS (135 mM NaCl,1.5 mM 

KH2PO4,2.5 Mm KCl ��� 8.0 mM Na2HPO4) �
"$����#��#������Y �#���
":������� (intra-

abdominal)  ������������� 20 ��8$�����  ���������\����� 1 :�"�8�� ����+��������&�
����
"��


:
��� ������$�� LD50 

 

���
�
� genomic DNA ���';-%����� phenol chloroform  

 �+�����	�����9���	9"�����
��\�:�����M� Y ������ 25 mg �+��������������	 lysis buffer �
"

�
�������	 proteinase K '� TE buffer vortex ��������
" 56 �C 3 :�. �+����������
"	��
"$�����M�

��� 10,000 rpm 5 ���
 ':���8$������
>
 supernatant ����E/����
"��"����'� HMW buffer 

�������������� vortex �������
"	��
" 10,000 rpm 5 ���
 �+� supernatant ������E/���/$��8�E��&�/

��8H�������������& (25:24:1 v/v) �
"��"����
��	 HMW buffer �������������� vortex �������
"	��
" 

10,000 rpm 5 ���
 �+� supernatant ������ RNase A vortex ����
" 37 �C 1 :�"�8�� ����E/���/

$��8�E��&�/��8H�������������& (25:24:1 v/v)  �
"��"����
��	 HMW buffer �
�$�����
"�������

������� vortex �����������
"	��
" 10,000 rpm 5 ���
 �+� supernatant  ������$��8�E��&�/��8H�����

��������& (24:1 v/v) �������������� vortex �����������
"	��
" 10,000 rpm 5 ���
 �+� supernatant  

������ 3 M 8H�

	���H���� ������� 0.1 ���� �:�'�%����+��#M� 5 ���
 ���������������������&

������� 2 ���� ��M��
" -20 �C 10-20 ���
 �������
"	��
" 12,000 rpm 5 ���
 ��M������

��M�������


��	 70% �������������& 2 $���� �+�'������
��	 air dry 1-2 :�. ����	 genomic DNA ����
��	 

0.1 TE buffer pH 8.0 ��M�����
"����3>�� -20 �C ���������+���':� 



 -22- 

 

Agarose gel electrophoresis 

:�"� Agarose gel :��
<� 0.36 ���� '����'� flask #��
 250 mL �����������	 1X TAE 

buffer ������� 30 mL (�+����� 1.2 % Agarose gel) �+�'���������	��\���9���

	����'���8$���E 

���������	 Agarose gel ����%�
���
	���� (Tray) �
"�
��
 (comb) ��
	���%�
��� �������'����9��

��� �#M����

 �)�%�
��
�������+�%�
�
"�
����	>���������$�9"�� electrophoresis ���������	 1X 

TAE buffer ���������<����� 
>
�������	�
"�
����������
 genomic DNA ������� 5 �L �+���

<����� loading dry  2 �L 8��
����	��������<����� '��������EE�� 40 ���
 	������
��	 

Ethidium Bromide 5-10 ���
 �+�������<�
��	�$�9"���+����
��� UV (UV transilluminator)  

 

Polymerase chain reaction (PCR) 

�������	� PCR ����+��
" 94 �C, 5 min �+����� initial denaturing temperature ���
��	 30 

cycles #�� denaturation �
" 94 �C 30 �����
, annealing �
" 45-55 �C 30 �����
-1 ���
 ��� 

elongation �
" 72 �C 30 �����
 ��
���	
��	 elongations �
" 72 �C 7 ���
 

 

���
�
� mRNA �-�����$�
(�%��� 

 ��
�����9���	9"�#������!�*�������� 1-5 mg �����+����:�'���8�����������9��:��
" -70 

�C  ���������������	 lysis buffer ������� 300 �l �
"�
 50 �g/ �l proteinase K 1 �l ��'�����	���

��������+���� homogenate '���#����� �����+�������
" 65 �C 15 ���
  ����+���� vortex ���Y 5 

���
 �+�����M��
"%����+��#M���\����� 3-5 ���
 ����������� 150 �l MPC Protein Precipitation 

Reagent �+����������
"	��
" 10,000g 10 ���
 ������M���� supernatant ���� 500 �l isopropanal 

����������
���� 30-40 $���� ��������+����������
"	��
" 10,000g �
" 4 �C 10 ���
��M������ ����


��	 75% ethanol 2 $���� ����	����
��	 TE buffer �!9"�':�'�����
�������� 

 

���
�
� Total RNA �-�� illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare 

Bioscience) 

�+���9���	9"�����
��\�:�����M�Y ������ 30 mg '��'����
��8$�����& �+�'���H��&���8
	

������� RA1 (350 �L lysis buffer ���3.5 �L B-mercaptoethanol) �
����	���
��	 grinder  �+�

��� inverted tube ������ 5 $���� ������������)�
>
<����#M�J

	� #��
 0.9 mm ������ 2-3 

$���� 
>
�J!���������	����'�'��'� RNA Mini Filter units  �)��+����������
"	�
��	$�����M���� 

10,000g ��\����� 1 -5 ���
  �������������	��<��� RNA Mini Filter ��
 ���� filter spin  ���� 

70% ethanol 350 �L  vortex 2-5 �����
 
>
�������	�
"�
�<��� RNA Mini Filter column �)��+���

�������
"	�
��	$�����M� 10,000g 1 -5 ���
  �������������	��<��� RNA Mini Filter ��
 	��	 
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RNA Mini Filter '�� ��8$�����&���'��� ���� MBD 350 �L �)��+����������
"	�
��	$�����M���� 

10,000g 1 -5 ���
  ���� 10 �L DNase I ���
	�'� 90 �L DNase reaction buffer  95 �L <��� 

RNA Mini Filter �������
"����3>������ 15 ���
 ����
��	 RA2 buffer 200 �L �)��+����������
"	�
��	

$�����M���� 10,000 g 1 -5 ���
  	��	 RNA Mini Filter '����8$�����&���'��� ����
��	 RA3 buffer 

600 �L �)��+����������
"	�
��	$�����M���� 10,000g 1 -5 ���
  	��	 RNA Mini Filter '����8$�

����&���'��� ����
��	 RA3 buffer 250 �L �)��+����������
"	�
��	$�����M���� 10,000g ��\����� 1 

-5 ���
 ��9������������'������������ 	��	 RNA Mini Filter '����8$�����&���'��� <��� membrane 


��	��+� DEPC 40-100 �L�������
"	�
��	$�����M� 10,000g 1 ���
 ���
� RNA �+����������

$��3�!
��	 agarose gel electrophoresis 

 

Reverse Transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 

�+� RNA �
"���
�
��� 0.1-5 �g <����� oligo (dT) primer 0.1-5 �g/�l ��� DEPC-treated 

water <��'���#����� �+��� incubate �
" 70 �C 5 ���
 �+�����M��
"%����+��#M���\����� ��������+���

�������
"	��������� 5x reaction buffer, Ribolock
TM

 Ribonuclease inhibition (20 unit/�l) ��� 10 

mM dNTP <��'���#����� ��������
" 37�C 5 ���
 ���� RevertAid
TM 

M-MuLV Reverse 

transcriptase (200 ug/�l) �	�
�������	�8
	�+����:�'�%����+��#M� �+�������
" 42 �C 60 ���
 �!9"�':�

'�����
��������  

'�#���

	�����M������ Forward ��� Reverse degenerate primer ����+�
����
����

8��
"�
� 
��	8������ Fast PCR H)"� download �
���� http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/bare-

1_html/oligos.htm ������"�����$����& primer ����������
	� mixture �
"�
 cDNA, Forward primer, 

Reverse primer, 10 mM dNTPs, PCR buffer, 50mM MgCl2 ��� Taq DNA polymerase �+� 

mixture �#���$�9"�� Thermal Cycler ����8������'���
 initial denaturation 1 ����
" 94
�
C 5 ���
 ����

���
��	 25-35 ���#�� denaturation �
" 94
�
C 1-2 ���
, annealing �
" 45-65

�
C 0.5 %)� 1 ���
 ��� 

elongation 72
�
C 1-2 ���
 �����
��	 final extension 1 ��� �
" 72

�
C 7 ���
 ���� PCR product 


��	 agarose gel electrophoresis ��
 DNA band �!9"��+����+� cloning ����� 

 

Cloning and sequencing 

1. Elute PCR product ��� agarose gel 
��	#�����������;
#�� QIAEX II Gel Extraction 

Kit #�� Qiagen 8
	�+� gel �
"��
������������ solubilizing buffer ��� QIAEX II silica-bead 

������� heat �
" 50
�
C 10 ���
 �����+��������
" 10000g, 2-3 �����
 ��������
��	 wash buffer 2 $���� 

���� bead ���'��������� 5 ���
 ���� elute 
��	��+��
" pre-warm �
"  50
�
C 

2. �+��#�� pDrive cloning vector 
��	#�����������;
#�� Qiagen 8
	�+� vector ��<����� 

PCR product '� ligation mixture solution ������� ligate �
" 16 
�
C 30 ���
 ����������� competent 
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cell ��������
"����3>�� 4 
�
C 30 ���
 ������� �+��� streak �� bacteria agar plate �
"�
 ampicillin, 

IPTG ��� X-gal �+��#���>�����
" 37 
�
C #���$9� 

3. ��9�� colony �
#�� ���!�"��+����'� LB broth �
"�
 ampicillin �������#���$9� ��������+���

���
 plasmid 
��	���':� Wizard
®
 Plus Minipreps DNA Purification Systems #�� Promega ���"�

���8
	�+��:9���
"��
�	��
��������
" 12000g, 2-3 �����
 �
"����3>������ ��������+� cell pellet �� 

resuspend 
��	 Cell Resuspension solution �#	���	�������� cell �����	���

 ����������� Cell 

lysis solution !��� tube ����������� 2-3 $���� �)����� Neutralization solution !��� tube ������

����� 2-3 $���� �+��������
" 12000g, 10-15 ���
 �
"����3>������ ��������+� supernatant ��<����� 

Minipreps DNA Purification resin �+� resin �� pack column ��������
��	 Washing solution ����

���'������ ������� :�
��	��+����"�H)"� prewarm �������
" 50�C ��M� eluate �
"�
 plasmid �+�����
 

concentration 
��	 Nanodrop (Nanodrop Technologies, USA) �������+� nucleotide sequencing 

4. ������� vector �
"�
 gene �
"��'� 
��	�����

��	 restriction enzyme �:�� EcoRI ����

����#��
�
"��
�
�
��	 agarose gel electrophoresis ��9�
��	��;
 PCR 8
	':� primer �
"�+��!��  

 

Nucleotide sequencing �������
�-��
������ 

�+�����%�����
8�� ���:. ��9�3�$��:�:
��$�
 $���!�	(����& ������	���	#������ 

�!9"� sequence �+�
��	
�
��	 nucleotide automated sequencer 
��	��;
#�� Sanger 8
	':� M13 

forward ��� reverse primer ������������+�
��	
�'����\��+�
����
����8� �����+�����8$�������

����	3>�� ���	3>�� ���/��9� ����3>�� ��������$������!��;&�������=��������8�������9"�
��	 

phylogenetic tree ��9��+������#�� disulfide bridges 8
	������
��	���':�8������$��!������&

�
"�����% download ��� website ���� Y �:�� Crustal, MEGA, PHYLIP, Molmol ��\���� 

�����8$��������������
��	8������ online 
��	��;
 Homology modeling 8
	':� 

DeepView program (http://www.expasy.ch/spdbv) (Schwede ���$��, 2003) 8
	�+� sequence 

�
"�
��� align ��� sequence �
"�������:�
������':���\������� 

 

Gene construction ��� expression 

Fusion gene �����#)��
��	���':�  expression vector pGEX-6P-3 (4900 bp) ��� GST 

Gene Fusion System (Pharmacia Biotech) ������� PCR product �������+� PCR ��%>�:����

��� gel  ���%>� �����#����'� cloning region #�� pGEX-6P-3 vector ��������+� construction �
"

���
	��
� transform �#���>� E. coli strain JM109 ����$�
��9���� medium 
��	 ampicillin ������� 

�+���� pick colony ��� inoculate �:9����'� broth ���� induce '���
 protein expression 
��	 

isopropyl �-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 3�	��������!�"��+�����H��&�
� OD ����������

���� �����H��&���� resuspended '� pre-cooled buffer �
"������
��	 100 mM NaCl, 20 mM 

Tris–HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, 2% NP-40 ��������+�'���H��&���
��	 sonication '���+��#M� 
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����������� ������M� supernatant ����<��� 0.45 mm Millipore membrane ���� incubated ��� 

glutathione–sepharose 4B bead (Amersham-Pharmacia) H)"� equilibrated ��� buffer #�������
" 

4 �C !��������#	�� ��������+�������� bead ���� equilibrated 
��	 cleavage buffer (50 mM 

Tris–HCl, pH 7.2, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, and 1 mM DTT) ���	 GST %>���
��� ����� 

fusion protein 
��	����H�& PreScission Protease (Amersham Biosciences) ������� Y �������

��M� supernatant  �����������$���������;�X#��8���
�'� supernatant  �
"�
�
��	 SDS-PAGE 

 

Refolding process (
�
������� Junn ���$��, 2005) 

�+�����	���������	'� denaturation buffer (50 mM Tris–HCl, pH 8.0, 5 M guanidine–

HCl ��� 5 mM EDTA) ��������
" 4 �C 1 :�. �������$��	 Y ��9�����������	
������� 10 ����

�������
��	 renaturation buffer (50 mM Tris–HCl, pH 8.0, 1% Triton X-100, 8 mM reduced 

glutathione (GSH), 1 mM oxidized glutathione (GSSG), 0.5 mM PMSF ��� 0.3 M arginine) 

������� dialyze '� dialysis buffer  (50mM Tris–HCl, pH 8.0, 0.1% Triton X-100) �������#���$9� 

����  dialyze ���
��	 storage buffer (50 mM Tris–HCl, pH 8.0, 1 mM dithiothreitol, 1 mM 

EDTA, 0.1% Triton X-100, and 50% glycerol) ������	�
"��
 dialyze 
��	 PBS buffer (1.5 mM 

KH2PO4, 8.0 mM Na2HPO4, 135 mM NaCl, and 2.5 mM KCl, pH 7.4) ��9� desalt 
��	 PD-10 

Desalting column (GE Healthcare, UK) ����������8���
�
��	16.5% Tris-tricine SDS-PAGE 

 

Rapid Amplification of 3�cDNA Ends (3� RACE) 

��
���� 3' RACE ���"�����������$����& cDNA ��	���8
	':�����H�& reverse 

transcriptase (RT) �
��� T ��	����Y����	>���� anchor base ��\��!�����&  (anchor base $9� 8���

8����$�
8���
&�
"����$����&#)��8
	�
�+�
������
"��\��������
�+�#������H�&��
�+��!�� 2-3 :��
 

�!9"�':�'�������:���

��M����
"�
������$����&3�	����) ��9���
	���� adapter primer ��9"��
� cDNA 

��	��������)�	��	���&��M��������������8
	':�����H�& RNase H �����!�"������� cDNA ��	

�

"	��
"�
�
��	��;
 PCR ':��!�����&���:��
 $9� adapter primer (AP) ��� internal sense primer 

('��
"�
�$9� F1) <�<����
"�
�$9� ���������	 3' #��	
��
"������� 

 

 

 

 

 

 

 

 



 -26- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

���$��� 

"
(��$/ 1 

�%������
�� cDNA 
�����	�� total RNA 

���"��������� total RNA (1-5 �g) ��������+� DECP '���
����������
���	��\� 11 �l '�

���
�������
"	�#��
 0.5 ml �������� 10 �M AP 1 �l, �#	����� Y ����+����������
"	����� Y 5 

�����

��	 microcentrifuge �����������
" 70 ºC  10 ���
 �����+����������+��#M� 5 ���
 �+�������

���
"	����� Y ��������������� Y 
���
� 

  

 

 

 

 

 

 

������� �#	�����Y ����+����������
"	����� Y ��������+��� equilibrate �
" 42 ºC 2-5 ���
 

�������� reverse transcriptase (SuperScriptTM
 II RT) 1 �l �+�������
" 42 ºC '� water bath ��9� 

heat block 50 ���
 �	�
�������	�8
	����
" 70 ºC 15 ���
 �+����������+��#M�����+����������
"	�

���� Y ����������� RNase H 1 �l, <��'���#���������+�������
" 37 ºC 20 ���
 ��M� cDNA ��	���

�
"�
�����
"   -20 ºC 

 

3
’
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"
(��$/ 2 PCR reaction 

���
	� PCR reaction mixtures 
���
�$9� 2X PCR Master mixed 12.5 �l, F1 primer 1.0 �l, 

AUAP 1.0 �l, cDNA template 1.0 �l, DDW 9.5 �l 8
	':� PCR reaction condition 
���
� 

 

 

 

 

 

 

Bioinformatics 

Homology ��� similarity analyses ':� ClustalWsoftware ��� 

http://www.ebi.ac.uk/clustalw ������$����& Similarity searches ':� FASTA 3 program ��� 

http://fasta.genome.jp ��9� http://www.ebi.ac.uk/fasta $������!��;&#�� sequences $�
�
���� 

phylogenic tree �����
��	8������ MEGA 3.1 ��� http://www.megasoftware.net ������ pI 

$+����
��	 http://br.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.pl?P14790 ��� http://br.expasy.org/cgi-

bin/pi_tool 

 

�������#��$��-�����$ SDS-PAGE �+�����&#';-A�����������$'����.$�	
�� 

���������	�+��������
	� separating gel (9%T acrylamide/Bis, 0.375 M Tris-HCl, pH 

8.8, 0.1% sodium dodecyl sulphate (SDS), 0.05% ammonium persulphate, 0.05% TEMED) '��

����������<�������#��:�
���
	���� �����	
��+����"�����<������#���������	<�� ����	����

���'���#M�����	������	 3 :�"�8�� �
"����3>�������!9"�'�����
 polymerization �	������>��& 

������� ���
	� stacking gel (4%T acrylamide/Bis, 0.125 M Tris-HCl, pH 6.8, 0.1% 

SDS, 0.06% ammonium persulphate, 0.31% TEMED) �������9� separating gel H)"�����+����

���� ���������
	� comb ���� ����	�������'���#M���� �������<������	������ solubilizing solution 

(50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 30% glycerol, 1% SDS, 5% beta-mercaptoethanol, 0.01% 

bromophenol blue) ��������+����:�'���+��
9�
��� 2 ���
 ���� load ��'�������� ������� electric 

chamber �#����� power supply �	�8���
�8
	':�$�������(��	&$��
" 150 V '��������	 

electrode buffer (25 mM Tris-base, 192 mM glycine, 0.1% SDS) �������"��%�#�� 

bromophenol blue �$�9"���
"����9����
#�����	�<����� �+��������<���������������� ��


�����
"��\� stacking gel ������ �������	������
��	 staining solution (0.1% coomassie brilliant 

blue R-250 '� 40% methanol, 10% acetic acid) ����$�!���M��%�8���
� ��������
��	 

destaining solution (40% methanol, 10% acetic acid) ����M��%�8���
� ������
�������+������

8���
��
"�������'�� microtube ��M�����
"����3>�� -65�C 1 ��� ��������+����'������
��	 lyophilizer 

�������"������������ �+�������
����
	
'�8���� �����M�'� dessicator 

94  94 72 72 

55 4 5.0 0.40 

0.45 

2.0 7.0 

� 
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���A�����������$'����.$�	
�� 

�����9"� ������9�
��>%
������!9"���M���\� pre-immunized serum 8
	':� micropipette 

#��
 100 ��8$����� �
" rinse 
��	 1 unit/ml heparin �!9"�:��	���������9�
�#M���� �����+�����
"

�
����
	
�������+�'��!�����
��	 PBS buffer (135 mM NaCl, 1.5 mM KH2PO4, 2.5 mM KCl, 8 

mM Na2HPO4) �+��������J

��>$������� �� emulsify ����
"!�������� complete Freund's 

adjuvant ��������� 1:1 
��	 sonicator �������J

��>%
�����
��	 emulsion #�� antigen �
"���
	�

�
�'��<���������������$� ����<������ 3-4 �+������ �+�������� 10 ��8$����� ��������������

������������

3�	�������J

��>$������� 2 ���
��& 
��	����+�����
"�
����
	
�����
	� 

emulsion ��� incomplete Freund's adjuvant ��������� 1:1 3�	�������J

��> 3 ��� ��M���9�

��	 

retro-orbital plexus bleeding technique ������M���9�
����
" 4�C 12 :�"�8�� �+����������9�

��	

$�����M� 2700g �
" 4�C 10 ���
 ��M�H
�������
" -65�C ��������+�H
����
"�
���������$��������&
��	

��;
 ELISA ��� Western immunoblotting ���$��������&	������>�!��������+����J

�������H�+� 8
	

������	����J

��� 2 ���
��& 
 
������	��&�%����"����������$'�]$�
�"������-�����$ ELISA 

���"�������
	� antigen $����#��#�� 1 �g ��� 50 �l '� 50 mM carbonate buffer pH 9.5 

���������������	8���
��
"���
	��
���'� well #�� microtiter plate ������ well �� 50 �l ���� 

incubate �
" 4�C 12 :�. ������� ����
��	�������	 TBST (10 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 

0.05% Tween20) 3 $���� �+���� block plate 
��	 blocking solution (5% skim milk '� TBST) well 

�� 100 �l ���� incubate �
" 37�C 1 :�.��������
��	 TBST 3 $���� 

����H
����
"��9����
��	 blocking solution ��������� 1:50 ������ well �� 50 �l ���� 

incubate �
" 37�C 2 :�.�����������
��	 TBST 3 $���� ���������������	 anti-mouse IgG linked 

with alkaline phosphatase ��9����'� TBST ��������� 1:500 ������ well �� 50 �l ���� incubate 

�
" 37�C ��\����� 1 :�. ����
��	 TBST 3 $���� ��� TBS (10 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl) 3 

$���� ������������������	 substrate (1 mg/ml p-nitrophenyl phosphate '� 100 mM Tris pH 9.5, 

100 mM NaCl, 50 mM MgCl2) well �� 100 �l ������
$����#��#���
���9��
��	 microplate 

reader 
 
������	
������	��%)��"����������$'�]$�
�"������-�����$ Western immunoblotting 

���"�����	�8���
�
��	��;
 SDS-PAGE ����	��	8���
������������<�� nitrocellulose 

8
	':�������EE��$��
" 160 mA �����)"������\����� 1 :�. ���������
�<�� nitrocellulose �J!��

����+�������
" load �������	8���
�����L�� ��	���
��	 0.1% amido black ('� 45% 

methanol, 10% acetic acid) �����
"���9��+����:�'� blocking solution ���#���$9��
" 4�C �������

���H
����
"��9����
��	 blocking solution ������������� Y 1 :�. �����<�� nitrocellulose 
��	 TBST 
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3 $����, $������ 5 ���
 ����:�'� mouse IgG linked with alkaline phosphatase �
"��9����
��	 

TBST ��������� 1:500 ��\����� 1 :�.������� ����
��	 TBST 3 $���� $������ 5 ���
 ��� TBS 3 

$���� $������ 5 ���
 ���� soak �<�� nitrocellulose '� substrate buffer pH 9.5 (100 mM Tris pH 

9.5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl2) 2 $���� �:�'��������	 AP conjugated substrate kit 

(Amersham
R
) �������"���������M��%��
���������#)�� ����	�
�������	�
��	��+����"� 

 

������	����!�-���+� toxin "����������$ ��1������]$�
� 

����+�8
	�����$�� paralyzed dose 50 (PD50) '�����&�
��� 8
	':�������

 8
	�+�����

�
�����:�"���+����� (�����������������	�� 10) ����J

!�*����&�
"<����������H
���'� PBS (135 

mM NaCl,1.5 mM KH2PO4,2.5 Mm KCl ��� 8.0 mM Na2HPO4) �
"$�������9��������Y �#���
":���

���� (intra-abdominal) ������������� 20 ��8$����� ��� 1 :�.����+��������&�
����
"!�������
� 

������$�� PD50  
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���$/ 4 A��������� 
����$/ 4.1 ��#����#������
�"���#��$�'��(��)�*���#G��;-�� (Heterometrus 

laoticus) ���������
<���!, ���������
����������, ���	
��
���������!���

;$�0�)"���#��$��������!'��(��)�* ������A�����������$�-��)�* 

 

4.1.1 ���#G��;-���������$�)�* 

����C��:������H9�����:������'����$
	�������	���	#������ ��%>��+�����
�	����'��>�

�����'�������
�	�����& H)"���������3>������
"��� 28�C '��������

��\���������� (�>��
" 4.1.1) ���

�+���� species �
����$�������$����&��� �(.
�.��������& J�
��: ����3�$��:�:
����	� $��

���	�(����& ������	���	#������ ��� �. 8���� ���	8$�� ����3�$��:�:
����	� $��

���	�(����& ������	���	���$+���� ��+�!�*�������C�� �

!�*8
	��� fix �������&'���	>���"� ����

:M��
��	�EE�� 100 V duration 1-msec �
"$���%
" 10 Hz 
��	�$�9"�� Grass stimulator model S88 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.1 �����
�	�����C��:��� 
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4.1.2 ��#����#������
�"���#��$�'��(��)�*���#G��;-�� 

���<�������$����&8
	����+� crude venom #������C��:��� �����$����&
��	 SDS-

PAGE  (�>��
" 4.1.2) !��%�8���
����� Y ���	�%� ���!��%�8���
��
"�
#��
��M� (������ 

10 kDa) �
$����#����� H)"�$�
����������\� toxin �
"�
'�!�*����C�� ���������������������

8���
�����
"�
'�!�*����C��
��	��;
 Bradford 8
	��
	���� bovine serum albumin  !���� ��+�!�*�


$����#��#��#��8���
���� 40 �g/�l  

������� �+���+�!�*���	�
��	 2D-PAGE !�8���
������� 30 spot (�>��
" 4.1.3) �+����

��
8���
��
"��\� major spot (��������'��>�) ������� spot S1 %)� S7 ������+� peptide mass 

fingerprint �
"����	������:
�3�! (Bioservice Unit ��9� BSU) �+�������!�=�����	�(����&���

��$8�8�	
����:��� (���:.) 8
	�����

��	����H�& trypsin ��������+��#�� matrix-assisted laser 

desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (�>��
" 4.1.4) ��9"��
�#���>�

�����+��� search '� database 
��	8������ Mascot Search ���� !����8���
����� 7 ���������

���'
��	 �!9"�'�������% identify :��
#��8���
�'���
� �)��
��+� crude venom #������C��:��� ��

�	�
��	 2D-PAGE �
����	$���� �����+������
 spot ���� Y ������� HL1.1 %)� HL1.17 (�>��
" 4.1.5) 

������������$����&�+�
����
����8��������
��	 LC-MS/MS (������
" 4.1.1) !���� spot HL1.4, 

HL1.5, HL1.11, HL1.13 ��� HL1.18 $9�����H�& Phospholipase ��� HL1.8 $���	��� 

Imperatoxin #�� Pandinus imperator (�>��
" 4.1.6) ����C������!��
�'���
���E���� ����
�<�

�:���

	������9"����$����& spot HL1.8 H�+�
��	 LC-MS/MS (������
" 4.1.2)  
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��#�$/ 4.1.2 �����������%�8���
�'�!�*���

�C��:���
��	��;
 SDS-PAGE 8
	�+�!�*����C����

<����� solubilizing buffer �����+������$����&
��	 

12% SDS-PAGE �����+���	���
��	 0.1% 

Coomassie brilliant blue 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.3 2D-PAGE profile #����+�!�*����C��:��� (load ������8���
���������� 100 

��8$�����) 3�	����	���
��	�
 Coomassie �+����� first dimension ':� strip pH 3-11 ���� second 

dimension ���� ':� 16.5% Tris-tricine gel electrophoresis ���	��# 1 %)� 7 $9� spot HL1 %)� HL7 

H)"��
���
������$����& peptide mass fingerprint  
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HL1 HL2

HL5 HL6

HL3 HL4
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HL1.1 HL1.2

HL1.3

HL1.4

HL1.5

HL1.6

HL1.7

HL1.8 HL1.9

HL1.10

HL1.11

HL1.12 HL1.13

HL1.14
HL1.15

HL1.16

HL1.17

HL1.18 14 

45 
30 

20 

66 
97 

HL7

 

 

 

��#�$/ 4.1.4 Peptide mass fingerprint #�� 

spot ���	��# HL1 %)� HL7 8
	�+�

8���
�����

��	����H�& trypsin �������

�+��#�� MALDI-TOF mass spectrometry 

�����#�
����	��\� Dalton  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.5 2D-PAGE profile #����+�!�*����C��:��� 3�	����	���
��	 Coomassie blue ���������

������������ $9� spot HL1.1 %)� 1.17 �
"%>���������$����&
��	 LC-MS/MS 
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������$/ 4.1.1 <�������$����&
��	 LC-MS/MS #�� spot HL1.1 %)� HL1.17 

 

Spot No. Reference scan Peptide Score XC Source 

HL1.1 gi|107022375|ref|YP_620702.1| 

Periplasmic phosphate binding 

protein 

K.VTDASGKPVAAE. 

K.VNYQGIGSSGGLK.Q 

K.TVDFAGSDAPLK.D 

K.GNDGVAAFVQR.L 

K.IGEGTTVNWPTGTGGK.G 

K.LPDTDIAVVR.R 

K.WNDPAIAALNPK.V 

66.2193 Burkholderia 

cenocepacia AU 

1054 

HL1.2 gi|78066909|ref|YP_369678.1| 

Phasin 

K.STLAEGQENAQR.L 

K.VQALVDNVAK.N 

K.NAPAGSETAVAALK.S 

K.SALNAANTTYETVQK.A 

K.ANLESLFGLTTK.A 

44.25502 Burkholderia sp. 

383 

HL1.3 gi|107022375|ref|YP_620702.1| 

Periplasmic phosphate binding 

protein 

K.GNDGVAAFVQR.L 

K.IGEGTTVNWPTGTGGK.G 

K.TVDFAGSDAPLKDEELAK.E 

30.19082 Burkholderia 

cenocepacia AU 

1054 

HL1.4 gi|548449|sp|Q06478| 

PA11_DOLMA Phospholipase A1 1 

precursor (Allergen Dol m 1.01) 

(Dol m I) 

R.ICETDAHYVQILHTSSNLGTE

R.T 

10.2621 Dolichovespula 

maculata (bald-

faced hornet) 

HL1.5 gi|1709542|sp|P53357| 

PA12_DOLMA Phospholipase A1 2 

(Allergen Dol m 1.02) (Dol m I) 

R.NECVCVGLNAK.E 10.18379 Dolichovespula 

maculata (bald-

faced hornet) 

HL1.6 gi|78066909|ref|YP_369678.1| 

Phasin 

K.STLAEGQENAQR.L 

K.VQALVDNVAK.N 

K.NAPAGSETAVAALK.S 

K.SALNAANTTYETVQK.A 

38.26206 Burkholderia sp. 

383 

HL1.7 gi|78066909|ref|YP_369678.1| 

Phasin  

K.STLAEGQENAQR.L 

K.VAEAQFEEQNK.K 

K.VQALVDNVAK.N 

K.NAPAGSETAVAALK.S 

K.SALNAANTTYETVQK.A 

48.24917 Burkholderia sp. 

383 

HL1.8 gi|37079101|sp|P59888|IPTXI_PAN

IM Imperatoxin-1 precursor 

(Imperatoxin I) (IpTxi)   

(Imperatoxin inhibitor) [Contains: 

R.THDHCDNIPSGQTK.Y 10.16053 Pandinus 

imperator 

(emperor 

scorpion) 
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Spot No. Reference scan Peptide Score XC Source 

Imperatoxin-1 large subunit 

(Imperatoxin I large subunit) 

Imperatoxin-1 small subunit 

(Imperatoxin I small subunit)] 

HL1.9 gi|78066909|ref|YP_369678.1| 

Phasin  

K.STLAEGQENAQR.L  

K.VQALVDNVAK.N 

K.NAPAGSETAVAALK.S 

30.18961 Burkholderia sp. 

383 

HL1.10 gi|91777371|ref|YP_552579.1| ABC 

phosphate transporter, periplasmic 

ligand binding protein 

  20.13508 Burkholderia 

xenovorans 

LB400 

HL1.11 gi|1709542|sp|P53357| 

PA12_DOLMA Phospholipase A1 2 

(Allergen Dol m 1.02) (Dol m I) 

R.ICETDAHYVQILHTSSNLGTE

R.T R.LIGHSLGAQIAGFAGK.E 

20.28637 Dolichovespula 

maculata (bald-

faced hornet) 

HL1.12 gi|78066909|ref|YP_369678.1| 

Phasin  

K.STLAEGQENAQR.L 

K.VQALVDNVAK.N 

K.SALNAANTTYETVQK.A 

28.25143 Burkholderia sp. 

383 

HL1.13 gi|1709542|sp|P53357| 

PA12_DOLMA Phospholipase A1 2 

(Allergen Dol m 1.02) (Dol m I) 

R.ICETDAHYVQILHTSSNLGTE

R.T 

10.26604 Dolichovespula 

maculata (bald-

faced hornet) 

HL1.14 gi|67643008|ref|ZP_00441758.1| 

COG0840: Methyl-accepting 

chemotaxis protein  

K.VQALVDNVAK.N 

K.SAINAANTTYETVQK.A 

K.NAPAGSETAVAALK.S 

30.2164 Burkholderia 

mallei GB8 

horse 4 

HL1.15 gi|187927835|ref|YP_001898322.1| 

Triacylglycerol lipase 

K.FLGVVDYWYQIPEDLR.A 10.25232 Ralstonia 

pickettii 12J 

HL1.16 gi|67643008|ref|ZP_00441758.1| 

COG0840: Methyl-accepting 

chemotaxis protein  

K.VQALVDNVAK.N 

K.NAPAGSETAVAALK.S 

K.SAINAANTTYETVQK.A 

  Burkholderia 

mallei GB8 

horse 4 

HL1.17 gi|78066909|ref|YP_369678.1| 

Phasin 

K.STLAEGQENAQR.L 

K.VQALVDNVAK.N 

20.18996 Burkholderia sp. 

383 

HL1.18 gi|38324524|gb|AAR16429.1| 

phospholipase A2 precursor 

K.YGLTNEGKYTMM*NCK.C 

K.YGLTNEGKYTMMNCK.C 

18.13379 Mesobuthus 

tamulus (Indian 

red scorpion) 
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��#�$/ 4.1.6 <�������$����&����� spot 
��	 LC-MS/MS !���� spot HL1.4, 1.5, 1.11, 1.13 ��� 

1.18 $9�����H�& Phospholipase ��� HL1.8 $���	��� Imperatoxin #�� P. Imperator 

 

 

������$/ 4.1.2 <�������$����&
��	 LC-MS/MS #�� spot HL1.8  
 

Spot No. Reference scan Peptide 
Score 

XC 
Source 

HL1.8 gi|37079101|sp|P59888|IPTXI_PANIM 

Imperatoxin-1 precursor (Imperatoxin I) 

(IpTxi)   (Imperatoxin inhibitor) 

[Contains: Imperatoxin-1 large subunit 

(Imperatoxin I large subunit) 

Imperatoxin-1 small subunit 

(Imperatoxin I small subunit)] 

R.THDHCDNIPSGQTK.Y 10.1605 Pandinus 

imperator 

(emperor 

scorpion) 

 

HL1.1 HL1.2

HL 1.3

HL1.4

HL1.5

HL1.6

HL1.7

HL1.8 HL1.9

HL1.10

HL1.11

HL1.12 HL1.13

HL1.14
HL1.15

HL1.16

HL1.17

HL1.18 14 

45 
30 
20 

66 
97 

Phospholipase A1 1 precursor  
bald-faced hornet  

Phospholipase A1 2
bald-faced hornet 

IPTXI_PANIM Imperatoxin-1 
precursor (Imperatoxin I) (IpTxi) 
Pandinus imperator (emperor 
scorpion) 

Phospholipase A1 2 
bald-faced hornet  

Phospholipase A1 2 
bald-faced hornet  

 phospholipase A2 precursor 
Mesobuthus tamulus
(Indian red scorpion) 
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4.1.3 ���������
����������"�� Heteroscorpine '�)�*���#G��;-��	��

0��%��1� (H. laoticus) ��� 0��'�- (H. cimrmani) "��#��%�2&�� 

3�	��������
"�
�������	�����'��8���
�:��
'����
"�
:9"���� Heteroscorpine-1 (HS-1) �
"�+�

������;�X�
������+�!�*#������C��:��� H.laoticus �
����
!��!&'������� Toxicon ��9"��/ 2007 ���� 

(Uawonggul ���$��, 2007) ������!9"��� isoform �9"�'�������

	������� Heterometrus �9"� Y 


��	��������
"��� ������
"	�����#���+�
����
����8�����!
	��+�
���

	� �M������
�8���
��
"�


V�;�X��������� 
������ �)��������������
� isoform #�� Heteroscorpine '� Heterometrus �9"��
"�


V�;�X������$�
��
	�>�#)�� 
������ �)��
��+�����C��:������3�$���9� (�.!��	�) �������C��:������

3�$'�� (�.������
) ����
�	���� H)"���9"��+����:��
8
	 �. 8���� ���	8$�� ����3�$��:�:
����	� 

$�����	�(����& ������	���	���$+���� !�������3�$���9� $9� H. laoticus ���3�$'�� $9� H. 

cimrmani  

������� �)��
��+�����C��:��
���� Y �����


��M��� (�>��
" 4.1.7) ��������+����+� PCR 8
	

':� primer (������
" 4.1.3) �
� PCR product (�>��
" 4.1.8) ����������� sequence 
��	�$�9"�� 

automated sequencer �
"3�$��:�:
��$�
 $���!�	(����& ������	���	#������ (����  PCR ���

��� sequence �����+� 3 ���#�������$>�#�� primer) �
��+�
�����$�
8���
&������
	���
	��������

�������8���
� HS-1 (Uawonggul ���$��, 2007) ��� HS-2 '�!�*����C��:������3�$���9� ��� 

HS-3 '�!�*����C��:������3�$'��#�������(��	  (�>��
" 4.1.9 ���������
" 4.1.4 �+������+�
��


��� 5� ������	 N ��� �>��
" 4.1.10 ���������
" 4.1.5 �+������+�
��
��� 3� ������	 C) !����

�
$���$���	����������	�� 80 �����9"����
	���
	��+�
�����$�
8���
&��M�����#������������
��	

8������ CustalW (�>��
" 4.1.11) !���� �
$������9��������� 90% �������
"�����	����
��:�
$9�

������ intron ��9"��+�����J!�������
"��\� exon �����
	���
	���� !�������9�����%)� 98% (�>��
" 

4.1.12A) �����9"� deduce ��\��+�
����
����8� !�����
$������9����� 100% (�>��
" 4.1.12B) 

��
���� ����C��:����������:��
�
$���'���:�
�������=�������� ��9�����M�
����=������"+�

�������"� mutation �
"!�'��+�
�����$�
8���
&����
<����������
"	������+�
����
����8� 

��9"��+��+�
����
����8�#�� HS �����
	���
	���� K
+
 channel blocker ��� defensins 

!����8������'�������
��
 cysteine residue �+���� 6 ��� H)"������%�����!��;��
H���E
&�
� 3 

!��;� (�>��
" 4.1.13) �����9"��+�������� phylogenetic tree !���� HS-1 �
 homology �>����8������

'������ Scopine (�>��
" 4.1.14) ��9"��+��+�
����
����8�#�� HS-1, HS-2 ��� HS-3 �������

8$�������������� 
��	 DeepView Swiss-PdbViewer (�>��
" 4.1.15) !���� domain �
"������#)��

����+�
����
����8� �+�
���
" 54 %)� 89 '��8$���������\� helix H)"��������
���\��������
"�


$����+�$�?���V�;�X������$�
��
	#�� Heteroscorpine 
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��#�$/ 4.1.7 Heteromertrus genomic DNA �� 

0.8% agarose electrophoresis (M $9� maker, 

Lane N $9� genomic DNA #�� H. laoticus ���

3�$���9� ��� S $9� genomic DNA #�� H. 

cimrmani ���3�$'��) 
 

 

 

 

 

������$/ 4.1.3 Primer �
"':��+�����������+�
�����$�
8���
&#�� Heteroscorpine-2 (HS-2) ��� 

Heteroscorpine-3 (HS-3) '�!�*����C��:������3�$���9����3�$'�� 

 

Forward primers Reverse primers Product
size (bp) 

HSF7: 5�-GGA CT(C/G) (A/G/C)T(A/G) 
GC(C/G) ATT GCC TC(C/T) TGC-3�

HSR3: 5�-GCA GAA TCC CTT TTC ACC 
TGA CG-3� 1286

HSF33: 5�- CTG TCG AGT TGC GGA ACG 
CTA G -3�

HSR15: 5�-TGC CGA AAC TCT CGG 
AAA GGC TC -3� 225

HSF12: 5�- TGA GGG TCT AAT ATA AGC 
CAG TCG -3�

HSR12: 5�- TCC CGG AGA GCG GGA 
CAA CG -3� 735

 

M N

genomic DNA23,130
9,416 
4,361 

6,557 

2,322 
2,027 

S
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��#�$/ 4.1.8 PCR products #�� Heterometrus genomic DNA H)"��!�"��+����
��	���':� primer 

HSF7 ��� HSR3 (A), HSF33 ��� HSR15 (B), HSF12 ��� HSR12 (C) (M $9� maker, N ':� 

DNA #������C��:������3�$���9� (H.  laoticus) ��� S ':� DNA #������C��:������3�$'�� (H. 

cimrmani) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.9 ��
�������
	���
	� gene #�� Heteroscorpine (HS) '��������	����8�; HS-1 $9� 

HS ��� H.laoticus '�3�$���������J
	����9�, HS-2 $9� HS ��� H.  laoticus ���3�$���9� ��� 

HS-3 $9� HS ��� H. cimrmani ���3�$'��, Intron �	>�'����������)�, non-translated region �	>�

'������������ ������*��%�������
$9���
����8��
"����������+�
�����$�
8���
& 

M  N   S   K    L    T   A    L    I 

F    L    G   L   V   A    I   A    S   C   G   W     I   N 

~1,286 bp

A

23,130

6,557 

2,027 

1,000 

500

M M N S 

~225 bp

B

1,000

500

M N S 

~735 bp

C

1,000 

500

M N S 
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������$/ 4.1.4 ��
����	��$������9��#�� gene #�� Heteroscorpine (HS) '��������	����8� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.10 ��
�������
	���
	� gene #�� Heteroscorpine (HS) '��������	$��&���H
; HS-1 

$9� HS ��� H. laoticus '�3�$���������J
	����9�, HS-2 $9� HS ��� H.  laoticus ���3�$���9� 

��� HS-3 $9� HS ��� H. cimrmani ���3�$'��, Intron �	>�'����������)�, ������*��%�������
$9�

��
����8��
"����������+�
�����$�
8���
& 

E    E    K     I    Q    K    K    I    D 

E    K     I    G    N   N     I    L    G    G    M   A    K    A     V    V    H    K    L    A 

K    G     E    F    Q   C     V    A    N   I     D    T    M   G    N    C    E    T    H    C 

Q    K    T    S    G    E     K    G   F     C    H    G    T    K    C     K    C    G    K     P 

L    S    Y    Stop 

HS-1
HS-2 
HS-3 

HS-1
HS-2 
HS-3 

HS-1
HS-2 
HS-3 

HS-1
HS-2 
HS-3 

HS-1
HS-2 
HS-3 

HS-1
HS-2 
HS-3 

100%
  98% 
  98% 
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������$/ 4.1.5 ��
����	��$������9��#�� gene #�� Heteroscorpine (HS) '��������	$��&���

H
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.11 ��
�������
	���
	��+�
�����$�
8���
&#�� HS-1, HS-2 ��� HS-3 H)"��+�
���
"

��������������
����
��	������
"���
"	� 
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��#�$/ 4.1.12 (A) <�������
	���
	��+�
�����$�
8���
&'����� exon #��	
� HS-1, HS-2 ��� HS-3  

��� (B) <����deduce ������
	���
	��+�
����
����8�#�� HS-1, HS-2 ��� HS-3 
��	

8������ ClustalW �$�9"�����	 * ��
�����	�
"���9����� 

100% 
100% 
100%

B
HS-1
HS-2
HS-3

HS-1
HS-2
HS-3

A
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sp|P0C2F4|SCRP1 HETLA

sp|P56972|SCRP PANIM

sp|Q0GY40|SCRP HADGE

gb|AAW72464.1|

sp|P69939|KBX2 ANDAU

sp|Q9N661|KBX4 MESMA

gb|ABP35519.1|

gb|ABP35518.1|

1ICA

1QP6 

gb|AAQ94353.1|

sp|Q5WR01|SCRP2 OPICA

sp|Q5WQZ7|SCRP3 OPICA

sp|Q5WR03|SCRP1 OPICA

HS-1

Scorpine precursor

Opiscorpine-4 precursor 

Hge-scorpine precursor

scorpine-like peptide precursor [Tityus costatus]

Potassium channel toxin beta-KTx 2 precursor

Potassium channel toxin beta-KTx 4 precursor

toxin-like peptide TXKbeta2 [Mesobuthus eupeus] 

toxin-like peptide TXKbeta1 [Mesobuthus eupeus]

Defensins

Cecropions

Opiscorpine2 precursor [Opistophthalmus carinatus]

Opiscorpine-2 precursor

Opiscorpine-3 precursor

Opiscorpine-1 precursor

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.13 <�������
	���
	��+�
����
����8�#�� HS-1 ��� K
+
 channel blocker ��� defensins 

������*��
���9����
���
����8�:��
 cysteine 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.14 �>���� Phylogenetic tree #�� HS-1, K+
 channel blocker ��� defensins 8
	

���$����&��� primary structures 
��	 ClustalW program 
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��#�$/ 4.1.15 8$��������������#�� Heteroscorpine ��9"����$����&
��	 DeepView Swiss-PdbViewer 

8
	':� Cys pattern #�� invertebrate defensins ��\������� '�����������
��+�������
"��
�

8$�����������	3>����\���� helix (H) ��� �-sheet (B)  

 

���������$����& Intron '��+�
�����$�
8���
&#�� HS-1, HS-2 ��� HS-3 (�>��
" 4.1.16) 

!���� �+�
���� 5�splice site ������������� scorpine �9"� ����
"�����'�$9� branch site ����

���������� opiscorpine ���������$���	��� toxin #������C��'������ Isometrus ������� ���� 

3�splice site ��$���	��� BmTXKS2 �������C�� Buthus martensii Karsch ��� $����+�$�?#��

�+�
�� intron �
"���
"	����
��+���\������
�������()�*������ 
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��#�$/ 4.1.16 <�������
	���
	���
�+�$�? Y �� intron #�� HS-1, HS-2 ��� HS-3 ���
	���
	���� 

toxin �������C��:��
�9"� Y (Opiscorpine �������C����E���� Opistophthalmus carinatus ���� 

KTX2 �������C��'���������
	 Androctonus australis ��� BmTXKS2 �������C�� Buthus 

martensii) 
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GGATGGATTA GGATCC

BamHI site 

CTCGAG

XhoI site 

Exon2Exon1

intron

4.1.4 ���
�-���$� recombinant Heteroscorpine-1 (recHS-1) ������A���������

���
<���!�#��$� recombinant HS-1 (recHS-1) 

 

4.1.4.1 ���%��$��;�(��$%�?�%� ��� plasmid construction  

���"��������+��������	� PCR 8
	':� Forward primer (HSF20Bam) �
"�
�+��������
#��

����H�& BamHI �	>����9� Gly codon GGA  $9� 5�-GGA TCC GGA TGG ATT AAT GAA GAG 

AAG ATA CAA AAG-3�(#

����'�� $9��+��������
#������H�& BamHI) ���� reverse primer 

(HSR6Xho) �
�+��������
#������H�&  XhoI �	>�������� stop codon TAA �� 18 ����	 $9� 5�-
CTC GAG GTC CCC CTT TGG CTG CAA TTA-3� (#

����'�� $9��+��������
#������H�& XhoI) 

(�>��
" 4.1.17) �������	� PCR ����+��
" 94 �C ��� 5 ���
 ��\� initial denaturing temperature 

�����
��	 30 ���#�� denaturation �
" 94 �C ��� 30 �����
, annealing �
" 55 �C ��� 30 

�����
 ��� elongation �
" 72 �C ��� 30 �����
 ���#��������
���	 $9� elongation �
" 72 �C ��� 

7 ���
 ������������ recombinant gene 
��	 pGEX-6P-3 expression vector #��
 4900 bp (�>��
" 

4.1.18) ��� GST Gene Fusion System (Pharmacia Biotech) 8
	 PCR product ��%>�:����

��� agarose gel ���%>������#����'� cloning region #�� pGEX-6P-3 vector ��������+� 

construction �
"���
	��
� transform �#���>� E. coli strain JM109 ����$�
��9���� medium 
��	 

ampicillin 
 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.17 Primer �+�����	
� HS-1 (����
 leading sequence) 
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��#�$/ 4.1.18 pGEX expression vector ����M��+����������:���	
� HS-1 ������ multicloning site 

��������+��������
#�� BamHI ��� XhoI 

 

 

4.1.4.2 �������<-�����
�����"���$� HS-1 '� E. coli 

 ��
�	��:9�� E. coli �
"������!�����
�
"�
	
� HS-1'� LB broth �
"�
 50 �g/ml ampicillin 

�������"��
�$�� OD ��� 0.1 �
" 600 nm %��	�:9����'� LB broth �
"�
 0.4 mM isopropyl �-D-

thiogalactopyranoside (IPTG) �!9"����
"	��+�'���
�����
����#��	
� ������
�	�����������"��
�$�� 

OD �
" 600 nm ��� 0.7-1.0 �+����������M��:9�����������������
����
��	 13% SDS-PAGE 

(�>��
" 4.1.19) ����M���� 3�	����������
"	��+�'���
�����
���� !�8���
� recombinant GST-

Heteroscorpine-1 (recGST-HS-1) #��
������ 33 kDa (�>��
" 4.1.19) ��������	�������;�X

8���
�
��	 Glutathione sepharose bead �����
 GST 
��	����H�& PreScission Protease	 

�����������
��	 16.5% Tris-tricine SDS-PAGE !��%�8���
� recHS-1 ������

��	����H�& �


#��
��� 7 kDa (�>��
" 4.1.20 lane 4) 
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��#�$/ 4.1.19 8���
� recombinant GST-Heteroscorpine-1 (GST-HS-1) '� E. coli �������	�
��	 

13% Tris-glycine SDS-PAGE (M $9� marker, lane 1 $9� ����������
"	��+� ��� lane 2 $9� ����

������
"	��+�'���
�����
����#��	
�
��	 IPTG)  

 

4.1.4.3 ������ refold "���#��$� recHS-1 

 �+�8���
� recHS-1 �
"�	�������;�X�
����+� refold �!9"�'���
� activity ����$9��� 8
	����	

8���
�'� denaturation buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 M guanidine-HCl, 5 mM EDTA) ����

�+������'���+��#M���\����� 1 :�"�8�� ������� ��9����'� renaturation buffer (50 mM Tris-HCl, pH 

8.0, 1% Triton X-100, 8 mM reduced glutathione, 1 mM oxidized glutathione, 0.5 mM PMSF, 

0.3 M arginine) �����+����+���
���9���� (desalting) 
��	 PD-10 Desalting column (GE 

Healthcare, UK) �������8���
���������+� refolding 
��	 16.5% Tris-tricine SDS-PAGE !�

�%�8���
��
"�
#��
������ 7 kDa �
"�+�������

	���� recHS-1 (�>��
" 4.1.20 lane 5) 

 

4.1.4.4 ���A�����������$�-���+��(��)�*���#G����� recHS-1  

�!9"��+�����������$����+��!��#��8���
� recHS-1 ��� refolded HS-1 ��� anti-crude 

scorpion venom antibody ��� anti-HS-1 antibody �)��+���\�����������������

�
"�+��!����� 

crude venom ��� recHS-1 ���"����8
	�������+���+�!�*���������3>��'���>%
����� 8
	������	�'�

���J

���������� 2 ���
��& �+�����������������

'�H
�����>
��	��;
 enzyme–linked 

immunosorbent assay (ELISA) 8
	 coat ����#�� ELISA plate 
��	 1 �g !�*����C�� 3�	����

��� block 
��	 skim milk ���� pre-immunized serum ��9� Immunized serum %>�������'������
"

$�������9�������� Y ��� ������� ����������������#��������������������


��	 anti-mouse 

IgG linked with alkali phosphatase ��� p-nitrophenyl phosphate �����+�����
$�����
>
��9����

�
" 405 nm !����'��$��������&��� 1: 1000 (������
" 4.1.6) ������� �������$����+��!��#��
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�������

�
"<����
�
��	��;
 Western immunoblotting  !���� �������

����
�����%�8���
����	

�%� �
"$�������9���� 1:100 (�>��
" 4.1.21) ���� anti-recHS-1 antibody ����':�8���
��
"<����
���� 

E.coli �������'���>%
����� ��������������&
��	��;
 ELISA (������
" 4.1.7) !����'��$��������&��� 

1: 1000 �:����� ���	��'��$����+��!���>���� recHS-1 ��9"�����
��	��;
 Western Immunoblotting 

(<�����
�������
���
����)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.20 <�����	�������;�X8���
� recGST-HS-1 ����������
��	 16.5% Tris-tricine SDS-

PAGE (M $9� marker, lane 1 $9� supernatant ������

��	����H�&, 2 $9� bead ������

��	

����H�&, 3 $9� bead ������

��	����H�&, 4 $9� supernatant ������

��	����H�& ��� 5 $9� 

refolded HS-1)  

 

������$/ 4.1.6 <����������$��������&#���������

�����+�!�*����C��:��� (anti-crude scorpion 

venom antibody) 
��	��;
 ELISA  
 pre-immunized 

serum 
Immunized serum 

$�������9���� 1:10 1:10 1:100 1:1000 

��>����
" 1 -0.001 0.163 0.140 0.071 

��>����
" 2 -0.003 0.160 0.149 0.080 

��>����
" 3 -0.001 0.161 0.137 0.103 
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������$/ 4.1.7 <����������$��������&#�� anti-recHS-1 antibody 
��	��;
 ELISA  
 pre-immunized 

serum 
Immunized serum 

$�������9���� 1:10 1:10 1:100 1:1000 

��>����
" 1 -0.002 0.233 0.163 0.150 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.21 ����������$����+��!��#�� anti-crude scorpion venom antibody 
��	��;
 

Western immunoblotting 8
	�+�!�*����C�����	�
��	 SDS-PAGE ���� transfer ��	���<�� 

nitrocellulose �+��������� immunized serum #����> (lane I) �
"$��$�����9���� 1:100 ���� lane 

V = ��+�!�*#������C��:���, lane P = Preimmunized serum 

 

��9"��+� anti-recHS-1 antibody ������V�;�X���������+�!�*#������C��:���'�������

 (�����

�
" 4.1.8) !���� �������

�����%����V�;�X#������C��:��� 8
	�����%�!�"�$�� paralyzed dose 

50 (PD50) �����9"�':���
����#����+�!�*���H
���������� anti-crude venom antibody �����%�
$���

��\�!�*#����+�!�*#������C��:����
�

���� anti-recHS-1 antibody 

 

������$/ 4.1.8 ��
� neutralization assay #�� anti- recHS-1 antibody ���������+�!�*#������C��

:���'�������

 

 PD50 ( microgram per g body weight) 

crude venom 11 

crude venom + anti-crude venom antibody 90 

crude venom + anti- recHS-1 antibody 34 
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4.1.4.5 ������	
������	��%)��"���#��$� recHS-1 ��� refolded HS-1 �+� anti-crude 

scorpion venom antibody ��� anti-HS-1 antibody 

 �!9"���\�����������8$���������9������#��8���
� recHS-1 ��������	��$���	 native 

protein ��9���� �)��
��+�8���
� recHS-1 ��� refolded HS-1 ���	�
��	 SDS-PAGE ��������+� 

Western immunoblotting ��� anti-crude scorpion venom antibody ��� anti-HS-1 antibody �
"$��

�����9���� 1:100 ����M��
���� anti-crude scorpion venom antibody �����%������ recHS-1 ��� 

refolded HS-1 �
� (�>��
" 4.1.22 lane 2 ��� 3) 8
	!��%�8���
��
"�
#��
������ 7 kDa ������

�
"!�'� crude scorpion venom ���'����������� anti-HS-1 antibody �M�����%������ HS-1 '� 

crude scorpion venom �
��:����� 8
	!��%�8���
��
"�
#��
 7 kDa �������%�8���
� recHS-1 

��� refolded HS-1 (�>��
" 4.1.22 lane 5 ��� 6) 8
	�J!��'� crude scorpion venom (�>��
" 

4.1.22 lane 4) ���!�������#��� (cross reaction) ����%�8���
��9"� Y ��	 ��
���� 8���
� HS-1 

�
"<���#)�������$�
��
	�
8$�������'����$
	����8���
� native HS-1 '� crude scorpion venom 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.22 $����+��!��#��8���
� crude scorpion venom, recHS-1 ��� refolded HS-1 ��� 

anti-crude scorpion venom antibody ��� anti-HS-1 antibody �
"$�������9���� 1:100 (lane 1 ��� 

4 $9� crude scorpion venom, lane 2 ��� 5 $9� recHS-1 ��� lane 3 ��� 6 $9� refolded HS-1)  

 

4 5 6
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4.1.4.6 �����
���+� paralytic dose 50 (PD50) "�� crude scorpion venom, recHS-1 ��� 

refolded HS-1 '������� (Tenebrio molitor L.) ���	�(���$� (Gryllus sp.) 

 �!9"�������� activity #�� refolded HS-1 �)��
��+����J

 crude scorpion venom, recHS-

1 ��� refolded HS-1 �
"$����#��#������ Y '��������
"�
��+������J�
"	 0.10
0.01 ���� �������

����+�����������
"��
:
�����������<����� 30 ���
 8
	':� 1xPBS buffer, pH 7.4 �+����������

$��$�� !���� �
�$�� PD50 #�� crude scorpion venom '�������������� 45.0 �g/������+�������� 

1 ���� (�>��
" 4.1.23) ����$�� PD50 #�� recHS-1 ��� refolded HS-1 �
�$��������� 150.0 ���

������� 51.5 �g/������+�������� ����+�
�� (������
" 4.1.9) �����9"��
������������

�M'��<���'�

�+�����

	���� (������
" 4.1.10) ��
���� recHS-1 �
 activity �
����� �����9"��+����+� refolding 

�)����
� activity ����$9��� �������!���8$�������#�� HS-1 ������� disulfide bond �
"%>����� ���

��
����#�� HS-1 '���$�
��
	����+�'�� disulfide bond �
"�
����$����9�<�
�� ���<�'�� activity 

#�� HS-1 ��
�� �+���\����� refold ��
	'��� �)����
� activity ����$9��� 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.23 �����$�� PD50 #�� crude scorpion venom '������� (Tenebrio molitor L.) 

 

������$/ 4.1.9 $�� PD50 #�� crude scorpion venom, recHS-1 ��� refolded HS-1 '������� 

 

8���
� PD50 (�g/������+�������� 1 ����) 

crude scorpion venom 45.0 

recHS-1 >150.0 

refolded recHS-1 51.5 
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������$/ 4.1.10 $�� PD50 #�� crude scorpion venom, recHS-1 ��� refolded HS-1 '�������

 

 

 PD50 (�g/������+�������� 1 ����) 

crude scorpion venom 0.67 

recHS-1 >186 

refolded recHS-1. about 24  
 

4.1.4.7 ������	
������!"�� refolded HS-1 ���������!�-��%;1(�����$%�$� �-�����$ disc 

diffusion method 

  ����������V�;�X#�� refolded HS-1 8
	
>V�;�X�����:9����$�
��
	 
��	��;
 disc diffusion 

method 8
	':� Mueller–Hinton agar plate �
" 35 °C (�>��
" 4.1.24 ��� ������
" 4.1.11) �+������
 

clear zone �
"�
� !���� refolded HS-1 �����%	��	����������?#���:9�� Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa ��� Bacillus subtilis 

������
��+���������>�����#���:9��3�	'�������������(�&����M���������������
 (�>��
" 

4.1.25) !���� Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ��� Bacillus subtilis 

���������� refolding HS-1 8
	�
�>�������
��
�	���������� $���	����
"���

��	���':� crude 

venom 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.24 ����
���V�;�X������� K. 

pneumoniae, P. aeruginosa, B. subtilis 

#�� crude scorpion venom, recHS-1 

��� refolded HS-1 
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������$/ 4.1.11 ����$������<��(>�	&����#�� clear zone �
"�
��������
���V�;�X Antibacterial 

activity #�� recHS-1 ��� refolding HS-1 ��������:9�� B. subtilis, K. pneumoniae and P. 

aeruginosa 
��	 disc diffusion method 

 

 control crude venom recHS-1 refolding HS-1 

K. pneumoniae 0.00 13.83
0.29 0.00 2.17
0.29 

P. aeruginosa 0.00 8.33
0.58 0.00 3.50
0.50 

B. subtilis 0.00 7.00
0.00 0.00 3.67
0.58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.25 �>�3�	'�������������(�&����M���������������
#���:9�� Bacillus subtilis (A-G), 

Klebsiella pneumoniae (H-K) ��� Pseudomonas aeruginosa (L-N) ��9"�����
�������'
 Y (A, H 

��� L) ��9��
������+�!�*����C��:��� (H. laoticus) (B-D, I ��� M) ��9��
���� refolding HS-1 (E-G, 

J-K ��� N) �������
���
��	 disc diffusion method �%�#

��
�#��
�
����	��\���8����� 
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4.1.5 ���������
<���!, ������
����������, ���	
��
���������!���;$�0�)"��

�#��$� Heteromtoxin (HmTx) '��(��)�*���#G��;-��  

 

4.1.5.1 ���������
<���!�#��$� Heteromtoxin (HmTx) 

����+�������;�X HmTx ���"�
��	
���+���+�!�*����C��:�����<��� Sephadex G50 gel 

filtration column chromatography 8
	�+�!�*����C�� 50 ��������� �� load �� column �������

���� ���� equilibrate ��� elute 
��	 20 mM ammonium acetate buffer, pH 4.7 (�>��
" 4.1.26) 

���$����&$���������;�X
��	 SDS-PAGE (�>��
" 4.1.27) !����	�����������;�X �)��+���� fraction 

���	��# 28-37 �������������+���<��� CM Toyopearl cationic column chromatography 8
	

���"���� equilibrate $�����&
��	 20 mM ammonium acetate buffer, pH 4.7 ���� load 
��	 

pooled fraction ���	��# 28-37 �
"�
���� gel filtration chromatography ������� elute 
��	 NaCl 

gradient (0 to 0.5 M) '� 20 mM ammonium acetate buffer, pH 4.7 �
� profile (�>��
" 4.1.28) ����

���$����&$���������;�X
��	 SDS-PAGE (�>��
" 4.1.29) !���� fraction ���	��# 174 �����':� HmTx 

������;�X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.26 Chromatogram #������	�������;�X��+�!�*����C��:��� 
��	$�����& Sephadex G-50 

gel filtration chromatography  

Fraction number

P64

P25�
P32�

P43�

P55�P51�

O
D

280

3

2

1.5

1

0.5

0

2.5

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0
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14 

45 
30 
20 

66 97 
M   C P25 P32 P43 P51 P55 P64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.27 ������$����&$���������;�X#������� fraction ��� Sephadex G-50 gel filtration 

column 
��	 16% SDS-PAGE (M $9� Marker, C $9� Crude venom, P $9� peak number) 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.28 Elution profile ��� CM Toyopearl cationic column chromatography 3�	�����+� 

fraction 28-37 ��� gel filtration �� load ���� elute 
��	 0-0.5 M NaCl gradient 

Fraction number

O
D

280

50 100 150 200 0

3

2

1.5

1

0.5

0

2.5

3.5
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14 

45 
30 
20 

66 97 
M   32 104 116 123 131 148 174

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.29 ������$����&$���������;�X#������� fraction ��� CM Toyopearl cationic column 
��	 

16% Tris-tricine SDS-PAGE (M $9� Marker, C $9� Crude venom, �����#$9� peak number) 

 

4.1.5.2 ���������
�������������
+��"�� Heteromtoxin (HmTx) 

  �+���� fraction ���	��# 174 ������;�X ��������$����&
��	 liquid chromatography tandem 

mass spectrometry (LC-MS/MS) �
"�%�����
8�� �+�������!�=�����	�(����&�����$8�8�	


����:��� (���:.) !���� �
��+�
����
����8�������������$9� RTHDHCDNIPSGQTKY (�>��
" 

4.1.30) ����
$���$���	$�)���� Imperatoxin #������C������!��
� (Pandinus imperator) '���
�

��E���� (������
" 4.1.12) �)�����:9"�8���
��
���� Heteromtoxin (HmTx) H)"���\� toxin �
"!�'���+�!�*

����C��:��� (Heterometrus) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.30 <�������$����& fraction 174 ��� CM Toyopearl 650M cationic column 

chromatogram 
��	 LC-MS/MS  
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������$/ 4.1.12 <�������$����&�+�
����
����8��������
��	 LC-MS/MS �����;
 De novo #��

8���
� fraction 174 ��� CM Toyopearl 650M cationic column chromatogram 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.5.3 ������	
�� activity "�� Heteromtoxin (HmTx) 

Imperatoxin (IpTx) ��\� peptide toxin '���+�!�*#������C������!��
�'���E���� (African 

emperor scorpion) Pandinus imperator ������
��	 2 subtypes $9� Imperatoxin A (��9� 

Imperatoxin activator) ��\� peptide toxin H)"��������<����#�����#�� Ca2+
 #�� sarcoplasmic 

reticulum 3�	'��H��& ��� Imperatoxin I (��9� Imperatoxin inhibitor) H)"����+����������#������ 

Imperatoxin A $9�	��	�����9��
���<����#�����#�� Ca
2+

 <��� sarcoplasmic reticulum 

 �+����� Imperatoxin I �����
��+�����8������ 15 kDa 8$�������������
��	 2 polypeptides 

$9� large subunit #��
 104 amino acids ��� smaller subunit #��
 27 amino acids ����� 

subunit �:9"��������
��	 disulfide bond ���!�����
 Phospholipase A2 (PLA2) activity �� large 

subunit 
������ '�$�����
� �)��
��+����������� phospholipase activity #�� Heteromtoxin (HmTx) 

�!����
 primary structure $���	 Imperatoxin I 
��	��;
 Zymographic detection ���
	���
	������+�

!�*#���>����� (Ophiophagus hannah), �>���� (Naja naja siamensis), ����C��:��� (Heterometrus 

laoticus), ������� (Vespa tropica) ����
$���E (Solenopsis geminata) 8
	�+���+�!�*#������&���

��:��
�� load �� 13% native polyacrylamide gel electrophoresis (native-PAGE) �
"�
����������

#������H�& $9� 5 mg/ml phosphatidylcholine �������8���
�%>��	�
��	������EE�� 25 mA �
" 

4�C ���������%>�	���
��	 Coomassie brilliant blue R250 ���� destain �������"�!9������'� 

��9��������M��%>������� reaction mixture (������
��	 0.1 M Tris-HCl, pH 7.4, 20 mM CaCl2 

��� 0.12% Rhodamine 6G) !��������#	����� Y #���$9� H)"�����
 activity #�� phospholipase �M

��������%�'� (�>��
" 4.1.31) !� phospholipase activity #�� HmTx �	>����� ��� activity 	���"+�

����!�*�>���!�*��������	>���� 
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��#�$/ 4.1.31 ����
��� Phospholipase activity #�� HmTx H)"� lane 1 $9� ��+�!�*#���>����� (O. 

hannah) 5 �g, lane 2: �>���� (N. n. siamensis), 5 �g, lane 3: ������� (V. tropica) 5 �g, lane 4: 

����C��:��� (H. laoticus) 5 �g, lane 5: HmTx, �>�H��	 ���$����&�� 15% Native PAGE 25 mA �
" 

4¤
C ����	���
��	 Coomassie brilliant blue R 250 �����>����� ���$����&�� 15% Native PAGE 

25 mA �
" 4
¤
C ����	���
��	�
 silver �����>�#�� ���$����&�� 15% Native PAGE 25 mA �
" 4

¤
C 

����	���
��	�
 Rhodamine 6G 

 

4.1.5.4 ���
�
� RNA 	��%�1(�%�1/��+��)�*���#G��;-�� 

��9"������������ HmTx �������\� phospholipase 
������ �!9"��
"�����+�
����
����8�#�� 

HmTx ��M�����
��	��;
 RT-PCR �)��
��+�������
 total RNA ������� telson #������C��:��� (H. 

laoticus) 
��	 illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit #�����*�� GE healthcare Bioscience <�

������
 total RNA 3�	������9"��������
��	 agarose gel electrophoresis !���� �
��%� RNA 2 

�%� $9� 28S ��� 18S ribosomal RNA (�>��
" 4.1.32) �)��
��+� RNA �
"���
�
���':���\�������'�

��� RT-PCR 

 

4.1.5.5 ��������� primer %)1/�';-'����������
����������%�?�%
-�"�� HmTx 

        ���#���>��
"�
��������+� LC-MS/MS �)�':��+�
�����$�
��
& (�>��
" 4.1.33) #�� Imperatoxin 

I #������C�� P. imperator ��\�������'���������� primer �!9"�':�'�������+�
����
���$�
8�

��
&#�� HmTx 
��	��;
 PCR ��������� primer ':�8������ Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) 

�������$+������ Tm, hairpin formation, complementary, self-annealing ':�8������ 

OligoCalc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) �������� pimer dimer 

����+����������� DNA ':�8������ Primer-BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi)  <�

����������
� primer 3 $>� (������
" 4.1.13) 
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��#�$/ 4.1.32 RNA �
"���
�
������9���	9"�����!�*

����C��:��� �!9"��+���':����
	� cDNA ����':���\�

�������+������+� RT-PCR ����� 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.33 ��
��+�
�����$�
8���
& #�� Imperatoxin I �������C�� P. imperator H)"���
� primer 

�
"�������
� �!9"��+���':��!�"��+����	
� HmTx #�� H. laoticus 

18S rRNA 

28S rRNA 
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������$/ 4.1.13 <���������� primer �!9"�':�'�������+�
����
����8���M�����#�� HmTx 8
	':�

	
�#�� Imperatoxin ��\������� 

 

Primer sequence length %GC Tm 
Product 

size 

1. Forward primer: HIF1 5� ATGCATACTCCAAAACACGCTA 3� 22   base 41 58 

1. Reverse primer: HIR1 5� ACCATTCAGTTTGTTAATCGCCC 3� 23   base 43 61 
501 

2. Forward primer: HIF2 5� AGACGAGACTATGTGGGGAAC 3� 21   base 52 54 

2. Reverse primer: HIR2 5� ACCATCAGGACACTCTTCACTT 3� 22   base 45 53 
355 

3. Forward primer: HIF3   5� GTAGGACCCACGACCATTG  3� 19   base 57 58 

3. Reverse primer: HIR3 5� GGTCCTTCCATACCTCCAGT 3� 20   base 55 57 
148 

 

Note:  None hairpin formation, complementary, self-annealing, primer dimer 

 

4.1.5.6 ���������
����������%�?�%
-�"�� HmTx �-�����$ reverse transcription 

polymerase chain reaction (RT-PCR) 

<�����+� RT-PCR !��%�#��
 148 ��� ������':� primer $>����� Y $9� HIF1 ���HIR1, 

HIF2 ���HIR2, ��� HIF3 ���HIR3 (�>��
" 4.1.34) !���� �
�J!��$>� HIF3 ��� HIR3 �
"'�� PCR 

product �������
"$�
��� $9� 148 bp ���������!�"� annealing temperature ��\� 40, 45 ��9� 50 

��(��H��H
	� �M	��$�!� product �:���
�� �)��
��+������+�
�����$�
8���
& (�>��
" 4.1.35) �����9"�

�+������
	���
	��+�
�����$�
8���
&��� Imperatoxin (IpX) (�>��
" 4.1.36) !�����+�
�����$�
8���
&

#�� Heteromtoxin (HmTx) ���9����� IpX %)� 88% �)��:9"�����+�
���
"�
��
$���%>����� 

����� �!9"��+�������+�
�����$�
8���
&���
������	 3�  �)��
��+� Rapid Amplification of 

3�cDNA Ends (3� RACE) 8
	':� mRNA ��\������� (�>��
" 4.1.37) !���� ��9"�':� primer F1 $>���� 
AUAP �
� PCR product #��
 656 bp �����9"�':� primer F3 $>���� AUAP �
� PCR product #��
 
475 bp �)��
��+� PCR product �����+�
�����$�
8���
& (�>��
" 4.1.38 ����>��
" 4.1.39 ��� 4.1.40) 
��9"������+�
�����$�
8���
&���#���>�������
 �
� 648 �+�
�� �����9"���
��� untranslation region 
����� ���9� 504 �+�
�� (�>��
" 4.1.41 ��� 4.1.42) �����9"��+�������
	���
	��+�
�����$�
8���
&
#��	
� HmTx, imperotoxin I ��� toxin ��� Mesobuthus tamulus (�>��
" 4.1.43) !�$������9��
��� 85% 

������� �+���������+�
�����$�
8���
&��\��+�
����
����8� !�����
� 167 �+�
�� (�>��
" 
4.1.44) ��9"����
	���
	���� imperotoxin I ��� toxin ��� Mesobuthus tamulus (�>��
" 4.1.45) !�
$������9�����������	�� 80 
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��#�$/ 4.1.34 <��������+� RT-PCR 
��	���':� mRNA ��\������ 
��	 primer $>����� Y $9� HIF1 

��� HIR1, HIF2 ��� HIR2, ��� HIF3 ��� HIR3 �
" annealing temperature 40, 45 ��� 50�C 
 

 

 

 

 

GTAGGACCCACGACCATTGCGACAACATTCCAGCCGGGGAAACTAAATATGGTTTGACGAATGAGGGAAT
ATATACAATGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTGTTTAAGCAATGTCTGAAAGACGTTACTGGAGGTATG
GAAGGACC

 

��#�$/ 4.1.35 �+�
�����$�
8���
&#��	
� Heteromtoxin (HmTx) #��
 148 bp �
"�
��������+� DNA 

sequence #�� PCR product ����>��
" 4.1.34 �>�(���
����������#�� primer 

HIF3

HIR3
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��#�$/ 4.1.36 ��
�������
	���
	��+�
�����$�
8���
&#��	
� Heteromtoxin (HmTx) ��� 

Imperatoxin (IpX)  

 

 

 

��#�$/ 4.1.37 ��
� 3� RACE product '� 

lane �
" 1 ':� primer F1 $>���� AUAP ���

'� lane �
" 2 ':� primer F3 $>���� AUAP 
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ATGCATACTCCAATAACACCGCTATCCGGAGAATGTCCAACAGGAGAGATGGAATTTTATCGAAGGGAGGTGT
CAACGCATGGGAGAAGCCGAACGAACTGTCTGGGGAACCAAATGGTGTGGAAGTGGGAACGAAGACTACAAGT
GGTATAGATCTCGGTTACTTCAAGAACTTAGATTCCTGCTGTAGGGACCACGACCACTGCGACAACATTCCAC
GCTGGGGAAACTAAATATGGTTTGACGAATGAGGGAATATATACAATGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTAT
TTAAGCAATGTCTGAAAGACGTTACTGGAGTTTTCGAAGGACCAGCGGCTGCGGCTGTTANGAAAATTTATTT
TGACTTATACGGTAATGGGTGCTATAGCGTGCAACTGTCCCGCCGGANGAAGATCGGCAAGAACCGGAGGATG
TCCTACACGGTGTGGCAACCTATACGGGAGAAAACTGGGTACGGTAGCGTGGTTGCTCACACAAAGCGAATGG
TTAGCGTGTGTCTAACATGAAANCATGTCGAGTNAACCAAAACCGATGAAAACACCANTCTTGACGGGGAAAT
TTGCAGTCGGCCATATGATATATCTCTCGTGTTACGTATACCAAATGAAAAATGCTAAATAAACACAGTTTTC
TTTAAAACACAACACACAAACCAACAGTCTATCAGTNAAGCCGTGGCCAATAACACNTATGAATTNCGACGGG
CACACANNCGGGTCACCACATATGGGAAAAACACCCCACGCTGGGAAGGCATCATGGATTTCTATAAGTGCAC
CCAA
 

��#�$/ 4.1.38 �+�
�����$�
8���
&#��	
� Heteromtoxin (HmTx) #�� 3� RACE product #��
��� 

656 bp 8
	':� mRNA �������!�*#�� H. laoticus ��\������� ���':� primer HIF1 ��� AUAP 

�>�(���
��+���������#�� primer HIF1 

FF1

HIF1
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>> RF3
GTAGGACCCACGACCATTGCGACAACATTCCAGCTGGGGAAACTAAATATGGTTTGACGAATGAGGGAATATA
TACAACGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTATTTAAGCAATGTCTGAAAGACGTTACTGGAGTTTTCGAAGGA
CCAGCGGCTGCGGCTGTTAGGAAAATTTATTTTGACTTATACGGTAATGGGTGCTATAGCGTGCAATGTCCCG
CCGGAGGAAGATCGGCAAGAACCGGAGGATGTCCTAACGGTGTGGCAACCTATACGGGAGAAACTGGGTACGG
TGCGTGGTTGCTCAACAAAGCGAATGGTTAGCGTGTGTCTAACTGAGAGCATGTTCGAGTAACCAAAACGATG
AACACATCTGAAGGAAAATTGCGTCGGCATTTGATATATCTCTCGTGTTCGTATAACAATGAAATGCTAATAA
ACAGTTTTCTTTAAAAAAAAAAAAAAAGTCCTATCCAACGCNTGGNCAATCNAATTCCCGCGGGACCGACACA
TGGCGGACGGGAACATGCAACNTCGGGC

 

��#�$/ 4.1.39 �+�
�����$�
8���
&#��	
� Heteromtoxin (HmTx) #�� 3� RACE product #��
��� 

475 bp 8
	':� mRNA �������!�*#�� H. laoticus ��\������� ���':� primer HIF3 ��� AUAP 

  

RF3
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>> FF3
GGCCACGCGTCGACTATACTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAAGAAAACACGTGTTTATTAACCTATTTCATGTGT
TNATCACGAAACCACGAAAAAATTATNATCAAAGTGCCGCACGCAATTTCTCCTTCAAAATGGTGTTCACTCG
TTTGTGGTTCACCTCGAAAACTATGCCTCTCAGTTAGAACACCCGCTTAACCAATTCGCTTTTGTTTGAGCAA
CCACGCACCGTTACCCGTTTTCTCCCGTTTATAGGTTGCCACACCGTTGGCACATCCTCCGGTTCTTGCCGAT
CTTCCTCCGGCGGGACTATTGCCGCTATAGCAACCCTATTACCGTTATAAGTCAAAATAATATTTTCCATACA
CAGCCGACAGCCGACTGGTCCTTCGACACACTCCGAGTAACGTCTTTCAGAACATNGCTTAAATACAGACTCG
CATTTGCAGTTCATCGTTGTATATTATTCCCTCATATTCGTCAACCNTTATTTAGTTTCCCCAGCTGGATTGT
TTGTCGCAATGGTCCGTGGGTCCTTAACAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGA
GAGCTCCAAGCGTTTGGATGCTAGCTTGAGTATTCCTATAGTGTCCCCTATAGCTGGCG
>> FF3 (reverse) 
CGCCAGCTATAGGGGACACTATAGGAATACTCAAGCTAGCATCCAAACGCTTGGAGCTCTCCCATATGGTCGA
CCTGCAGGCGGCCGCGAATCACTAGTGATTGTTAAGGACCCACGGACCATTGCGACAAACAATCCAGCTGGGG
AAACTAAATAANGGTTGACGAATATGAGGGAATAATATACAACGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTATTTAA
GCNATGTTCTGAAAGACGTTACTCGGAGTGTGTCGAAGGACCAGTCGGCTGTCGGCTGTGTATGGAAAATATT
ATTTTGACTTATAACGGTAATAGGGTTGCTATAGCGGCAATAGTCCCGCCGGAGGAAGATCGGCAAGAACCGG
AGGATGTGCCAACGGTGTGGCAACCTATAAACGGGAGAAAACGGGTAACGGTGCGTGGTTGCTCAAACAAAAG
CGAATTGGTTAAGCGGGTGTTCTAACTGAGAGGCATAGTTTTCGAGGTGAACCACAAACGAGTGAACACCATT
TTGAAGGAGAAATTGCGTGCGGCACTTTGATNATAATTTTTTCGTGGTTTCGTGATNAACACATGAAATAGGT
TAATAAACACGTGTTTTCTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTATAGTCGACGCGTGGCC

��#�$/ 4.1.40 �+�
�����$�
8���
&#��	
� Heteromtoxin (HmTx) #�� 3� RACE product #��
��� 

475 bp 8
	':� mRNA �������!�*#�� H. laoticus ��\������� ���':� primer HIF3 ��� AUAP 

�>�(���
��+���������#�� primer AUAP 

FF3

AUAP
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RACE_FF3rev  CGCCAGCTATAGGGGACACTATAGGAATACTCAAGCTAGCATCCAAACGCTTGGAGCTCT 60 
RACE_RF3     ------------------------------------------------------------

RACE_FF3rev  CCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATCACTAGTGATTGTTAAGGACCCACGGAC 120 
RACE_RF3     ---------------------------------------------GTAGGACCCACG-AC 14 
                                                            ********** ** 
RACE_FF3rev  CATTGCGACAAACAATCCAGCTGGGGAAACTAAATAANGGTTGACGAATATGAGGGAATA 180 
RACE_RF3     CATTGCGACAA-CATTCCAGCTGGGGAAACTAAATATGGTTTGACGAA--TGAGGGAATA 71 
              *********** ** *********************  * ********  ********** 

RACE_FF3rev  ATATACAACGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTATTTAAGCNATGTTCTGAAAGACGTTA 240 
RACE_RF3     -TATACAACGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTATTTAAGCAATGT-CTGAAAGACGTTA 129 
              **************************************** **** ************* 

RACE_FF3rev  CTCGGAGTGTGTCGAAGGACCAGTCGGCTGTCGGCTGTGTATGGAAAATATTATTTTGAC 300 
RACE_RF3     CT-GGAGT-TTTCGAAGGACCAG-CGGCTG-CGGCTGT---TAGGAAAATTTATTTTGAC 182 
             ** ***** * ************ ****** *******   * * ***  ********** 

RACE_FF3rev  TTATAACGGTAATAGGGTTGCTATAGCG-GCAATAGTCCCGCCGGAGGAAGATCGGCAAG 359 
RACE_RF3     TTATA-CGGTAATGGG--TGCTATAGCGTGCAAT-GTCCCGCCGGAGGAAGATCGGCAAG 238 
             ***** ******* **  ********** ***** ************************* 

RACE_FF3rev  AACCGGAGGATGTGCCAACGGTGTGGCAACCTATAAACGGGAGAAAACGGGTAACGGTGC 419 
RACE_RF3     AACCGGAGGATGTCCTAACGGTGTGGCAACCTATA--CGGGAGAAACTGGGTA-CGGTGC 295 
             ************* * *******************  *********  ***** ****** 

RACE_FF3rev  GTGGTTGCTCAAACAAAAGCGAATTGGTTAAGCGGGTGTTCTAACTGAGAGGCATAGTTT 479 
RACE_RF3     GTGGTTGCTCAA--CAAAGCGAAT-GGTTA-GCGTGTGT-CTAACTGAGAG-CATG---T 346 
             ************   ********* ***** *** **** *********** ***    * 

RACE_FF3rev  TCGAGGTGAACCACAAACGAGTGAACACCATTTTGAAGGAGAAATTGCGTGCGGCACTTT 539 
RACE_RF3     TCGAG--TAACCA-AAACGA-TGAACACA--TCTGAAGGA-AAATTGCGT-CGGCATT-- 396 
             *****   ***** ****** *******   * ******* ********* ***** *

RACE_FF3rev  GATNATAATTTTTTCGTGGTTTCGTGATNAACACATGAAATAGGTTAATAAACACGTGTT 599 
RACE_RF3     --TGATATATCTCTCGTG--TTCGTA--TAACA-ATGAAAT--GCTAATAAACA---GTT 444 
               * ***  * * *****  *****    **** *******  * *********   *** 

RACE_FF3rev  TTCTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTATAGTCGACGCGTGGCC----------------- 642 
RACE_RF3     TTCTTTAAAAAAAAAAAAAAAGTCCTAT--CCAACGCNTGGNCAATCNAATTCCCGCGGG 502 
             *********************    ***   * **** *** *

RACE_FF3rev  ------------------------------------- 
RACE_RF3     ACCGACACATGGCGGACGGGAACATGCAACNTCGGGC 539 

 

��#�$/ 4.1.41 ��
�������
	���
	��+�
�����$�
8���
&#��	
� Heteromtoxin (HmTx) �
"�
���� 3� 
RACE ���� RF3 ����>��
" 4.1.39 ��� FF3 (reverse) ����>��
" 4.1.40 

AUAP 

HIF3
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- �+�
�����$�
8���
&�
"�
���� 3�RACE ������� HIF1 ��� AUAP primer �
� 786 bp 
���
� 
ATGCATACTCCAATAACACGCTATCCGGAGAATGTCCAAAGGAGAGATGGAATTTATCGAAGGGAGGTGTCAA
CGCATGGGAGAAGCCGAACGAACTGTCTGGGGAACCAAATGGTGTGGAAGTGGGAACGAAGCTACAAGTGGTA
TAGATCTCGGTTACTTCAAGAACTTAGATTCCTGCTGTAGGGACCACGACCACTGCGACAACATTCCAGCTGG
GGAAACTAAATATGGTTTGACGAATGAGGGAATATATACAATGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTATTTAAG
CAATGTCTGAAAGACGTTACTGGAGTTTTCGAAGGACCAGCGGCTGCGGCTGTTAGGAAAATTTATTTTGACT
TATACGGTAATGGGTGCTATAGCGTGCAATGTCCCGCCGGAAGAAGATCGGCAAGAACCGGAGGATGTCCTAA
CGGTGTGGCAACCTATACGGGAGAAAACTGGGTACGGTGCGTGGTTGCTCAACAAAGCGAATGGTTAGCGTGT
GTCTAACTGAAGCATGTCGAGTAACCAAAACCGATGACACCATCTTGACGAAATTTGCAGTCGGCCATATGAT
ATATCTCTCGTGTTACGTATACCAAATGAAAAATGCTAAATAAACACAGTTTTCTTTAAAACACAACACACAA
ACCAACAGTCTATCAGTGAAGCCTGGCCAATAACACATATGAATTCGACGGGCACACAAGCGGGTCACCACAT
ATGGGAAAAACACCCCACGCTGGGAAGGCATCATGGATTTCTATAAGTGCACCCAA
 

- �+�
�����$�
8���
&�
"�
���� 3’RACE ������� HIF3 ��� AUAP primer �
� 487 bp 
���
� 
GTAGGACCCACGACCATTGCGACAACATTCCAGCTGGGGAAACTAAATATGGTTTGACGAATGAGGGAATATA
TACAACGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTATTTAAGCAATGTCTGAAAGACGTTACTGGAGTTTTCGAAGGA
CCAGCGGCTGCGGCTGTTAGGAAAATTTATTTTGACTTATACGGTAATGGGTGCTATAGCGTGCAATGTCCCG
CCGGAGGAAGATCGGCAAGAACCGGAGGATGTCCTAACGGTGTGGCAACCTATACGGGAGAAACTGGGTACGG
TGCGTGGTTGCTCAACAAAGCGAATGGTTAGCGTGTGTCTAACTGAGAGCATGTTCGAGTAACCAAAACGATG
AACACATCTGAAGGAAAATTGCGTCGGCATTTGATATATCTCTCGTGTTCGTATAACAATGAAATGCTAATAA
ACAGTTTTCTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTATAGTCGACGCGTGGCC
 

- �+�
�����$�
8���
&�
"�
���� RT-PCR ������� HIF3 ��� HIR3 �
� 148 bp 
���
� 
GTAGGACCCACGACCATTGCGACAACATTCCAGCCGGGGAAACTAAATATGGTTTGACGAATGAGGGAATATA
TACAATGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTGTTTAAGCAATGTCTGAAAGACGTTACTGGAGGTATGGAAGGA
CC
 

- ��9"��+����������� �
� Hetreromtoxin (HmTx) ��M�����#��
 648 bp 
���
� 
ATGCATACTCCAAAACACGCTATCCGGAGAATGTCCAAAGGAGAGATGGAATTTTTCGAAGGGAGGTGTCAAC
GCATGGGAGAAGCAGAACGAACTGTCTGGGGAACCAAATGGTGTGGAAGTGGAAACGAAGCTACAAGTGGTAT
AGATCTCGGTTACTTCAAGAACTTAGATTCCTGCTGTAGGACCCACGACCATTGTGACAACATTCCAGCTGGG
GAAACTAAATATGGTTTGACGAATGAGGGAATATATACAATGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTATTTAAGC
AATGTCTGAAAGACGTTACTGGAGGTATGGAAGGACCAGCGGCTGCGGCTGTTAGAAAAATTTATTTTGACTT
ATACGGTAATGGGTGCTATAGCGTGCAATGTCCCGCCGGAAGAAGATCGGCAAGAACCGGAGGATGTCCTAAC
GGTGTGGCAACCTATACGGGAGAAACTGGGTACGGTGCGTGGTTGCTCAACAAAGCGAATGGTTAGCGTGTGT
CTAACTGAGAGCATGTTCGAGTAACCAAAACGATGAACACATCTGAAGGAAAATTGCGTCGGCATTTGATATA
TCTCTCGTGTTCGTATAACAATGAAATGCTAATAAACAGTTTTCTTTAAAAAAAAAAAAAAAAA
 

- �+�����
 untranslated region ��� �
�	
� HmTx �J!�� translated region #��
 504 bp 
���
� 
ATGCATACTCCAAAACACGCTATCCGGAGAATGTCCAAAGGAGAGATGGAATTTTTCGAAGGGAGGTGTCAAC
GCATGGGAGAAGCAGAACGAACTGTCTGGGGAACCAAATGGTGTGGAAGTGGAAACGAAGCTACAAGTGGTAT
AGATCTCGGTTACTTCAAGAACTTAGATTCCTGCTGTAGGACCCACGACCATTGTGACAACATTCCAGCTGGG
GAAACTAAATATGGTTTGACGAATGAGGGAATATATACAATGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTATTTAAGC
AATGTCTGAAAGACGTTACTGGAGGTATGGAAGGACCAGCGGCTGCGGCTGTTAGAAAAATTTATTTTGACTT
ATACGGTAATGGGTGCTATAGCGTGCAATGTCCCGCCGGAAGAAGATCGGCAAGAACCGGAGGATGTCCTAAC
GGTGTGGCAACCTATACGGGAGAAACTGGGTACGGTGCGTGGTTGCTCAACAAAGCGAATGGTTAG
 

 

��#�$/ 4.1.42 �+�
�����$�
8���
&#�� Hetreromtoxin (HmTx) �
"�����
� 
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SeqA Name           Len(nt)  SeqB Name           Len(nt)  Score 
===============================================================
1    HmTx            504      2    M.tamulus      504      86
1    HmTx            504      3    ImperatoxinI   504      84
2    M.tamulus       504      3    ImperatoxinI   504      85
===============================================================

     
Alignment
CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment 

HmTx              ATGCATACTCCAAAACACGCTATCCGGAGAATGTCCAAAGGAGAGATGGAATTTTTCGAA 60 
M.tamulus         ATGCATACTCCAAAACACGCTATCCGGAGAATGTCGAAAGGAGAGATGGAATTCTTCGAA 60 
ImperatoxinI      ATGCATACTCCAAAACACGCTATCCAGAGAATATCCAAAGAAGAGATGGAATTCTTCGAA 60 
                  ************************* ****** ** **** ************ ****** 

HmTx              GGGAGGTGTCAACGCATGGGAGAAGCAGAACGAACTGTCTGGGGAACCAAATGGTGTGGA 120 
M.tamulus         GGGAGGTGTCAACGCATGGGAGAAGCAAAACGAACTATGTGGGGAACCAAATGGTGCGGA 120 
ImperatoxinI      GGGAGGTGTGAACGCATGGGGGAAGCAGACGAGACTATGTGGGGAACCAAATGGTGTGGA 120 
                  ********* ********** ****** *    *** * ***************** *** 

HmTx              AGTGGAAACGAAGCTACAAGTGGTATAGATCTCGGTTACTTCAAGAACTTAGATTCCTGC 180 
M.tamulus         AGCGGAAATGAAGCTATAAACTATACAGATCTTGGTTACTTTAGCAACTTAGATTCATGC 180 
ImperatoxinI      AGCGGAAACGAGGCTACAGATATTTCAGAACTTGGTTACTGGAGTAATTTAGATTCGTGT 180 
                  ** ***** ** **** *     *  *** ** *******  *  ** ******** **

HmTx              TGTAGGACCCACGACCATTGTGACAACATTCCAGCTGGGGAAACTAAATATGGTTTGACG 240 
M.tamulus         TGCAGGACTCATGACCACTGTGACAGCATTCCAGCTGGGGAAACTAAATATGGTTTGACG 240 
ImperatoxinI      TGTAGGACCCACGACCATTGTGACAATATTCCATCAGGGCAAACTAAATATGGTCTGACG 240 
                  ** ***** ** ***** *******  ****** * *** ************** ***** 

HmTx              AATGAGGGAATATATACAATGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGTATTTAAGCAATGTCTG 300 
M.tamulus         AATGAGGGAAAATATACAATGATGAACTGCAAATGCGAGTCTGCATTCGAGAAATGTCTG 300 
ImperatoxinI      AATGAAGGAAAATACACAATGATGAACTGCAAATGCGAGACGGCATTTGAACAATGTCTG 300 
                  ***** **** *** ************************ * * ***  *  ******** 

HmTx              AAAGACGTTACTGGAGGTATGGAAGGACCAGCGGCTGCGGCTGTTAGAAAAATTTATTTT 360 
M.tamulus         AGAGACGTGCGTGGAATTTTGGAAGGAAAAGCGGCTGCCGCTGTTAGGAAAACTTATTTT 360 
ImperatoxinI      AGAAACGTTACTGGAGGTATGGAAGGACCAGCTGCTGGCTTTGTTAGAAAAACTTATTTT 360 
                  * * ****   ****  * ********  *** ****    ****** **** ******* 

HmTx              GACTTATACGGTAATGGGTGCTATAGCGTGCAATGTCCCGCCGGAAGAAGATCGGCAAGA 420 
M.tamulus         GACTTATATGGGAATGGGTGCTTTAACGTGAAATGTCCCTCCGGAGCAAGATCGGCAAGA 420 
ImperatoxinI      GACTTATATGGGAATGGGTGCTACAACGTGCAATGTCCCTCTCAGAGAAGATTGGCAAGA 420 
                  ******** ** **********  * **** ******** *      ***** ******* 

HmTx              ACCGGAGGATGTCCTAACGGTGTGGCAACCTATACGGGAGAAACTGGGTACGGTGCGTGG 480 
M.tamulus         AGTGAAGAATGTACTAACGGTATGGCAACATATACAGGGGAAACAGGGTACGGTGCATGG 480 
ImperatoxinI      AGTGAAGAGTGTCCTGATGGTGTGGCAACGTATACAGGAGAAGCTGGGTATGGTGCATGG 480 
                  *  * **  *** ** * *** ******* ***** ** *** * ***** ***** *** 

HmTx              TTGCTCAACAAAGCGAATGGTTAG 504 
M.tamulus         GCGATTAACAAACTGAATGGTTAA 504 
ImperatoxinI      GCGATTAACAAACTGAATGGTTAA 504 
                    * * ******  ********* 
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� HmTx, imperotoxin I ��� toxin ��� 

Mesobuthus tamulus 
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	':� program ��� 

ExPASy - Translate tool (http://au.expasy.org/tools/dna.html) 
 

 

 

 

   SeqA Name        Len(aa)  SeqB  Name        Len(aa)  Score 
=========================================================
1    HmTx         167      2 M.tamulus   167      81 
1    HmTx         167      3    IpTxi       167      78 
2 M.tamulus    167      3    IpTxi       167      80 

   =========================================================  

Alignment
CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment 

HmTx            MHTPKHAIRRMSKGEMEFFEGRCQRMGEAERTVWGTKWCGSGNEATSGIDLGYFKNLDSC 60 
M.tamulus       MHTPKHAIRRMSKGEMEFFEGRCQRMGEAKRTMWGTKWCGSGNEAINYTDLGYFSNLDSC 60 
IpTxi           MHTPKHAIQRISKEEMEFFEGRCERMGEADETMWGTKWCGSGNEATDISELGYWSNLDSC 60 
                ********:*:** *********:*****..*:************ .  :***:.***** 

HmTx            CRTHDHCDNIPAGETKYGLTNEGIYTMMNCKCESVFKQCLKDVTGGMEGPAAAAVRKIYF 120 
M.tamulus       CRTHDHCDSIPAGETKYGLTNEGKYTMMNCKCESAFEKCLRDVRGILEGKAAAAVRKTYF 120 
IpTxi           CRTHDHCDNIPSGQTKYGLTNEGKYTMMNCKCETAFEQCLRNVTGGMEGPAAGFVRKTYF 120 
                ********.**:*:********* *********:.*::**::* * :** **. *** ** 

HmTx            DLYGNGCYSVQCPAGRRSARTGGCPNGVATYTGETGYGAWLLNKANG 167 
M.tamulus       DLYGNGCFNVKCPSGARSARSEECTNGMATYTGETGYGAWAINKLNG 167 
IpTxi           DLYGNGCYNVQCPSQRRLARSEECPDGVATYTGEAGYGAWAINKLNG 167 
                *******:.*:**:  * **:  *.:*:******:***** :** ** 

  

��#�$/ 4.1.45 ���
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����8�#�� HmTx ��� toxin ��� M. tamulus ��� Imperatoxin 

(IpTxi) H)"� Signal sequence $9� �����
"#

����'�� �����
"�����
���9����\����� small subunit  
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4.1.5.7 ���2=�*�����

�)
���������
}�����"���#��$� HmTx �-�� Phylogenetic tree 

���"���������9��8���
��
"�	>�'������ Phospholipase A2 �����"��
:
��� 17 :��
 �
���� ���

�C�� ��� ���9�� �> <)�� ��� ���$� �������':���;
�>����M� (bootstrap) �!9"��������$��$�����"�'����

����=������
"�
� 8
	��(�	����
���������
"	�$��#���>�8
	�������
"  ���"�����������
)����#���>�

���*������	��������������������H& �����+� '��������H&�����
#��
�����
��8
	����!�"��+����

H�+�#��#���>����*���9"�#)��������
" ��������)�$+����������<�3>���$�8
����'���#)���� �������

�+�H�+������	Y ��� �<�3>��������
��%>��+������$����&��$����#M���� ��9�$�����"�'��
"��"� 

(branch) ���� Y ���<�3>�� �	>�'��>�#�����	�� %���
$��'��� 100 % ��:��	'����"�'��
������"�
������� 

��9��$�
 (clade) ����"����� ��������
#)���
�����������=������
"%>����� 

 

8���
����� 17 :��
�
"%>���9���+���':�'��������� phylogenetic tree
>HmTx
MHTPKHAIRRMSKGEMEFFEGRCQRMGEAERTVWGTKWCGSGNEATSGIDLGYFKNLDSCCRTHDHCDNIPAGETKYGLTN
EGIYTMMNCKCESVFKQCLKDVTGGMEGPAAAAVRKIYFDLYGNGCYSVQCPAGRRSARTGGCPNGVATYTGETGYGAWLL
NKANG
>M. tamulus
MHTPKHAIRRMSKGEMEFFEGRCQRMGEAKRTMWGTKWCGSGNEAINYTDLGYFSNLDSCCRTHDHCDSIPAGETKYGLTN
EGKYTMMNCKCESAFEKCLRDVRGILEGKAAAAVRKTYFDLYGNGCFNVKCPSGARSARSEECTNGMATYTGETGYGAWAI
NKLNG
>IpTxi_P. imperator
MHTPKHAIQRISKEEMEFFEGRCERMGEADETMWGTKWCGSGNEATDISELGYWSNLDSCCRTHDHCDNIPSGQTKYGLTN
EGKYTMMNCKCETAFEQCLRNVTGGMEGPAAGFVRKTYFDLYGNGCYNVQCPSQRRLARSEECPDGVATYTGEAGYGAWAI
NKLNG
>HgPLA2
MSLIIVLVISVLSADAVLSMDNELYLNLEPSQRSSWPVARAVRMQFSKRSEGGRESRKMQGCQILESLNDIAREALRTPRH
TTKRISKDEMEFFEGRCLSVGESERTVLGTKWCGAGNEAANYSDLGYFNNVDRCCREHDHCDNIPAGETKYGLKNEGTYTM
MNCKCEKAFDKCLSDISGYFTRKAVSAVKFTYFTLYGNGCYNVKCENGRSPSNECPNGVAEYTGETGLGAKVINFGK
>H. fulvipes
TMWGTKWCGSGNKAINYTDLGYFSNLDSCCRTHDHCDNIAAGETKYGLTNEGKYTMMNCKCEATFQQCLRDVHGPLEGKAA
FTIRKLYFGLYGNGCFNVQCPS
>A. Phaiodactylus
MVKRVSKEEMDALERSCSQPFEEERFLIVSGTKWCGNNNIAANYSDLGFLEADKCCRDHDHCDHIASGETKYGLENKGLFT
ILNCDCDEAFDHCLKEISNNVTTDIRQKGGAENVWRFYFQWYNANCYRLYCKDEKSARDEACTNQYAVVKKNFTVQ
>A. mellifera
MQVVLGSLFLLLLSTSHGWQIRDRIGDNELEERIIYPGTLWCGHGNKSSGPNELGRFKHTDACCRTHDMCPDVMSAGESKH
GLTNTASHTRLSCDCDDKFYDCLKNSADTISSYFVGKMYFNLIDTKCYKLEHPVTGCGERTEGRCLHYTVDKSKPKVYQWF
DLRKY
>1POC_A A. mellifera
IIYPGTLWCGHGNKSSGPNELGRFKHTDACCRTHDMCPDVMSAGESKHGLTNTASHTRLSCDCDDKFYDCLKNSADTISSY
FVGKMYFNLIDTKCYKLEHPVTGCGERTEGRCLHYTVDKSKPKVYQWFDLRKY
>A. cerana
IIYPGTLWCGHGNVSSGPNELGRFKHTDACCRTHDMCPDVMSAGESKHGLTNTASHTRLSCDCDDTFYDCLKNSGEKISSY
FVGKMYFNLIDTKCYKLEHPVTGCGERTEGRCLRYTVDKSKPKVYQWFDLRKY
>Bos_taurus
MGVLVVLLGVLSFLGRTLGGSPALHWDSTSCHLARPIPGRPLRSLSFLGKDAQGLALFHAHWDGHGRLQVCSRQDEPELTA
AYGALCAGEITRGSFIHTPGPELQRALATLQSQWEACRGPAESPAGTREKRAAGQNGVPGIGRQWVKRGWTVPGTLWCGVG
DSAGNSSELGVFQGPDLCCREHDRCPHNVSPFQYNYGIRNYRFHTISHCNCDARFQQCLQDQRDSVSDIMGVAFFNVLAIP
CFVLEEQEACVEWYWWGGCRRYGSVPFARLQPRTFYNASWSSPATSLTPSPQNPALSRPQPMQHPQQWPSEWKESKSPSKT
NATALQAPVASPGSDRASTVQLEVTHPGFQGTTGGRKPPGAHRACRSFRHLDQCEHQIGPQETKFQLFNSAHEPLFHCNCT
RRLARFLRLHGPPVGASMLWELPGMTCFKLAPPLDCAEGKGCPRDPRAFKVSARHLLRLQQRRLQLQGTGTDNGQVWPSED
QGAPISFYNRCLQLT
>Pediculus_humanus_corporis
MKQSPNVRGSGSSSGGCSDGGSSGGGGGGGGDESLIVDEKLGRTKWCGTGNVANSYNDLGIWVKEDRCCREHDHCPIQLEP
GQCRNGICNFSPFTRSHCDCDNAFRRCLEKTKSNIANIIGSIYFNVAQGTCISERRFCPQAMRCSVGEFRRNRPYKPSSSF
SFSSGSGSSGLVRIYNLKKKLFSNLFSGIFGGNRHLIIL
>B. jararacussu
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MRTLWIMAVLLVGVEGDLWQFGQMILKETGKLPFPYYTTYGCYCGWGGQGQPKDATDRCCFVHDCCYGKLTNCKPKTDRYS
YSRENGVIICGEGTPCEKQICECDKAAAVCFRENLRTYKKRYMAYPDVLCKKPAEKC
>N. naja
MNPAHLLILAAVCVSPLGASSNRPMPLNLYQFKNMVQCTVPNRSWWDFADYGCYCGRGGSGTPVDDLDRCCQVHDNCYGEA
EKISRCWPYFKTYSYECSQGTLTCKGGNNACAAAVCDCDRLAAICFAGAPYNDNNYNIDLKARCQ
>V. ammodytes
MRTLWIVAVCLIGVEGSLLEFGMMILGETGKNPLTSYSFYGCYCGVGGKGTPKDATDRCCFVHDCCYGNLPDCSPKTDRYKYHRENGAIVC
GKGTSCENRICECDRAAAICFRKNLKTYNYIYRNYPDFLCKKESEKC
>P04054.3_H.Sapiens IB
MKLLVLAVLLTVAAADSGISPRAVWQFRKMIKCVIPGSDPFLEYNNYGCYCGLGGSGTPVDELDKCCQTHDNCYDQAKKLDSCKFLLDNPY
THTYSYSCSGSAITCSSKNKECEAFICNCDRNAAICFSKAPYNKAHKNLDTKKYCQS
>Q9NZ20_H.Sapiens III
MGVQAGLFGMLGFLGVALGGSPALRWYRTSCHLTKAVPGNPLGYLSFLAKDAQGLALIHARWDAHRRLQACSWEDEPELTA
AYGALCAHETAWGSFIHTPGPELQRALATLQSQWEACRALEESPAGARKKRAAGQSGVPGGGHQREKRGWTMPGTLWCGVG
DSAGNSSELGVFQGPDLCCREHDRCPQNISPLQYNYGIRNYRFHTISHCDCDTRFQQCLQNQHDSISDIVGVAFFNVLEIP
CFVLEEQEACVAWYWWGGCRMYGTVPLARLQPRTFYNASWSSRATSPTPSSRSPAPPKPRQKQHLRKGPPHQKGSKRPSKA
NTTALQDPMVSPRLDVAPTGLQGPQGGLKPQGARWVCRSFRRHLDQCEHQIGPREIEFQLLNSAQEPLFHCNCTRRLARFL
RLHSPPEVTNMLWELLGTTCFKLAPPLDCVEGKNCSRDPRAIRVSARHLRRLQQRRHQLQDKGTDERQPWPSEPLRGPMSF
YNQCLQLTQAARRPDRQQKSWSQ
>O60733.2_H.Sapiens
MQFFGRLVNTFSGVTNLFSNPFRVKEVAVADYTSSDRVREEGQLILFQNTPNRTWDCVLVNPRNSQSGFRLFQLELEADAL
VNFHQYSSQLLPFYESSPQVLHTEVLQHLTDLIRNHPSWSVAHLAVELGIRECFHHSRIISCANCAENEEGCTPLHLACRK
GDGEILVELVQYCHTQMDVTDYKGETVFHYAVQGDNSQVLQLLGRNAVAGLNQVNNQGLTPLHLACQLGKQEMVRVLLLCN
ARCNIMGPNGYPIHSAMKFSQKGCAEMIISMDSSQIHSKDPRYGASPLHWAKNAEMARMLLKRGCNVNSTSSAGNTALHVA
VMRNRFDCAIVLLTHGANADARGEHGNTPLHLAMSKDNVEMIKALIVFGAEVDTPNDFGETPTFLASKIGRLVTRKAILTL
LRTVGAEYCFPPIHGVPAEQGSAAPHHPFSLERAQPPPISLNNLELQDLMHISRARKPAFILGSMRDEKRTHDHLLCLDGG
GVKGLIIIQLLIAIEKASGVATKDLFDWVAGTSTGGILALAILHSKSMAYMRGMYFRMKDEVFRGSRPYESGPLEEFLKRE
FGEHTKMTDVRKPKVMLTGTLSDRQPAELHLFRNYDAPETVREPRFNQNVNLRPPAQPSDQLVWRAARSSGAAPTYFRPNG
RFLDGGLLANNPTLDAMTEIHEYNQDLIRKGQANKVKKLSIVVSLGTGRSPQVPVTCVDVFRPSNPWELAKTVFGAKELGK
MVVDCCTDPDGRAVDRARAWCEMVGIQYFRLNPQLGTDIMLDEVSDTVLVNALWETEVYIYEHREEFQKLIQLLLSP

Reference
>HmTx: heteromtoxin 
>M. tamulus: gb|AAR16429.1|phospholipase A2 precursor [Mesobuthus tamulus]
>IpTxi_P. imperator: gi|37079101|sp|P59888.1|AltName: Full=Imperatoxin I 
>PA2HADGE: gi|218546750|sp|P0C8L9.1|RecName: Full=Phospholipase A2; Short=HgPLA2 
>H. fulvipes: gi|73612161|gb|AAZ78243.1| phospholipase A2
>A. Phaiodactylus: gi|62900722|sp|Q6PXP0.2| RecName: Full=Phaiodactylipin 
>A._mellifera: gi|58585172|ref|NP_001011614.1|phospholipase A2 precursor 
>1POC_A_A._mellifera: gi|157833543|pdb|1POC|A Chain A, Crystal Structure Of Bee-
Venom Phospholipase A2 In A Complex With A Transition-State Analogue 
>A. cerana: gi|7435005|pir||A59055 phospholipase A2 (EC 3.1.1.4), venom – Indian 
honeybee
>Bos_taurus: gi|124249266|ref|NP_001074379.1| phospholipase A2, group III 
precursor [Bos taurus] 
>Pediculus humanus corporis: gi|242018446|ref|XP_002429686.1| Phospholipase A2, 
putative
>Q9NZ20_H.Sapiens: gi|20139239|sp|Q9NZ20.1|PA2G3_HUMAN RecName: Full=Group 3 
secretory phospholipase A2; AltName: Full=Group III secretory phospholipase A2; 
Short=GIII sPLA2; AltName: Full=Phosphatidylcholine 2-acylhydrolase GIII; 
AltName: Full=sPLA2-III; Flags: Precursor 
>O60733.2_H.Sapiens:gi|6685712|sp|O60733.2_H.Sapiens |PA2G6_HUMAN RecName: 
Full=85 kDa calcium-independent phospholipase A2; Short=CaI-PLA2; Short=iPLA2; 
AltName: Full=Group VI phospholipase A2; Short=GVI PLA2 
>P04054.3_H.Sapiens: gi|129404|sp|P04054.3|PA21B_HUMAN RecName: 
Full=Phospholipase A2; AltName: Full=Phosphatidylcholine 2-acylhydrolase; 
AltName: Full=Group IB phospholipase A2; Flags: Precursor 
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4.1.5.8 ���������	
�  Phylogenetic tree 

 �������� Phylogenetic tree �	
��
�����������	�������������������� HmTx ���������

!��"#$��%�&���� %��& ClustalX (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/) �	
������&����&�����

�'�
��*�&!��"#$�����������"
����
����+",!0� TreeView (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk 

/rod/treeview.html) �	
������� tree 	��$��$� bootstrap ���$�1%���2�+�$ 19-100 % �%&�����8+�$�

�������	����1%���;��"#$�< (�=���� 4.1.47) 	��$� ������ HmTx +", toxin >�� M. tamulus ������

!�"�0�%���  IpTxi >�� P. imperator �������#%?���1%��$� bootstrap 8�� 100 % ��2�&��8=�>�%1��!'�������

!�"�0�%��� toxin >�� A. phaiodactylus ?���>�%��;��"#$����  PLA2 0��%��� 3 ���>����2&��	�

�������	����!�"�0�% (���$� bootstrap ��$���� 100%) ����"#$�����������D���
�����������"#$� �
�  

�"#$���� 1POC A >�� Apis mellifera +", A59055 >�� A. cerana  ?�����;� PLA2 0��%��� 3 ���	�

!�+�"���
��$� +�� +", toxin >�� B. jararacussu ��� V. ammodytes ?�����;� PLA2 0��%��� 2 ���

	�!��= >�� Phylogenetic tree &��	��$�������  HmTx  ���������	����!�"�0�%��� 1POC A >�� A. 

mellifera (bee phospholipase) ?�����������������������&���1��+"�� %����2� >���"
��!0� 1POC A 

>�� A. mellifera  (PDB accession number 1POC) ��;����+��!����������������������������

������ HmTx  �%&������ Molecular modeling 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.1.47 Phylogenetic tree +�%��������	�����,'�$�������� HmTx ����������"#$� 

Phospholipase A2 !�������0����0��%�$��<  
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4.1.5.9 ���������	
����������������� 

!����������,'����������������� >,�"
��!0��J	�, Mature protein �%&!0� 1POC  A >�� 

A.mellifera ���% 134 ��%�,���� ��;����+�� �	��,����&������1��+"�� (�=���� 4.1.48) 

> template 1POC A >�� A.mellifera 134 aa
IIYPGTLWCGHGNKSSGPNELGRFKHTDACCRTHDMCPDVMSAGESKHGLTNTASHTRLSCDCDDKFYDCLKNSADTISSY
FVGKMYFNLIDTKCYKLEHPVTGCGERTEGRCLHYTVDKSKPKVYQWFDLRKY

>HmTx 136 aa 
TVWGTKWCGSGNEATSGIDLGYFKNLDSCCRTHDHCDNIPAGETKYGLTNEGIYTMMNCKCESVFKQCLKDVTGGMEGPAA
AAVRKIYFDLYGNGCYSVQCPAGRRSARTGGCPNGVATYTGETGYGAWLLNKANG

 

��
��� 4.1.48 +�%�"D�%����%�,������� 1POC A >�� A.mellifera +", HmTx 

 

>����2� ������,'�!��$����� Primary structure �%&���&���� toxin >�� M. tumulus, IpTxi  

?�����;� Phospholipase A2 �"#$� 3 ���������!�"�0�%��������
��
����%��& Phylogenetic tree +"�� 

Alignment ���������!��"#$��%�&���� �%&!0����+��� ClustalW2 

HmTx ��,�����2�>����%�,���� 167 ��� (�=���� 4.1.49) +�$���;� mature protein ��,���

��2�>����%�,����  136 ��� +", putative signal peptide 31 ���  (��%�,�����D�+'�$���� -31 8�� -1 

�����%����!��) ������ HmTx ��;� heterodimer ��,���%��&��� subunit �
� large subunit +", 

small subunit �%& large subunit ����%�,������;�������,��� 104 ��� (�D�+'�$���� 1-104) small 

subunit 	�����%�,������;�������,��� 27 ��� (�D�+'�$���� 110-136 +�%�!��$������������'"
��) 

+",��"D�%����� peptide 5 ���������&��$���� ��;��D�+'�$���%+&������2���� subunit �
� RRSAR 

(�D�+'�$���� 105-109 �$�������%����!���������) (�������D�+'�$�������>,1�$��� putative signal 

peptide �%&�D�+'�$���� 1 ���������D�+'�$�+����� mature protein) 
 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.1.49 +�%�"D�%����%�,������� HmTx �%&��� �D�+'�$���� -31 8�� -1 �
� putative signal 

peptide �$�� large subunit �
��D�+'�$���� 1-104 +", small subunit �
��D�+'�$���� 110-136 (������

�'"
��) +",��"D�%�� RRSAR (�D�+'�$���� 105-109) ��;��$��+&� subunit ��2�������>����� 

HmTx MHTPKHAIRRMSKGEMEFFE GRCQRMGEAERTVWGTKWCG SGNEATSGIDLGYFKNLDSC 

HmTx  CRTHDHCDNIPAGETKYGLT NEGIYTMMNCKCESVFKQCL KDVTGGMEGPAAAAVRKIYF 

HmTx  DLYGNGCYSVQCPAGRRSAR TGGCPNGVATYTGETGYGAW LLNKANG 

80

-31 -1 10

30

167

160

11090

7050

130
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4.1.5.10 ������������������������ �������
����� Swiss-PdbViewer DeepView v4.0 

(http://spdbv.vital-it.ch/) 

 >���������&����&� HmTx ��� 1POC A >�� A.mellifera ?����&=$!��"#$� phospholipase A2 

���������!�"����&�����������������>�� phylogenetic tree +",����&����������������������1��

+"�� �D���!0���;� template ?������$������'�
�����"D�%����%�,������
�����&���� (�=���� 4.1.50) 

 

SeqA Name                Len(aa)  SeqB Name             Len(aa)  Score 
=========================================================================

1    1POC_A A.mellifera   134      2    HmTx             136      34 
=========================================================================

1POC_A A.mellifera     IIYPGTLWCGHGNKSSGPNELGRFKHTDACCRTHDMCPDVMSAGESKHGLTNTASHTRLS 60 
HmTx                   -TVWGTKWCGSGNEATSGIDLGYFKNLDSCCRTHDHC-DNIPAGETKYGLTNEGIYTMMN 58 
                           ** *** **:::.  :** **: *:****** * * :.***:*:**** . :* :. 

1POC_A A.mellifera    CDCDDKFYDCLKNSADTIS---SYFVGKMYFNLIDTKCYKLEHPVTGCGERTEGRCLHYT 117 
HmTx                  CKCESVFKQCLKDVTGGMEGPAAAAVRKIYFDLYGNGCYSVQCPAGRRSARTGG-CPNGV 117 
                      *.*:. * :***: :. :.   :  * *:**:* .. **.:: *.   . ** * * : . 

1POC_A A.mellifera     VDKSKPKVYQWFDLRKY-- 134 
HmTx                   ATYTGETGYGAWLLNKANG 136 
                       .  :  . *  : *.*
 

��
��� 4.1.50 +�%������'�
�����"D�%����%�,���� HmTx ��� 1POC A >�� A. mellifera 
 

 

>�����������,'�������������������� HmTx (�=���� 4.1.51 +", 4.1.52) 	��$� ���������

'"����,���%��& �-helices 3 �$�� �
� h1 (LYS24-HIS35), h2 (CYS59-ASP71) +", h3 (ALA81-

PHE89) +", anti-parallel �-sheet 4 �=$ �
� b1 (ASN38-PRO40 ��� MET56-ASN58), b2 

(GLU43-LYS45 �� �  LEU48-ASN50), b3 (PRO102-GLY104 �� �  ALA118-TYR120) + " ,  b4 

(CYC96-GLN100 ��� TYR126-LEU130), ����'"
��
��$����� random coil ?���	��$������]

conserved sequences �
� -CCxxHDxC- , CxCDxxxxxC- ��� 1POC A +", HmTx ��;��$�������;� 

helix ?�����;������]����������D���^�$�������_���`!������;� phospholipase 
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��
��� 4.1.51 +�%��D�+'�$�������% �-helices (+�%�1��%��&��0�	=), anti-parallel �-sheet (+�%�1��

%��&"=�
����2D�����) +",�D�+'�$� conserved sequences –CGxG-, -CCxxHDxC- , CxCDxxxxxC- 

��� HmTx ��
�����&���� 1POC A >��j�2� (A.mellifera) (Kuchler +",�],, 1989) 

 

 

 

 

 

 

 

 
��
��� 4.1.52 +�%�������������������������� HmTx %��&���� molecular modeling !0� A.mellifera 

(PDB accession number 1POC) ��;� template �%&!0����+��� Swiss-PdbViewer DeepView 

v4.0 
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��!��� 4.2 ��
�""�
��������#���
���!�!!$%�&�����'!*+ (Solenopsis 

geminata) ����%�"���,�3�6, ���
�<%��'"����	���!, ���=��"'���<	>�3�6���

���?�&#���
���!���>�3�6�!!$%�&�� �<	���@<����!��"������!&�� 

 

4.2.1 ���'!*+�<	������&�� 

�%���1|��}�1%�����1� +"���D�1� identify species ���*����0���~���&� �],�����
����� 

�'����&�"�&���+�$� +",���	�	��*�]���% *����0�0�����&����1��  �],��
����� �'����&�"�& 

�����
����� 	��$���0
�����&�
������$� Solenopsis geminata �����}�	���%���1| �%&��,�#��!'�

�%��!>+"���"$�&'&%�2D�	�� !0��"�& capillary ��}��2D�	�� 	��$� �%���1| 1 ��� !'��2D�	�������] 

0.01 1����"��� (�=���� 4.2.1) +",����!0������$� 1000 ��� �D�'�������D����+�$",���2� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

��
��� 4.2.1 �%���1|1�& *�&!�� Stereomicroscope +�%��$���$�� < ����%���1| +",+�%�!'�

�'}��2D�	������"�&����D�"��'&%�����>���"�& sting apparatus ���!0��$�& �% 1 ���!'��2D�	����� 

0.01 1����"��� 
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4.2.2 ��
�""�
��������#���
���!�!!$%�&�����'!*+ 

 >������D��2D�	���%���1|�� run SDS-PAGE 	�+8�������>D���� 5 +8�!'^$ < �
�

��,��] 50, 36, 27, 25 +", 19 ���"%�"��� (�=���� 4.2.2) ?�����
���D�1�����&����&�����=�+����� 

SDS-PAGE ���������!��2D�	���%���1|0��% red imported fired ant (Solenopsis invicta) !�

�'���������� +"��	��$����=�+���"��&�"����� >����2�0
�����������% 36, 27, 25 +", 19 ���"%�"��� 

�$� Solgem 1, Solgem 2, Solgem 3 +", Solgem 4 ���"D�%�� �	
��!'���%�"�����������������_���`

��;� allergen �����0
���$� Sol i 1, Sol i 2, Sol i 3 +", Sol i 4 !��2D�	����� S. invicta  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.2.2 ������!��2D�	���%���1|1�&*�&'"��>�� run 13% SDS-PAGE (lane M �
� marker, 

V �
� crude venom) 

 

>����2� �D�������!��2D�	���%���1|1�&��������,'�%��& 2D-PAGE (�=���� 4.2.3) 	��$� 

�"#$�������  Solgem 1 ��>D������� 10 isoform �$���"#$� Solgem 2, Solgem 3 +", Solgem 4 ��

>D������� 3, 3 +", 10 isoform ���"D�%�� >��1%��D������%��� major spot S1 8�� S4 (�=���� 4.2.4) 

1��D� peptide mass fingerprint 	��$� 1%� fragment �$�� < ��� (�=���� 4.2.5) �&$��1��}��� ��
��

�D�1� search !� database %��&���+��� Mascot Matrix Science +"�� 	��$�1�$���������������

!%�"& ��%�$���>��;����������!'�$!�	���%���1| ���&��1�$��j=�!%��&���1�� >��1%��$�1�'�"D�%��

��%�,��������$��%��& liquid chromatography tandem mass spectroscopy (LC-MS/MS) 
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��
��� 4.2.3 2D-PAGE profile ����2D�	���%���1| �D�'��� first dimension (IEF) �'"%������

�����] 150 (�=�?��&) +", 80 (�=����) �g ��  IPG strip ���% 7 cm �%&�� nonlinear gradient 

�&=$�,'�$�� pH 3-11 �$�� second dimension !0� 13% SDS-PAGE +",&���%��&�� silver ?���

'��&�"� I, II, III and IV �
� �"#$���� Solgem 1, 2, 3 +", 4 �����%�"������j">�� SDS-PAGE 

(�=���� 4.2.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.2.4 2D-PAGE profile ����2D�	���%���1| �D�'��� first dimension !0� IPG strip ���% 7 cm 

�%&�� nonlinear gradient �&=$�,'�$�� pH 3-11 �$�� second dimension ��2� !0� 13% SDS-PAGE 

+",&���%��&�� coomassie "=�
�0�2�
� spot ���>,�D�1�'� peptide mass fingerprint %��&������ 

MALDI-TOF Mass spectrometry 
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��
��� 4.2.5 Peptide Mass fingerprint ������1�%� ���1%�>�� spot ���������!��2D�	���%���1|1�&

���j$�����������,'�%��& 2D-PAGE !��=���� 4.2.4 

 

 

>��j"���'�"D�%����%�,��������$��%��& LC-MS/MS 	��$� j"������'�"D�%����%�,��

������$�� (�=���� 4.2.6 +", 4.2.7 +",�������� 4.2.1) 	��$� spot S1 +", S2 1�$�����8>D�+��

0��%���������1%� �$�� spot S3 �"��&��� Sol i 3 ?�����;� allergen !��2D�	������%���1|!�

�'���������� (S. invicta) +", S4 �"��&��� Sol i 2 ?�����;���;� allergen !��2D�	����� S. invicta 

�0$���� 

Spot no. S1 Spot no. S2

Spot no. S3 Spot no. S4
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��
��� 4.2.6 j"���>D�+�� spot S1 %��& LC-MS/MS "D�%���$�>,�
� EAGSHVCGFAAK ?�����
��

�D�1����>0��%���������%��&���+��� FASTA +"��&��1�$�����8>D�+��0��%���������1%�

S1
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��
��� 4.2.7 j"���>D�+�� spot S2 %��& LC-MS/MS "D�%���$�>,�
� HVYTDCAENTFK ?�����
���D�1�

���>0��%���������%��&���+��� FASTA +"��&��1�$�����8>D�+��0��%���������1%� 

 

�������� 4.2.1 +�%�j"���>D�+�� spot S3 +", S4 *�&'"�����������,'�%��& LC-MS/MS 

Spot Reference Peptide 
Score 

XC 
MWsp 

1. gi|447712|prf||1915279C allergen sol i 3 K.DAIVNKHNELR.Q 40.20 24041.1 S3 

 
2. gi|14424466|sp|P35778|VA3_SOLIN 

Venom allergen 3 precursor (Venom 

allergen 3) (Allergen Sol i 3) (Sol i 3) 

K.DAIVNKHNELR.Q 30.20 26350.9 

S4 1. gi|63099697|gb|AAY32928.1| queen 

venom protein Sol i 2 precursor [Solenopsis 

invicta] 

K.CVNQPDDPLAR.V 106.28 15383.0 

S2
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4.2.3 ���
�<%��'"����	���!�<	����������������#�� Solgem 4 �!!$%�&�����'!

*+*�� 

 

4.2.3.1 ���
�<%��'"����	���!��F����!#�� Solgem 4 

j">������D� LC-MS/MS 	��$� "D�%����� spot S4 ���$���'�
�����"D�%����� Sol g 2 

(�=���� 4.2.8) >����2� �D�1�'�"D�%����%�,����%����"�&�,���� (�"�& N) %��&���� Automated 

Edman degradation ���
=�&����
����
����&�
����� �'����&�"�&���"��������� 	��$� 1%�"D�%��

��%�,�������%����"�& N �� 10 "D�%�� �
� (A/D)NEEL(K/A/L)(I/V/Q)(I/T/L)RK (�=���� 4.2.9) +",

��
���D�������&����&�"D�%����%�,�������%����"�&�,���� (�"�& N) ��� Sol i 2 !��2D�	����� S. 

invicta  ?�����;��%���1|!��'���������� 	��$��������'�
��8�� 80% (�������� 4.2.2) ?�����%1%��$�

����������D�"��
�����&=$��2�$�>,������������"��&��� Sol i 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.2.8 j"�������&����&�"D�%����%�,������� spot S4 ��� allergen protein 0��%�$�� < Sol i 

2 ��;���� S. invicta (Hoffman +",�],, 1993), Sol g 2 +", Sol g 4 ��� S. geminata (>��

�������=" Expasy : http://au.expasy.org/)  

S4
Soli2
Solg2
Solg4

S4
Soli2
Solg2
Solg4

S4
Soli2
Solg2
Solg4

SeqA Name    Len(nt)  SeqB Name      Len(nt)  Score 
==============================================================
1    S4  13     2     Soli2     138      92    
1    S4  13       3     Solg2     138      92    
1    S4  13       4     Solg4     136      38    
2    Soli2        138       3     Solg2     138      75    
2    Soli2        138       4     Solg4     136      40    
3    Solg2       138       4     Solg4     136      41    
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��
��� 4.2.9 j"�������D� Automated Edman degradation ��� spot S4 ('��&�"� 1-10 �
� 

residue "D�%����� 1 8�� 10 >���"�&�,����������1�%�) �$��1%��
� 

(A/D)NEEL(K/A/L)(I/V/Q)(I/T/L)RK 
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�������� 4.2.2  ����&����&�"D�%����%�,�������%����"�&�,���� (�"�& N) ��� spot S4 !��2D�

	����� S. geminata ��� Sol i 2 !��2D�	����� S. invicta, * +�%�0��%�����%�,�������+���$����� 

 
 

 

>����2� �	
��'�"D�%������"���1�%�+","D�%����%�,������}������������������D�"��
�����&=$��2 

>��1%����+�� primer �%&!0�"D�%����%�,������� Sol i 2 ��� S. invicta +", Sol r 2 ��� S. 

richteri  ?�����;������������_����̀�;� allergen  ��;����+�� (�������� 4.2.3) �%&�����>��������% total 

RNA (�=���� 4.2.10) >����2��D� RNA ���1%���!0���;�+�$+��!�����D� PCR 1%�+8� PCR product 

���% 255 +", 418 bp (�=���� 4.2.11) +",�D� PCR product �$�'�"D�%������"���1�%�%��& 

automated sequencer ���
=�&��]=0�����&�  *����0�0������  �],+	�&
����� �'����&�"�& 

���+�$� 

j"������'�"D�%������"���1�%� (�=���� 4.2.12 +", 4.2.13) ��#�1%��$� "D�%����%�,�������

����������D�"��
�����&=$��2���1%�>�����!0� primer 2 �=$ �
� F1R5 +", F1R8 ������+���$������&=$���� 

+�$"D�%���}�"��&�"����� Sol i 2 8�����&", 71-85 �D�!'��0
���$�����������D�"��
�����&=$��2 �$�>,��;� 

homologue ��� Sol i 2 !� S. geminata ?���>��j"�������1�$+�$���%���"$�� �D�!'������D� RT-

PCR ?2D�������2��%&!0� F1R5 ��;� primer +"���$�1� sequence 	��$� "D�%����%�,�������1%�!����2����

�����2 �}&��+���$��>����� sequence 1%�!����2�+�� < �D�!'�j"���'�"D�%����%�,����&����#�1�$1%� 

��>��;�1�1%��$� ������!��"#$���2��'"�& isoform ���>����2 &��1%�"D�%����%�,������� Solgem 2 

1�$��� ���%����"�&�,������%��� 2 residue +",���%����"�&�������?���%��� 21 residue 

>D���;������D� Rapid Amplification of 3� cDNA Ends (3�-RACE)  

 

Residue 

��� 

"D�%����%�,������� ����������D�"��


�����&=$��2  (S. geminata) 

"D�%����%�,������� Sol i 2  

(S. invicta)  

1 A/D D 

2 N N 

3 E* K* 

4 E E 

5 L L 

6 K/A/L K 

7 I/V/Q I 

8 I/T/L I 

9 R R 

10 K K 
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�������� 4.2.3 primer ������+��1%�+",!0�!�����D� PCR 

Solgem 2F 5�-CAAAGATGTGGCGGAATGC-3�
Solgem 2R 5�-TTTCTGGCGGTTGCTTTTCG-3�
F1  5�-GTCCTTCGTGCTTGCTAC-3�
F3   5�-AGGATGTAGCAGAATGTC-3�
R5  5�-ACTGCTTTCTGTCTGTTGG-3�
R7  5�-GTCTGTTGGATTTTGGGC-3�
R8  5�-TGTGTCTCATTTTTTACGGGC-3�

 

 

 

��
��� 4.2.10 j"������% Total RNA ����%���1|1�& �� 

0.8% agarose gel electrophoresis (lane M �
� marker 

�$�� lane 1 �
� RNA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.2.11 PCR product ���1%�>������D� RT-PCR �%&!0� cDNA ��;�+�$+�� +",!0� F1R5, F3R7 

+", F1R8 ��;� primer  

8

8
23130 

9416
6557
4361

2332
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��
��� 4.2.12  j"���'�"D�%������"���1�%���� PCR product !��=���� 4.2.11 ��
��!0� F1R5 ��;� 

primer "D�%������"���1�%�����"$��1%���%�$����� vector ���1�+"�� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GTCCTTCGTGCTTGCTACATGTCTGCTAGTTTTTGCGCAGATAATTTACGCACATAAT
GAAGAACTAAAAGTTATACGTAAGGATATAGCAAAATGTGCAAGAACATTACCAAAAT
GCGTAAATCAACCAGATGATCCGTTAGCTAGAGTCGATGTATGGCATTGTGCTATGGC
CAAGCGTGGCGTATATGACAACCCAGCTCCAGCTGTTATAAAAGAAAAAAATTTTAAA
GTATGCTCCAAGATTATCACTGATCCCGCTAATGTCGAAAATTGCAAGAAAGTTATTT
CTAGATGTGTAGATAGAGAGACTCAACGCCCAAGATCCAACAGACAGAAAGCAGTTAA
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��
��� 4.2.13 j"���'�"D�%������"���1�%���� PCR product !��=���� 4.2.11 ��
��!0� F1R8 ��;� primer 

"D�%������"���1�%�����"$��1%���%�$����� vector ���1�+"�� 

 

 

 

 

GTCCTTCGTGCTTGCTACATGTCTGCTAGTTTTTGCGCAAATGATTTACGCAGATAC
TGAAGGACGAAAAATTCTACGTAAAGATATAGCTGAATGTGCAAGAACATTACCAAA
ATGCGTAAATCAACCAGATGATCCGTTAGCTAGAGTCGATGTATGGCATTGTGCTTT
GGCCAAGGGTGGCGTATTTGATGACCCAGATCCAGCTGCTATAAAAAAAAAGATGAT
AAATATTGCGCCATAGCTATCACTGATCCCGCTAATGTCGAAAATTGCAAGAAAGTT
GTTTCTAATGTGTAGATAAGAGACTCAACGCCCAAGATCCAACAGACAGATAGCATT
AAAATATAATAGCATGTGTTGTAAGAGCTGGTGTGGCGGAGACTACAGTGCTAGCCC
GTAAAAATGAGACCAC
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4.2.3.2 @<����%� 3�-RACE (Rapid amplification of 3�cDNA end) 

"D�%����%�,�����������������D�"��
�����&=$��2&����%�"�&%��� carboxy %����2��	
��!'�1%�

"D�%����%�,������}����� >��1%��D�����%"���%&!0������� 3�-RACE �%&!0� GSP �
� F1, 

GTCCTTCGTGCTTGCTAC j"����%"��	��$� 1%�+8����%��� 650 ��� ��
��������,'�%��& 

agarose gel electrophoresis (�=���� 4.2.14) >����2� 1%��D� product ���1%��$�1� clone +"��'�"D�%��  

����"���1�%� 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

��
��� 4.2.14  PCR product ���&������D�"��
�����&=$��2!��%���1|1�& (S. geminata) �%&!0� F1 +", 

AUAP ��;� primer  

 

��
���D�"D�%������"���1�%����1%� (�=���� 4.2.15) 1�'����&",�����'�
�� (% homology) ���

�������
��!��������="%��&���+��� Blastn ?��� access online 1%� (�=���� 4.2.16) 	��$� ������

�'�
����� Sol g 4 ?�����;� allergen !��2D�	���%���1| (S. geminata) �������&�����+"��8�����&", 

94 +�%��$� ���������1%���;� isoform ��� Sol g 4 +",��
���D�1�����&����&���� Sol g 4 (�=���� 

4.2.17) +",����&����&����"D�%������"���1�%�����������
�� < (�=���� 4.2.18) 	��$� �'�
����� Sol 

g 4 +", Sol i 4 (allergen >���2D�	����� S. invicta) �������&", 90 +",&���"��&��� allergen Sol i 

2 +", Sol g 2 �������&", 60 ���%��& %����2� ������0��%��2>����2�0
���$� Solgem 4 

>����2� �D�1� deduce ��;�"D�%����%�,���� (�=���� 4.2.19) 	��$� 1%������	"����1�%���

����&�� 132 ��%�,���� �%&��� 17 ���+����;� leading sequence 8��'����% leading sequence 

���1� +"���D�1��D���]�$� pI +",�2D�'������"�#"%��&���+��� Expasy 	��$����$� pI = 9.76 +",

���2D�'������"�#" = 13275.84 %�"��� ?����$� pI ���1%�������!�"����&�������������,'�%��& 2D-PAGE 

��� �
� 9.77 (�=���� 4.2.4) +",�$��2D�'������"�#"�}!�"����&�������������,'�%��& MALDI TOF Mass 

1000 

750 

500 

250 

800 
700 

500 
600 

M1 M21
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spectroscopy ��� �
� 13273.435 %�"��� (�=���� 4.2.22) >���0
���$� "D�%����%�,������������	

"����1�%���28=����� +",��
���D�"D�%����%�,�������1%�1����'������'�
������������
�� (�=���� 4.2.20 

+",�=���� 4.2.21) 	��$��'�
����� Sol g 4 %��&�,+���=���� +",��
���D�1�����&����&����"D�%��

��%�,��������������
�� < (�=���� 4.2.22) 	��$� �'�
����� Sol g 4 +", Sol i 4 �������&", 70 

+",&���"��&��� allergen Sol i 2 ������&", 40 ���%��&  
 

 

GTCCTTCGTGCTTGCTACATGTCTGCTAGTGTTTACGCAGATAATTTACGCAGCTGATATT
AAGGAAATAAATATCATGAATAGAATTTTAGAAAAATGTATAAAAACAGTACCAAAAGGCG
AAAATGATCCAATAAATCCTTTGAGAAGAGTCAATGTGTGGTATTGTACACTCACTAAGCG
TGGCATATTTACTCCAAAAGGTGTAAATACGAAACAATATATTAGCTATTGCGAAAAGACG
ATCATTAATCCTGCTAATATAAAACAGTGCAAGAAATTAGTTTCTAAATGCATAAAGAAAG
TGTATGACCGCCCGGGACCAATCATTGAGAGAAGCAAAAATTCTATTGTCATGTGTTATAA
AAAAGGGTGTGCTCGAATTGACAGTGTATGGC
 

��
��� 4.2.15 j"���'�"D�%������"���1�%����j"��*�]�����1%�>���D� 3�-RACE �%&���!0� primer F1 

��;� gene specific primer (GSP) 	��$� 1%�"D�%������"���1�%���2���2� 380 "D�%�� ��%����!����+%� �
�

�D�+'�$�>����� primer 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.2.16 ���'����&",�����'�
�� ���"D�%������"���1�%���� Solgem 4 ����������
��!�

�������="%��&���+��� Blastn  



 -92- 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

��
��� 4.2.17 �������&����&�"D�%������"���1�%���� Solgem 4 ��� Sol g 4.01 %��&���+��� 

Blastn   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.2.18 ���'����&",�����'�
�� ���"D�%������"���1�%���� Solgem 4 ����������
��!�

�������="%��&���+��� ClustalW 

4

4

4
4

4

4
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��
��� 4.2.19 j"���+�"�"D�%������"���1�%���� Solgem 4 !'���;�"D�%����%�,���� 1%� 132 ��%�,

���� �%&�����%�,���������;���%D��
� leading sequence ?��������%��� 17 "D�%��  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

��
��� 4.2.20 �������&����&�"D�%����%�,������� Solgem 4 ����������
��!��������="%��&

���+��� Blastp 
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��
��� 4.2.21 �������&����&�"D�%����%�,������� Solgem 4 ��� Sol g 4.01 %��&���+��� Blastp   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.2.22 ���'����&",�����'�
�� (��) +", �������&����&� ("$��) "D�%����%�,������� 

Solgem II ����������
��!��������="%��&���+��� ClustalW  
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4.2.3.3 ���������	
���<#�� Solgem 4 ���� MALDI-TOF Mass spectroscopy  

�	
��!'�+�$!>�$� sequence ���1%�8=����� >��1%��D��2D�	������%���1| ��
���D�1�'���"%��&

���������,'�%��& MALDI-TOF Mass spectroscopy ����8����>���� ���0. 	� 4 peak !'^$ �
� 

10791, 13273, 24107 +", 32866 %�"��� (�=���� 4.2.22 +",�������� 4.2.4) 	��$� ��"���1%�>��

���������,'�%��& MALDI-TOF Mass spectroscopy ���$�+���$��>����"���1%�����_����	�&� 2 

%�"��� (13573 %�"���) >���0
���$�"D�%����%�,�������1%���2�8=�����+"�� ����������� 4.2.5 

 

�������� 4.2.4 j"���������,'�	���%���1|%��& MALDI-TOF Mass spectroscopy 

       m/z         SN       Res.    Intens.       Area 
10791.911 29 1263 1387.68 21038 
13273.435 28.6 1132 1067.53 24649 
14766.537 16.7 1178 562.23 11835 
24107.693 32 769 426.49 17463 
32866.583 14.6 4476 130.62 2151 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

��
��� 4.2.22 Profile ������������,'�	���%���1|%��& MALDI-TOF Mass spectroscopy 	� 4 

peak '"�� 

10791.911

13273.435

24107.693

32866.583

0

250

500

750

1000

1250

In
te

ns
. 
[a

.u
.]

10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000 50000
m/z

10791.911

13273.435
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�������� 4.2.5 +�%���#��$� pI +",�2D�'������"�#"��� Solgem 4 ����&����&�����,'�$������D���]

1%�����_��� ������'�1%�>���>������D�1�������,'�%��& MALDI-TOF MS 
 

parameter pI Molecular weight 

theoretical 9.76* 13275.84* 

practical 9.77** 13273.43*** 

   

  * >���=���� 4.2.19 

**  >�����������,'�%��& 2D-PAGE !��=���� 4.2.4 

 ***  >�����������,'�%��& MALDI-TOF MS !��=���� 4.2.22 

 

4.2.3.4 ���������	
�����������������#�� Solgem 4 ���� DeepView / Swiss-PdbViewer 3.7 

software 

 >�����'�������������������� Solgem 4 (�=���� 4.2.23) 	��$��� 3 alpha helixs �
� (1) 

Leu31 8�� Thr42, (2) Gln56 8�� Thr60, +", (3) Thr64 8�� Pro68 +", 3 beta strands �
� (1) 

Lys15 8�� Gly23, (2) Lys75 8�� Val85, +", (3) Pro89 8�� Leu99 +",&����,�����2�>�� cysteine 

6 residue ?��������1%� 3 disulfide bridge ��
���>����>>#��������� Solgem 4 +",������!��"#$�

�%�&����&��1�$����_���`+�$��� ����+�$�	�&��$���;� allergic protein %����2� >D���;�����������,'�

�����D���^�������������'"$���2�$�1� 
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��
��� 4.2.23 +�%�������������������� Solgem 4 ������,'�%��& DeepView / Swiss-PdbViewer 

3.7 software 	��$� �� 3 alpha helixs (����%��&��0�	=) +", 3 beta strands (����%��&�����&�) 

 

 

4.2.3.5 ���������	
� Phylogenetic tree #�� Solgem 4 ������ PHYLIP program  

 >����� ������,'� Phylogenetic tree ��� Solgem 4 �%&!0� PHYLIP program (Phylogeny 

Inference Package version 3.69) (�=���� 4.2.24) 	��$� Solgem 4 ����&���	�����������������

!�"�0�%��� Sol g IV +", Sol i 4 ?�����;� protein !��"#$� allergen !��2D�	���%���1|��&	�����$�� < 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.2.24 +�%� Phylogenetic tree ��� Solgem 4 �%&!0� PHYLIP program �%&��� Sol i ��>��

�2D�	����� Solenopsis invicta (red imported fire ant), Sol g ��>�� Solenopsis geminata 

(tropical fire ant) +", Sol s ��>�� Solenopsis saevissima (black fire ant) 
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4.2.4 ����������!��"������!�K� Solgem 2 (anti-Solgem 2 antibody) 

Solgem 2 ?�����_���`��;� allergen 8=��D�1���,�#����������+������%�!�'�=8��>��� +"���D�

������>���1���������+������%����1%�%��&���� ELISA (�������� 4.2.6 +",�=���� 4.2.25) 	��$�!'�

�$�1�������&=$�,'�$�� 1:2500 8�� 1:12500 >���D�������>����>D��	�,%��&���� Western 

immunoblotting (�=���� 4.2.26) 	��$�!'��$�1�������=�8�� 1:1000 +",������>D��	�,�=� �
�>��+�$

�J	�, Solgem 2 1�$	����>������������
���"&  

j"������!0� anti-Solgem 2 antibody �	
��"�"���	����� Solgem 2 	��$� �2D�	���%���

1|!'��$� PD50 ��$���� 0.18 mg �$��2D�'������ 1 ���� (�������� 4.2.7 +",�=���� 4.2.27) +�$��
��j��

+������%�"�1� 	��$� '����+������%��&=$!������] 0.18 mg >,����!0�+�����>�8�� 0.90 mg >��

>,�D�!'�>�2�'��%��;����	�������'���� (�������� 4.2.8) >����%�$�+������%������8"�"���	��1%� >��� 

< +"��_����̀��	���%�$��!'^$+"����>��_����̀�� piperidine derivatives ?�������%�$������ 90% !�

�2D�	�� %����2�>����%�$� Solgem 2 ���>��>,��_����̀�;� allergen +"�� �$�>,��_���0̀$�&!����

+	�$��,>�&��� piperidine derivatives %��& %����2� ���������?�#$���>1�$>D���;�����������$��2D�	��

��2�'�% �	�&�������$� Solgem 2 �}��>1%���,�����*�	�=�	����>,�������	������2D�	��1%� 

 

�������� 4.2.6 ������>1��������� anti-Solgem 2 antibody %��&������ ELISA 

 

Serum dilution 

1:100 1:500 1:2500 1:12500 1:62500 

2.564 1.336 0.272 0.043 0.027 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.2.25 +�%��$�������>1��������� anti-Solgem 2 antibody %��&������ ELISA 
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��
��� 4.2.26 ������>����>D��	�,��� anti-Solgem 2 antibody ���j"��1%�!�'�=8��>���%��&���� 

Western immunoblotting (Lane 1, molecular weight marker, Lane 2,  crude venom &���%��& 

amido black, Lane 3, preimmunized serum, Lane 4-9 �
�?����������$�����>
�>�� 1:50, 1:100, 

1:200, 1:400, 1:800 +", 1:1000 ���"D�%�� 

 

�������� 4.2.7 �����]�2D�	����� S. geminata ���!0�+"���D�!'�>�2�'��% (Gryllus sp.) ��;����	�� 

�����]�2D�	���%���1|���J�% 

(mg/g body weight) 

>D������� paralyzed crickets / total 

crickets *�&'"��J�%%��&�2D�	�� S. 

geminata 

0.01 0 / 6 

0.04 1 / 6 

0.08 2 / 6 

0.15 4 / 6 

0.26 5 / 6 

0.43 6 / 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Solgem 2
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��
��� 4.2.27 ���|+�%��$� Paralytic Dose 50 (PD50) ����2D�	���%���1|!�>�2�'��% (Gryllus sp.) 

 

 

�������� 4.2.8 �����+�%��$�>D����>�2�'��%��;����	���$�>D������%0���� ���*�&'"��1%�����2D�	��

�%���1|��
��j�����+������%�  

 

�����]�2D�	�����J�% : �����]+������%� 

(mg/g body weight) 

>D������� paralyzed crickets / total crickets 

*�&'"��J�%%��&�2D�	��j�����+������%� 

0.18 : 0.18 0 / 6 

0.90 : 0.18 3 / 6 

 



 -101- 

��!��� 4.3 ��
�""�
��������#���
���!�!!$%�&���K�
'���Q� (Vespa affinis) ����%�

"���,�3�6, ���
�<%��'"����	���!, ���=��"'���<	>�3�6������?�&#���
���!���

>�3�6�!!$%�&�� �<	���@<����!��"������!&�� 

 

4.3.1 �K�
'���Q� �<	������&�� 

 �$�'����
�1%�>��'�=$�����?�&��?� �D��"������
2�� �D��*�
�������� >��'��%���	�� �%&�� 

�#]	���
��%� ̀ "����� ��;�'��'������>������$�'����
� ��;�j=���������%�$� �$�'����
����1%��$���;�

+�"������������&��� '��8=��$�&�	�&�+������%�&� �}��>���&0����1%� '�=$�����?�&��?�+'$���2�"�2&��$�

������&��21��!�'�=$���� !����'"����������� +",�%&���+"����2�'�=$���� ������$�'����
��&=$1�$���&

��$� 10 ��� +�$",��������%!'^$ (�=���� 4.3.1) ��>#%��,�����	
���D��������$������$����D���'��

�����,������ �],����#]	���
��%�`��&�����&��� “��
���>���j$��>�” ����������
�������0$�� 7 

��+"����
������"���� 2549 ��
�����������������
���>���j$��>�1%�1����*��]�+",8$�&�D���������"�2&�

+",�����}�����$�� 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.3.1 ����$�'����
����0�������"�2&�1��!�'�=$�����?�&��?� �D��"������
2�� �D��*�
�������� 

>��'��%���	�� 

 

1 foot 
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��
��� 4.3.2 ���0������j=��0��&�0�^!�'�=$�����?�&��?� �D��"������
2�� �D��*�
�������� >��'��%

���	���D�"��0$�&��}�����$�'����
�!�������%!'^$!�0#%	��
������,%������2����%��&*=����^^�

����8���  

 

���������}��2D�	�� �}�
� !����2�+�� < ���1���%�$�����],����#]	���
��%�` ���������}�����$�

>,�D�����2D�������?��1��#%�=�����������������$� j=�����D�1%������0��&�0�^ +",����������������&$��

%� (�=���� 4.3.2) ��
���"� �}>,��&��!�$8���2D�+�}�!'���� ��������
�������>,�D������'�����>�& !��*�	

+0$�&}� >,>�%�����%�������� �	
����!'����1��D�������&j=�!%1%� +�$�2D�	�����1%��������]���&��� �'�#

��
���>���$����%�������!>+",�"%�"$�&�2D�	����2�1�'�% �$��� 1%���"��&�����!'�$ �%&�����}����

�$�!�����"���
� �$�& < �D����8#����%!'^$1������2���� +"���D�"�8���2D�+�}� ��
���$��"�+"��>��

�$�& < ��}��������$������ ���������2 �D�!'�����$��$�& < �&}�"� �$�1�$��!> >��1%��2D�	�����	�>,

�D����1%� 

����$���}���&�����%!'^$��$� 2 ?�. (�=���� 4.3.3A) �����%	��>,!0����%������'"}�!�����&=$���

��� (�=���� (�=���� 4.3.3B) �$��	���}>,'"#%����� (�=���� 4.3.3C) +",��
������$��	��%��&��� >,�'}�

�2D�	��'&%����� 	��$� �$� 1 ���!'��2D�	����� 5-10 1����"���  

 

4.3.2 ��
�""�
��������#���
���!�!!$%�&���K�
'���Q� 

��
���D�������%>���$��	�� (gland extract) +",�2D�	�� (crude venom) >���$�'����
� ��

+&�%��&���� SDS-PAGE �%&!0� 13% polyacrylamide gel 	��$�!� gland extract (�=���� 4.3.4 lane 

1, 2 +", 3) ?�������&��%&�D� supernatant >������D��$��	�����%%��& homogenizer +"���D�1�

������� 5000g ��;���"� 10 ���� ����#]'*=�� 4 ��
� >,	�+8�>D������� �$��!��2D�	�� (crude 

venom) (�=���� 4.3.4 lane 4, 5 +", 6) >,	�+8�������1�$���+8� ?���+8�'"��+8�'�����
���������%

��� 26 kDa  
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��
��� 4.3.3 ����$�'����
� (A) +",�����%�2D�	�� (B +", C) >,�'}��'"}�!��������������$� (B) ��
��%��

�'"}�!�>,���$��	����%��������2D�	���&=$*�&!� (C) 

 

 

 

 

 

 

 
��
��� 4.3.4 ������!��2D�	���$�'����
� *�&'"��>�� run 13% SDS-PAGE +"��&���%��& Coomassie 

blue (�=�?��&) '�
� Silver staining (�=����) (lane M �
� marker, 1, 2 +", 3 �
� gland extract 

�$�� lane 4, 5 +", 6 crude venom) 

1 cm A

C
1 mm

B
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�$��� �D����������,'�%��&���� 2D-PAGE �%&!0� strip 7 �?������� pH 3-11 nL 	��$� spot 

'"�����������!��2D�	������2� 12 spot ���2D�'������"�#"��2�+�$��,��] 20-91 kDa +",���$� pI 

��2�+�$ 5.3-10.2 (�=���� 4.3.5 +",�������� 4.3.1) >����2���% spot ���1%��$��D� peptide mass 

fingerprint %��& MALDI-TOF MS (�=���� 4.3.6) +",������,'�j"%��&���+��� Mascot !��������=" 

Swissprot 	��$� spot VA2 ���,+�������'�
����� ovalbumin ���1�$1�$ (Gallus gallus) 8�� 87 

�,+�� (�=���� 4.3.7) +",��
���D�1����>������>�������� anti-ovalbumin antibody %��&���� 

Western immunoblotting 	�+8�+", spot ��� ovalbumin ��2��%&����D� SDS-PAGE-

immunoblotting +", 2D-PAGE-immunoblotting (�=���� 4.3.8 +", 4.3.9) >����%�$� spot VA2 �$�>,

���$���"��&�"����� ovalbumin 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.3.5 (�=�?��&) j"���������,'�������!��2D�	��%��& 2D-PAGE 	� ��� 12 major spot �
� 

VA1-VA12 ?������$� pI 5.34-10.20 +",�2D�'������"�#"��� 20-91 kDa (�=����) j"������������,'� 

spot %��&���+��� ImageMaster 2D platinum (ves �
� VA) 

 

 

�������� 4.3.1 +�%��$� pI +",�2D�'������"�#"��� spot VA1-VA12 

Spot pI MW (kDa)  Spot pI MW (kDa) 

VA1 5.50 20  VA7 6.83 44 

VA2 5.34 47  VA8 10.17 42 

VA3 5.83 91  VA9 9.50 35 

VA4 6.10 29  VA10 9.10 34 

VA5 6.25 29  VA11 9.31 32 

VA6 6.54 29  VA12 10.19 27 
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VA8 VA7 

VA2

VA3 VA4

VA5

VA1

VA6
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��
��� 4.3.6 Peptide mass fingerprint ��� spot VA1 8�� VA12 

 

 

 

 

 
 

��
��� 4.3.7 ���|+�%��,+�������'�
����� peptide mass fingerprint ��� spot VA2 ���������

�'�
����� ovalbumin ���1�$1�$8�� 87 �,+�� 

 

VA12 

VA9 

VA11 

VA10 
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��
��� 4.3.8 (A) j"���������,'�������%��& SDS-PAGE (lane 1 �
�������>���$��	��, lane 2 �
� 

������!��2D�	��) (B) j"������������,'�%��& Western immunoblotting �%&!0� anti-ovalbumin 

antibody 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.3.9 Western immunoblotting ���������!��2D�	���$�'����
�*�&'"��+&�%��& 2D-PAGE 

�%&!0� anti-ovalbumin antibody 

 

30 kDa 
VA2 ~ 47 kDa 

A

66

45

30

20

14

VM

albumin

B
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�$��� 1%��D����������,'�%��&���� 2D-PAGE ?2D� (�=���� 4.3.10) >����2� ��% spot ���1%��$�

������,'�"D�%����%�,��������$��%��& LC-MS/MS 	��������D���^'"�&0��% 1%�+�$ 

dipeptidylpeptidase IV, Hyaluronidase, Phospholipase, Venom allergen 5 (�������� 4.3.2) 

�$��� 1%��D����������,'�%��&���� 2D-PAGE ?2D���� %��&���� 2D-PAGE �%&!0� strip 7 �?������� pH 

6-11 nL (�=���� 4.3.11) ?���	��$� major spot �
� VA12 ����'}���;� 2 spot +&���� >��1%�+�$� spot 

�����;� VA12-1 +", VA12-2 +"���D��$�������,'�%��& LC-MS/MS (�������� 4.3.3) 	��$���2� 

VA12-1 +", VA12-2 �$�>,��;� allergen 5 !��2D�	������$�'����
� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.3.10 �=�+�� spot ��� 2D-PAGE �2D�	���$�'����
� 
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�������� 4.3.2 "D�%����%�,��������$�����������!��2D�	���$�'����
� >�����������,'�%��& LC-

MS/MS +",�������&����&�"D�%����%�,�������1%�>���������=" 

 
Spot
no.

Matched protein / 
MW (Da)/pI

Peptide  
mass

Peptide sequence Species Score 
XC

VA2, 
VA7

dipeptidylpeptidase IV 
88493.90/5.57

1298.35
1053.19
2316.51
831.98
2646.03
1548.72
2920.22
2630.03
2646.03
1244.46
2520.84
2504.84
1674.88
1546.70
2445.74
2461.74
1116.36
1347.50
1741.99
1157.30
809.93
1725.99
988.19
972.19
2451.74

R.FSNNGFNDVQR.V
K.TEIVWYNK.Y (2) 
R.VIDKDNLDGILETQDGQNLSK.E (2) 
K.NLFFYK.Q (2) 
R.LTVIVDSSVM*DDYIVSHYM*LSPK.G (2) 
R.YVIYDIELGGYDK.I (2) 
R.NVQEILYLHYGEPGNLVDQYPTEVK.I
R.LTVIVDSSVMDDYIVSHYM*LSPK.G (4) 
R.LTVIVDSSVM*DDYIVSHYM*LSPK.G 
R.FLLIGYDFQK.G 
K.WAPLTDDLIYILDNDIYYM*R.F 
K.WAPLTDDLIYILDNDIYYMR.F (2) 
R.KLGTVEVEDQISVTR.K (6) 
K.LGTVEVEDQISVTR.K (17) 
K.FMLIHGSGDDNVHYQQSLALAK.A (4)  
K.FM*LIHGSGDDNVHYQQSLALAK.A (4) 
K.M*LFEIYRK.L 
R.LFLPHNFDESK.S (18) 
K.SYPM*LVNVYAGPNTAK.I (11) 
R.SVIYAYIDGR.G (10) 
K.DLTSVFK.C (4) 
K.SYPMLVNVYAGPNTAK.I (6) 
K.M*LFEIYR.K (13) 
K.MLFEIYR.K (3) 
K.CGIAVAPVSSWIYYDSIYTER.Y (4) 

Vespa
basalis

128.27

VA8 Hyaluronoglucosamini
dase B (Hyaluronidase 
B) (Allergen Ves v 2b)  
40072.07/……

1286.50 K.INKDISIDLVR.K (4) Vespula  
virgaris

10.23

VA9, 
VA10
,
VA11
,
VA13

Phospholipase A1 2 
(Allergen Dol m 1.02)  
(Dol m I)
33781.87/8.92

1264.46
1253.50
1540.79
1490.73

R.NECVCVGLNAK.E (12) 
R.AVKYLTECIR.R (3) 
R.LIGHSLGAQIAGFAGK.E (21) 
K.LVPEEISFVLSTR.E (21) 

Dolichove
spula
maculata

38.27

VA12 Venom allergen 5 
(Antigen 5) (Ag5) 
(Allergen Ves s 5) 
(Ves s V)  
23113.94/8.91

1093.28
963.07
864.00
1350.57
1334.57

K.TKEIGCGSIK.Y (2) 
R.GNPGPQPPAK.N
K.EIGCGSIK.Y
K.IGHYTQM*VWAK.T (6) 
K.IGHYTQMVWAK.T (4) 

Vespula  
squamosa

50.19
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��
��� 4.3.11 +�%����+&��2D�	������$�'����
�%��& 2D-PAGE �%&!0� strip pH 6-11 >,�'}��$� spot 

VA12 +&���;� 2 spot �
� VA12-1 +", VA12-2 
 

�������� 4.3.3 j">�����������,'� spot VA12-1 +", VA12-2 %��&���� LC-MS/MS  

 

<%��'" ���<�,<����
�Q�!
�Q��<����'"�
���!�'$� spot ves12-1 �<	 ves12-2 
!$%�
!'�

���<�,< 

1 Venom allergen 5 '�
� Antigen 5 '�
� Ag5 '�
� Allergen Ves s 5 '�
� Ves s V  

���  Vespula squamosa 

23.11 

2 Venom allergen 5 '�
� Antigen 5 '�
� Ag5 '�
� Allergen Vesp m 5 ��� Vespa 

mandarinia 

22.54 

3 Venom allergen 5.01 '�
� Antigen 5-1'�
� Ag5-1'�
� Allergen Vesp c 5.01 '�
� 

Vesp c V.01  ��� Vespa crabro 

22.72 

4 Venom allergen 5.01 precursor '�
� Antigen 5 form 2 '�
� Ag5-2 '�
� Allergen 

Dol m 5.01 '�
� Dol m V-A ��� Dolichovespula maculata 

26.00 

5 Venom allergen 5 '�
� Antigen 5 '�
� Ag5 '�
� Allergen Pol f 5 '�
� Pol f V ��� 

Polistes fuscatus 

23.07 

6 Venom allergen 5 precursor '�
� Antigen 5 '�
� Ag5 '�
� Allergen Pol a 5 '�
� 

Pol a V ��� Polistes annularis 

23.29 

7 Venom allergen 5 '�
� Antigen 5 '�
� Ag5 '�
� Allergen Pol e 5 '�
� Pol e V 

��� Polistes exclamans 

22.94 

 

VA

VA
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4.3.3 ���
�<%��'"!���<���*����<	<%��'"����	���! �<	����������������#�� 

Vespapase-1 (VPase-1) �!!$%�&��#���K�
'���Q� 

Phospholipase 8
�1%��$���;�������'"������������D���^���'����!��2D�	�����������"#$���2 	���

��&���!��2D�	����������!��"#$���2+���#�0��% +",>�����������,'� spot ������!��2D�	��&��	� 

phospholipase ���%��& +",1%���2�0
�� phospholipase ���	�!��2D�	������$�'����
��$� Vespapase-1 

+",���&�&$���;� VPase-1 

 !����2���2 >,'�"D�%������"���1�%�+","D�%����%�,������� phospholipase !��2D�	������$�

'����
� �%&�����>�����% mRNA >���$�	��%��& illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit >����2�

�D� mRNA ���1%����D� RT-PCR %��& primer ������+����2�>�� phospholipase >�� Vespa +", 

Vespula (�������� 4.3.4 +", 4.3.5) ����~�$�1%� PCR product ���%��������%1�� (�=���� 4.3.12)  

>��1%��$� PCR product 1�'�"D�%������"���1�%� ] 
=�&��]=0�����&� *����0�0������ �],

+	�&
����� �'����&�"�&���+�$� 1%�"D�%�������1�$��}����� >��1%�'�"D�%������"���1�%�����"�& 

3� %��& 3� RACE %��&���!0� primer F1, F2 +", AUAP (�=���� 4.3.13) j"����D� 3� RACE 1%�+8�

%���}��������%!�"����&���������%1��  (�=���� 4.3.14) >��1%��$�������,'�"D�%������"���1�%� +",!�����#%

1%�"D�%������"���1�%�!��$���"�& 3� ��2���2� 558 "D�%�� (�=���� 4.3.15) 	��$� ��
���D�"D�%������"���

1�%���������,'������'�
�����&���$�� < %��&���+��� blastn +", ClustalW (�=���� 4.3.16 +", 

4.3.17) 	��$� �'�
����� phospholipase >���2D�	�����+�"�!���,�=" Vespa +", Vespula '"�&

0��% +",��
��+�"�����;�"D�%����%�,���� 	��$� 1%� 186 "D�%�� +",��"D�%����%�,�����"��&��� 

phospholipase �
�� < ��������!� family �%�&���� (�=���� 4.3.18) >����2� �D����������,'� 

Phylogenetic tree ��� VPase-1 �%&!0� PHYLIP program (Phylogeny Inference Package 

version 3.69) (�=���� 4.3.19) 	��$� VPase-1 ����&���	�����������������!�"�0�%��� 

phospholipase �
�� < ��������!� family �%�&���� +",��
���D����������,'�������������������� 

VPase-1 (�=���� 4.3.20) 	��$� ���������'"����,���%��& �-helices 4 �$�� �
� H1 (Ilu22 8�� 

Typ33), H2 (Try51 8�� Gln75), H3 (Gly91 8�� Val102) +", H4 (Tyr178 8�� Arg184) +", 8 beta 

strands �
� B1 (Val6 8�� Lys11), B2 (Ala37 8�� Glu41), B3 (Asn82 8�� Ser89), B4 (Leu107 8�� 

Asp117), B5 (Tyr135 8�� Val140), B6 (Ilu142 8�� Ser146), B7 (Leu149 8�� Thr154) +", B8 

(Tyr161 8�� Asn163) ������������������2���	�������������_���`��� phospholipase 
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�������� 4.3.4 Primer ������+�����	
���	���>D����&�� Vespapase-1 (VPase-1) !��2D�	���$�'��

��
� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�������� 4.3.5 ���%��� PCR product �����%�$�>,1%�>�����!0� primer +�$",�=$ 
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��
��� 4.3.12 j">������D� RT-PCR %��&���!0� mRNA ��;��$+�� %��& primer �=$�$�� < �	
��'�

"D�%������"���1�%����&�� Vespapase-1 (VPase-1) !��2D�	���$�'����
� 
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��
��� 4.3.13 "D�%����� primet F1, F2 +", AUAP �D�'������ 3� RACE ��"D�%�����&��!�"����&�

�
�� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.3.14 Product ���1%�>������D� 3’ RACE �%&��� lane M �
� ladder marker, lane 1 �
� 

Product >�����!0� primer �=$ F1 + AUAP �����%��� 900 bp ��������%1��, lane 2 �
� Product 

>�����!0� primer �=$ F2 + AUAP �����%��� 700 bp ��������%1��, �$�� lane 3 !0� primer �=$ F3 + 

AUAP 1�$	� Product 

M 1 2 3 nt pt

60

1009080
70 ~700

~900
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catggttttactttcgtctgcaaccgcagaaaatttcctagctatggccgaagctttgttaagataaaggtaa
tttacctcgtaatctttgatcgatggcgggtggctgcttgtactaacgaaatggcaggtgtgaaactgtgcta
tatttacagttatgccgccagtaatacacgcttggttggaaattatatcgctacggttaccaagatgcttgta
caacaatataatgtaccgatggcaaatatacgattgatcggacacagtttgggcgcacatacttcaggttttg
caggcaaaaaagttcaagagttaagattaggaaaatattctgaaattattgggcttgatcctgctgggccttc
gttcaagtcacaggaatgttctcagagaatctgcgagacagacgcaaattatgttcaaattatacatacatca
aatcatttaggaacactggtaacccttggaactgtcgatttctacatgaataacggatataatcaacccggtt
gcggtcttcctattattggagaaacttgctctcatacgagagccgtg
 

��
��� 4.3.15 j"���'�"D�%������"���1�%���� Vespapase-1 (VPase-1) ���1%�>���D� RT-PCR +", 

3‘ RACE ��
����#�+"�� 1%�"D�%������"���1�%����%����"�& 3‘ ��2���2� 558 "D�%��  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.3.16 j"���������,'������'�
�����"D�%������"���1�%� VPase-1 ���&���$�� < %��&

���+��� blastn 	��$� �'�
����� phospholipase >���2D�	�����+�"�!���,�=" Vespa +", 

Vespula '"�&0��% 

 
SeqA Name         Len(aa)  SeqB Name       Len(aa)  Score 
=======================================================
1    VPase-1      186      2    Dolm1.01   317      64
1    VPase-1      186      3    Vesm1      300      66
1    VPase-1      186      4    Vesv1      336      67
1    VPase-1      186      5    Vesg1      300      68
1    VPase-1      186      6    Pola1      301      54
1    VPase-1      186      7    Pold1.01   337      56
1    VPase-1      186      8    Polyp1     322      58
1    VPase-1      186      9    PS-PLA1    456      22
1    VPase-1      186      10   PLRP2      468      29
1    VPase-1      186      11   HPL        465      27

��
��� 4.3.17 j"���������,'������'�
�����"D�%������"���1�%� VPase-1 ���&���$�� < %��&

���+��� ClustalW 	��$� �'�
����� phospholipase >���2D�	�����+�"�!���,�=" Vespa +", 

Vespula '"�&0��% 
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Pol  a 1   -----------------------------------------MSPDCTFNEKDIVFYVYSR 19 
Pold 1.01  -----MNFKYSILFICFVKVLDNCYAADDLTTLRNGTLDRGITPDCTFNEKDIELHVYSR 55 
Poly p 1   -----MNFKYSILFICFG------------------TLDRGLIPECPFNEYDILFFVYTR 37 
Ves  m 1   ------------------------------------------GPKCPFNSDTVSIIIETR 18 
Ves  v 1   ----MEENMNLKYLLLFVYFVQVLNCCYGHGDPLSYELDR--GPKCPFNSDTVSIIIETR 54 
Ves  g 1   ------------------------------------------GPKCPFNTDTVSMIIETR 18 
Dol  m 1.01  ------------RLIMFVG-----------DPSSSNELDR--FSVCPFSNDTVKMIFLTR 35 
VPase-1         ------------------------------------------------------------ 
PLRP2            MLLCWIVSLLLATVGGKEVCYGHLGCFSNDKPWAGMLQRPLKIFPWSPEDIDTRFLLYTN 60 
HPL              MLPLWTLSLLLGAVAGKEVCYERLGCFSDDSPWSGITERPLHILPWSPKDVNTRFLLYTN 60 
PS-PLA1          --MPPGPWESCFWVGGLILWLSVGSSGDAPPTPQPKCADFQSANLFEGTDLKVQFLLFVP 58 

Pol  a 1        DKRDGIILKKETLTNYDLFTKSTISKQVVFLIHGFLSTGNNENFVAMSKALIE-KDDFLV 78 
Pol  d 1.01      DKRNGIILKKEILKNYDLFQKSQISHQIAILIHGFLSTGNNENFDAMAKALIE-IDNFLV 114 
Poly p 1         QQRDGIVLTEETLQNYDLFKKSTISRQVVFIDHGFLSNGNNENFIAMAKALIE-KDNFLV 96 
Ves  m 1         ENRNRDLYTLQTLQNHPEFKKKTITRPVVFITHGFTSSASEKNFINLAKALVD-KDNYMV 77 
Ves  v 1         ENRNRDLYTLQTLQNHPEFKKKTITRPVVFITHGFTSSASETNFINLAKALVD-KDNYMV 113 
Ves  g 1         ENRNRDLYTLQTLQNHPEFKEKTITRPVVFITHGFTSSASETNFINLSKALVD-KDNYMV 77 
Dol  m 1.01      ENRKHDFYTLDTMNRHNEFKKSIIKRPVVFITHGFTSSATEKNFVAMSEALMH-TGDFLI 94 
VPase-1         --------------------------------HGFTFVCNRRKFPSYGRSFVKIKVIYLV 28
PLRP2            ENPNNYQKISATEPDTIKFSNFQLDRKTRFIVHGFIDKGEDGWLLDMCKKMFQ-VEKVNC 119 
HPL              ENPNNFQEVAADS-SSISGSNFKTNRKTRFIIHGFIDKGEENWLANVCKNLFK-VESVNC 118 
PS-PLA1          SNPSCGQLVEGSSDLQNSGFNATLG--TKLIIHGFRVLGTKPSWIDTFIRTLLRATNANV 116 
                                                 ***                .

Pol  a 1         ISVDWKKGACN-AFASTKDALGYSKAVGNTRHVGKFVADFTKLLVEKYKVLISNIRLIGH 137 
Pol  d 1.01      ISVDWKKGACN-AFASTNDVLGYSQAVGNTRHVGKYVADFTKLLVEQYKVPMSNIRLIGH 173 
Poly p 1         ISVDWKKGACN-AFASTLDYLGYSTAVGNTRHVGKYVADFTKLLVEQYKVSMSNIRLIGH 155 
Ves  m 1         ISIDWQTAACTNEYPGLKYAY-YPTAASNTRLVGQYIATITQKLVKDYKISMANIRLIGH 136 
Ves  v 1         ISIDWQTAACTNEAAGLKYLY-YPTAARNTRLVGQYIATITQKLVKHYKISMANIRLIGH 172 
Ves  g 1         ISIDWQTAACTNEAAGLKYLY-YPTAASNTRLVGQYIATITQKLVKQYKISMANIRLIGH 136 
Dol  m 1.01      IMVDWRMAACTDEYPGLKYMF-YKAAVGNTRLVGNFIAMIAKKLVEQYKVPMTNIRLVGH 153 
VPase-1          IFDRWRVAACTNEMAGVKLCYIYSYAASNTRLVGNYIATVTKMLVQQYNVPMANIRLIGH 88
PLRP2            ICVDWRRGSRT----------EYTQASYNTRVVGAEIAFLVQVLSTEMGYSPENVHLIGH 169 
HPL              ICVDWKGGSRT----------GYTQASQNIRIVGAEVAYFVEFLQSAFGYSPSNVHVIGH 168 
PS-PLA1          IAVDWIYGSTG----------VYFSAVKNVIKLSLEISLFLNKLLVLG-VSESSIHIIGV 165 
                 *   *  .:             *  *  *   :.  :: . : *         .::::*

Pol  a 1 SLGAHTSGFAGKEVQKLKLGKYKEIIGLDPAGPYFHRSDCPDRLCVTDAEYVQVIHTS-- 195 
Pol  d 1.01 SLGAHTSGFAGKEVQRLKLGKYKEIIGLDPAGPSFLTNKCPNRLCETDAEYVQAIHTS-- 231 
Poly p 1 SLGAHTSGFAGKEVQELKLNKYSNIDGLDPAGPSFDSNDCPERLCETDAEYVQIIHTS-- 213 
Ves  m 1 SLGAHVSGFAGKRVQELKLGKYSEIIGLDPARPSFDSNHCSERLCETDAEYVQIIHTS-- 194 
Ves  v 1 SLGAHASGFAGKKVQELKLGKYSEIIGLDPARPSFDSNHCSERLCETDAEYVQIIHTS-- 230 
Ves  g 1 SLGAHVSGFAGKKVQELKLGKYSEIIGLDPAGPSFSSNKCSDRLCETDAEYVQILHTS-- 194 
Dol  m 1.01 SLGAHISGFAGKRVQELKLGKFSEIIGLDPAGPSFKKNDCSERICETDAHYVQILHTS-- 211 
VPase-1 SLGAHTSGFAGKKVQELRLGKYSEIIGLDPAGPSFKSQECSQRICETDANYVQIIHTS-- 146
PLRP2 SLGAHVVGEAGRRLE----GHVGRITGLDPAEPCFQGLPEEVRLDPSDAMFVDVIHTDSA 225 
HPL SLGAHAAGEAGRRTN----GTIGRITGLDPAEPCFQGTPELVRLDPSDAKFVDVIHTDGA 224 
PS-PLA1 SLGAHVGGMVGQLFG----GQLGQITGLDPAGPEYTRASVEERLDAGDALFVEAIHTDT- 220 
                 *****  * .*:       .   .* ***** * :       *:   ** :*: :**.

Pol  a 1         -----IILGVYYNVGSVDFYVNYGKNQPGCN-------------------EPSCSHTKAV 231 
Pol  d 1.01      -----AILGVYYNVGSVDFYVNYGKSQPGCS-------------------EPSCSHTKAV 267 
Poly p 1         -----NILGVYSKIGTVDFYMNYGSHQPGCGR-FF---------------SPSCSHTKAV 252 
Ves  m 1         -----NYLGTEKILGTVDFYMNNGKNNPGCGR-FF---------------SEVCSHTRAV 233 
Ves  v 1         -----NYLGTEKTLGTVDFYMNNGKNQPGCGR-FF---------------SEVCSHSRAV 269 
Ves  g 1         -----NHLGTERILGTVDFYMNNGKNQPGCGR-FF---------------TEVCSHSRAV 233 
Dol  m 1.01      -----SNLGTERTLGTVDFYINNGSNQPGCRY-II---------------GETCSHTRAV 250 
VPase-1          -----NHLGTLVTLGTVDFYMNNGYNQPGCGLPII---------------GETCSHTRAV 186
PLRP2            PIIPYLGFGMSQKVGHLDFFPNGGKEMPGCQKNILSTIVDINGIWEGTQNFVACNHLRSY 285 
HPL              PIVPNLGFGMSQVVGHLDFFPNGGVEMPGCKKNILSQIVDIDGIWEGTRDFAACNHLRSY 284 
PS-PLA1          -----DNLGIRIPVGHVDYFVNGGQDQPGCPTFFYAG-----------YSYLICDHMRAV 264 
                        :*    :* :*:: * *   ***                       *.* ::

Pol  a 1         KYLTECIKHECCLIGTPWKKY-FSTPKPISQCRG---DTCVCVGLN-AKSYP-----ARG 281 
Pol  d 1.01      KYLTECIKRECCLIGTPWKSY-FSTPKPISQCKR---DTCVCVGLN-AQSYP-----AKG 317 
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Poly p 1         KYLTECIKHECCLIGTPWKKY-FSTPKPISQCTK---DTCVCVGLN-AKSYP-----ARG 302 
Ves  m 1         IYMAECIKHECCLIGIPRSK----SSQPISRCTK---QECVCVGLN-AKKYP-----SRG 280 
Ves  v 1         IYMAECIKHECCLIGIPKSK----SSQPISSCTK---QECVCVGLN-AKKYP-----SRG 316 
Ves  g 1         IYMAECIKHECCLIGIPKSK----SSQPISSCTK---QECVCVGLN-AKKYP-----SRG 280 
Dol  m 1.01      KYFTECIRRECCLIGVPQSK----NPQPVSKCTR---NECVCVGLN-AKKYP-----KRG 297 
VPase-1          ------------------------------------------------------------ 
PLRP2            KYYASSILNPDGFLGYPCSSYEKFQQNDCFPCPE---EGCPKMGHY-ADQFEGKTATVEQ 341 
HPL              KYYTDSIVNPDGFAGFPCASYNVFTANKCFPCPS---GGCPQMGHY-ADRYPGKTNDVGQ 340 
PS-PLA1          HLYISALENSCPLMAFPCASYKAFLAGRCLDCFNPFLLSCPRIGLVEQGGVKIEPLPKEV 324 

Pol  a 1         AFYAPVEANAPYCHNEGIKL---------------------------------------- 301 
Pol  d 1.01      SFYVPVDKDAPYCHNEGIKL---------------------------------------- 337 
Poly p 1         SFYVPVEATAPYCHNEGIKL---------------------------------------- 322 
Ves  m 1         SFYVPVESTAPFCNNKGKII---------------------------------------- 300 
Ves  v 1         SFYVPVESTAPFCNNKGKII---------------------------------------- 336 
Ves  g 1         SFYVPVESTAPFCNNKGKII---------------------------------------- 300 
Dol  m 1.01      SFYVPVEAEAPYCNNNGKII---------------------------------------- 317 
VPase-1          ------------------------------------------------------------ 
PLRP2            TVYLNTGDSGNFTRWRYKVSVTLSGAKKLSGYILVALYGNNGNSKQYEIFKGSLKPEARH 401 
HPL              KFYLDTGDASNFARWRYKVSVTLSG-KKVTGHILVSLFGNKGNSKQYEIFKGTLKPDSTH 399 
PS-PLA1          KVYLLTTSSAPYCMHHSLVEFHLKELRNKDTNIEVTFLSSNITSSSKITIPKQQRYGKGI 384 

Pol  a 1         ------------------------------------------------------------ 
Pol  d 1.01      ------------------------------------------------------------ 
Poly p 1         ------------------------------------------------------------ 
Ves  m 1         ------------------------------------------------------------ 
Ves  v 1         ------------------------------------------------------------ 
Ves  g 1         ------------------------------------------------------------ 
Dol  m 1.01      ------------------------------------------------------------ 
VPase-1          ------------------------------------------------------------ 
PLRP2            VRDIDVDINVGEIQKVKFLWNNKVINLFRPTLGASQITVQSGVDGKEYNFCSSDTVREDV 461 
HPL              SNEFDSDVDVGDLQMVKFIWYNNVINPTLPRVGASKIIVETNV-GKQFNFCSPETVREEV 458 
PS-PLA1          IAHATPQCQIN-QVKFKFQSSNRVWKKDRTTIIGKFCTALLPVNDREKMVCLPEPVNLQA 443 

Pol  a 1         ------------- 
Pol  d 1.01      ------------- 
Poly p 1         ------------- 
Ves  m 1         ------------- 
Ves  v 1         ------------- 
Ves  g 1         ------------- 
Dol  m 1.01      ------------- 
VPase-1          ------------- 
PLRP2            LQSLYPC------ 468 
HPL              LLTLTPC------ 465 
PS-PLA1          SVTVSCDLKIACV 456 

 

��
��� 4.3.18 ���+�"�"D�%������"���1�%���� VPase-1 ��;�"D�%����%�,���� +",�������&����&�

�����'�
�����"D�%����%�,��������������$�� < %��&���+��� ClustalW "D�%���������%��&���$��

��;�"D�%������'�
����� �$�� catalytic triad �
� Ser, Asp and His +�%�1��%��&�����������2D����� 

���1?������D���!0�����&����&���%����2 �
� human phosphatidylserine-specific PLA1 (PS-PLA1), 

Pancreatic lipase-related protein 2 (PLRP2), human pancreatic lipase (HPL), phospholipase 

>�� Vespula germanica (Ves g 1), Vespula maculifrons (Ves m 1), Vespula vulgaris (Ves v 

1), Dolicovespula maculata (Dol m1.01), Polistes anularis (Pol a 1), Polistes dominulus (Pol d 

1.01) +", Polybia paulista (Poly p 1) 
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��
��� 4.3.19 Phylogenetic tree +�%��������	�����,'�$�������� VPase-1 ����������"#$� 

Phospholipase A2 !�������0����0��%�$��<  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
HGFTFVCNRRKFPSYGRSFVKIKVIYLVIFDRWRVAACTNEMAGVKLCYIYSYAASNTRLVGNYIATV
TKMLVQQYNVPMANIRLIGHSLGAHTSGFAGKKVQELRLGKYSEIIGLDPAGPSFKSQECSQRICETD
ANYVQIIHTSNHLGTLVTLGTVDFYMNNGYNQPGCGLPIIGETCSHTRAV
 

 

��
��� 4.3.20 ������������������� VPase-1 ��
��������,'�%��& DeepView Swiss-PdbViewer �%&!0� 

1GPL (guinea pig lipoprotein lipase ��;����+�� 	��$� �� 4 alpha helixs (����%��&�����&�) +", 8 

beta strands (����%��&���'"
��) �$�� catalytic triad �
� Ser89, Asp117 +", His182 +�%�1��%��&

����������+%� 

VPase-1
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4.3.4 ���
�<%��'"����	���!#���
���! Vespumin �!!$%�&���K�
'���Q�  

 Albumin ���	�!��2D�	���$�'����
������;���&������2�+�� �	
��!'�����!>�$�& >����2�0
���$� 

Vespumin �%&������'�"D�%����%�,������� Vespumin �����>��������+�� primer �%&��
�&

"D�%������"���1�%���� ovalbumin (�������� 4.3.6) >����2��}���% genomic DNA ����$�'����
� (�=�

��� 4.3.21A) +"���D� PCR (�=���� 4.3.21B) +",1%��$� PCR product 1�'�"D�%������"���1�%� (�=���� 

4.3.22 +", 4.3.23) 	��$� ��
���D�1� align ���������!��������=" &��1�$	������'�
�����������

���!%��� arthropod +�%��$����'� sequence &��1�$1%�j" 

 

 

�������� 4.3.6 Primer ������+�����	
��'�"D�%������"���1�%���� Vespumin 

 
primer �,Z��"'�� 

Forward primer : F1 

TGCTGAAGAGAGATACCC 

Length : 18 nt Tm (basic)   : 50.3 ºC   GC % : 50.0 %  

Forward primer : F2 

GTGACTGAGCAAGAAAGC 

 

Length  : 18 nt Tm (basic)   : 54.0 ºC   Tm (salt)  : 53.8 ºC 

Tm (NN) : 54.5 ºC  GC % : 50.0 %  �G  : -34.8 kCal/mol 

3'-tail GC %  : 42.9 %  3'-tail dG    : -9.3 kCal/mol 

Reverse primer : R1 

CTGCCAAAGAAGAGAACGG 

Length  : 19 nt Tm (basic)   Tm (basic)   : 53.6 ºC  GC % : 52.6 

%   

Reverse primer : R2 

CCAAAGAAGAGAACGGCG 

 

Length  : 18 nt  Tm (basic) : 56.0 ºC  Tm (salt)  : 56.1ºC 

Tm (NN) : 56.4 ºC  GC %  : 55.6 %  �G  : -34.7 kCal/mol 

3'-tail GC %  : 71.4 %   3'-tail dG    : -12.0 kCal/mol 
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��
��� 4.3.21 (A) genomic DNA ������%1%�>���$����������$�'����
� �����%��,��] 23 kpb (B) 

PCR product ���1%�>������D� PCR �%&���!0� primer !��������� 4.3.6 +",!0� genomic DNA >��

�=� A ��;�+�$+��

M 1 2 

23,130

6,557 

2,027 
2,322

9,416
4,361

genomic
DNA 

A

300

1,031

500

900
800
700
600

400

200

M 3 

~ 750 bp

~ 250 bp

B
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>D:\MegaBACE.AnalyzedData\2008\Jun2008/Jun06_2008Run01_Cp312_MD1/Am750_M1
3R.esd 853 MegaBACE
AACGCTATGCTCCCGCGTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTCC
AAAGAAGAGAACGGCGGCAATATAGTTAGAGAAGAGATTATTCGGTGAAAAAAGGAGCATTTGATCGGCATTG
ACTTGCCGGCGACTGTGGTAGAGGAGAAAAGCAATTCGTTGCATGATTGTCGAAGTTTTTCCTGAACCGGCAG
CTCCTTGAACAATGAGAACTTTTGTCTTCACATCGCGGATAATCTGATTTTGCGCTTGTTGAATGGTGGCGAC
ATATTGTGCATTTGTGGACTGCTAGCTTGTCCCAGGACTGACTTGAGAATGTTATCACCAATTGTTTCATTAG
TATCAAACATATTCTTGATCTTTCCCGCTTGAATAGAAAATTGTCGCTTGCGTTGCAGCTCAAACAGTTTGTG
GACCGACCGGAGTAGATGTATTAGGACTCGGACCCAAGGTTCCGTTATAGTAAACTTGCGGCGATTGGAGACC
GCCATCATNAACCCAAGAAATTTTGGTCATGATCGTTGAGAGAAGCCATGCCGATTTCACAGTATCGGGTTCA
CCGTCTTCTTGGGATCTCCATGCCGGCCACAGTAAGGAGAACCCGGCTAAGATGTAAGTTCTTTTTCCTTGTA
CGTCACGATGTCTTCCTTGGTCGTTGTCCCAGCTAAGAGTTGTTTTGGTGGTTGCCCGGTGGCCTCNGTTTCA
TANTATCGCNCGTNCATATNGTTTGCTCGCAGTTTGGGACGATTGATTCCTTTGGGCCGTGTCTTCTTTGGTT
GATCCCCGCGNCTGTGCGGAGCTGCNAATTAGGCNTCCNNCNTGTGTTTA 

 

��
��� 4.3.22 (�=���+",�"��) j"���'�"D�%������"���1�%���� PCR product ���% 750 bp !0� 

primer �=$ F2R2 �%&��������%����"�& 5� (�=�"$��) "D�%������"���1�%�!��=�������D������&�!'�$!'�

�'}�0�%�>�
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>D:\MegaBACE.AnalyzedData\2008\Jun2008/Jun06_2008Run01_Cp312_MD1/Am750_M1
3F.esd 951 MegaBACE 
GCAAGGGCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCCAAAGAAGAGAACGGCG
CAAAGTTGAAGTCAATTTCAGTTCCAATACTCGAGCTAACTATATTGAAACTGACGATATTATTGAAACTAAT
GCTACCTTGCAACAACAAAAGCAACTCCTAGCTGGAGCAACGACCAATGAAGACATCTTGACTACTAAGGAAA
AAGAACTTCATCTTTTGGCGGGTTCTCCTTACTTTGGCCGCATTGATATCCAAGAAGACGGTGAACCCGATAC
CTTGTACATCGGCATGGCTTCTCTCAACGATCATGACCAAAATTTCTGGGTTTATGATTGGCGGTCTCCAATC
GCCGCAATTTACTATAAACGGAACCTTGGGTCGAGTCCAATACGCTACTCCGGTCGGTCCAACAAACTGTTGA
GCTGCNACGCCAAGCGAACGATTTTCCTATTCCAGCGGGAAAGAATCANGAAATATGTGTTGATACTATGAAA
CATAGTTGGTGATAGNCATTCTCAAGTCACNTCCTGGGACAAGCTACAGTCACAAGATGCACAATAATTGTTC
GCCCAACCATTCAAACNGAAGCGCCAGGATATCCGGATTTTCCGCGATGTGAAAGAACACGAAAAGGTTTCTC
AATTGTNTCAAGGGAGCTTGACCGGGTTCCAGGNAGAAAACTTTCGCAGGAGATCACTNGGCCGAAGNCGAGT
TTGCTTTGCTTGCCCTTACTTCCCACAGNCGGCCGGCGTAGTTCTAGTTGGNCGAATTCGATGGTCCCCTTTT
NTTCACCANAAATATCCGTCTTTCTCTCAGCNTGATTGCCCGNCNTANTCATTTTGTTGGAATTCCGTNTTTG
NATTTCGCGGCGGCTGGTATGTTNACCTATTGGGAAACTCCCCGGCGTTGGTGGTACTNGAGTTTCTTACGTC
CA
 

��
��� 4.3.23 (�=���+",�"��) j"���'�"D�%������"���1�%���� PCR product ���% 750 bp !0� 

primer �=$ F2R2 �%&��������%����"�& 3� (�=�"$��) "D�%������"���1�%�!��=�������D������&�!'�$!'�

�'}�0�%�>� 

 

4.3.5 ������=>�3�6#����!*[�� Hyaluronidase �!!$%�&���K�
'���Q� 

>�����������,'� activity ������1?�� hyaluronidase �%& 2D-PAGE �%&������ 

substrate gel zymography �%&��� second dimension �� hyaluronan '�
� hyaluronic acid ������� 

0.4 mg/ml j���&=$ 	� spot �����������_���`��;� hyaluronidase (�=���� 4.3.24) 	�_���`������1?��

�&$���%$�0�% 2 spot >����%�$��$�>,�� 2 isoform 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
��
��� 4.3.24 ������>_����̀�����1?�� Hyaluronidase !��2D�	���$�'����
�%��&���� 2D-PAGE 

Activity gel assay ����� Fix protein +",���>_���`������1?�� %��&���&����>"%��&�� Alcian blue 

(G = venom gland extract, V = venom) 
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��!��� 4.4 ��
�""�
��������#���
���!�!!$%�&���K�
<,� (Vespa tropica) ���
�

<%��'"����	���!, ���=��"'���<	>�3�6������?�&#���
���!���>�3�6�!!$%�&�� 

�<	���@<����!��"����&Q��&'\!��[�,K����!&�� 

 

4.4.1 �K�
<,��<	������&�� 

 �$�'"#�1%�>��'�=$�����?�&��?� �D��"������
2�� �D��*�
�������� >��'��%���	�� �%&�� 

�#]	���
��%� ̀"����� ��;�'��'������ �0$��%�&�����$�'����
� ?����$�'"#���������&�����$��$�'����
� 

���������1�>��!'��%&1�$!'��$�����������]�+",8$�&�=� �	��,������&��� >��1�$���=������}���

+�%� ����$�'"#����=��$��+",���"��&����$�'����
� +�$�������$���� 1.5 ��$� (�=���� 4.4.1) ���������}�

�2D�	���}�"��&����$�'����
� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.1 �$�'"#� (Vespa sp.) ���1�$+",����$��!���������� ���%��������
�����&�����'��&^ 1 

��� 
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4.4.2 ��
�""�
��������#���
���!�!!$%�&���K�
<,� 

�����>������D� gland extract ��������,'�%��& SDS-PAGE (�=���� 4.4.2) 	�+8�������

>D������� �������$��!'^$�����%���&��$� 45 ���"%�"��� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.2 ������!� gland extract ����$�'"#� *�&'"��>�� run 13% SDS-PAGE (lane M �
� 

marker, 1 lane GE �
� gland extract) 

 

�$��� �D�����&$���2D�	���$�'"#���������,'�%��& 2D-PAGE (�=���� 4.4.3) j"���������,'� 

	�������>D���� 21 spot ���������	��$��������2D�'������"�#"�&=$!�0$�� 27-50 kDa +",�$��

!' $̂��;� basic protein ���$� Isoelectric point (pI) �&=$�,'�$�� 8-10 (�������� 4.4.1) >����2� major 

spot 8=���%1��D� mass peptide fingerprint LC-MS/MS ����8����>���� 
=�&�	���#��
�����+",

������"&�+'$�0��� +"���D����������,'�j"���1%� >��>D���� 11 spot 1%�+�$ spot ��� VT1, VT2, VT7, 

VT8, VT10, VT11, VT13, VT15, VT16, VT18 +", VT19 +�$���J	�, VT1, VT2, VT10, VT11, 

VT15 +", VT16 ��$���2����1%��=� profile (�=���� 4.4.4) +",>��j"���������,'�"D�%����%�,���� 

(�������� 4.4.2) �����8>D�+��0��%���������'"��!��2D�	������$�'"#� ��;��"#$�!'^$ < 1%�%����2 

spot VT1 +", VT13 �
� hyaluronidase, spot VT2, VT15 +", VT16 �
� phospholipase, spot 

VT10 +", VT11 �
� albumin, spot VT7 +", VT18 �
� antigen 5, +", spot VT8 +", VT19 �
� 

dipeptidylpeptidase  
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��
��� 4.4.3 ���+&�������!��2D�	���$�'"#� (V. tropica) %��&������ 2D-PAGE �%&!0������� 20 

�g !0� IPG strip ���% 7 cm, pH 3-11 nonlinear �%&+&�!� second dimension %��& 13% SDS-

PAGE �$��'��&�"� �
� spot VT1 8�� VT21 ���1%��D�1�������,'�0��%������%��& LC-MS/MS 

 

�������� 4.4.1 �$� pI +",�2D�'������"�#"���������!��2D�	���$�'"#� >�����+&�����#���`%��&���� 

2D-PAGE 

 

spot  

��� 

Isoelectric  

point (pI) 

!$%�
!'� 

���<�,< 

 spot  

��� 

Isoelectric  

point (pI) 

!$%�
!'� 

���<�,< 

VT1 9.99 46  VT12 8.81 46 

VT2 9.99 38  VT13 8.41 47 

VT3 5.85 30  VT14 9.08 35 

VT4 5.63 30  VT15 8.48 35 

VT5 5.27 20  VT16 8.32 36 

VT6 9.90 27  VT17 9.20 39 

VT7 9.90 28  VT18 8.48 34 

VT8 6.51 51  VT19 10.51 103 

VT9 5.87 85  VT20 10.53 123 

VT10 5.81 85  VT21 10.55 142 

VT11 5.75 85     
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VT1 

VT2 

VT10 
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VT11 

VT15 

VT16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.4 j"���������,'�%��& LC-MS/MS ��� spot ��� VT1, VT2, VT10, VT11, VT15 +", 

VT16 >������D� 2D-PAGE ����2D�	���$�'"#� (V. tropica) 
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�������� 4.4.2 "D�%����%�,��������$����� spot VT1, VT2, VT7, VT8, VT10, VT11, VT13, 

VT15, VT16, VT18 +", VT19 >�����������,'�%��& LC-MS/MS +",�������&����&�"D�%����%�,

�������1%�>���������=" 

 
Spot
No. Reference scan Peptide Score

XC MW

VT1 gi|74772895|sp|Q5D7H4.1|HUGAB_VESV
U Hyaluronoglucosaminidase B 
(Hyaluronidase B) (Allergen Ves v 2b) 
[Vespula valgaris]

K.WDKSM*IEK.E  
K.ELDEIYPK.K  
K.INKDISIDLVR.K

30.22 40.0
7

 gi|116174182|emb|CAL59819.1| 
hyaluronidase homologue [Vespula 
germanica]

K.WDKSM*IEK.E  
K.ELDEIYPK.K  
K.INKDISIDLVR.K

30.22 33.7
8

VT2 gi|1709542|sp|P53357|PA12_DOLMA 
Phospholipase A1 2 (Allergen Dol m 1.02) 
(Dol m I) [Dolichovespula maculata]

K.YLTECIR.R, K.YIADFSK.I 
R.ICETDAHYVQILHTSSNLGTER.T  
R.LIGHSLGAQIAGFAGK.E 

38.33 38.0
7

VT7 gi|549184|sp|P35781|VA51_VESCR 
Venom allergen 5.01 (Antigen 5-1) (Ag5-
1) (Allergen Vesp c 5.01) (Vesp c V.01) 
[Vespa crabro]

K.TKEIGCGSIK.Y 
K.YIENGWHR.H 
K.VGHYTQM*VWAK.T 
K.FGISTKPNCGK.N  
K.AEKLEILK.Q  
R.QKVAQGLETR.G 

36.19

VT8 gi|110277461|gb|ABG57265.1| 
dipeptidylpeptidase IV [Vespa basalis]

R.FSNNGFNDVQR.V 
R.IYYLATGPGKPSQR.N 
R.KLGTVEVEDQISVTR.K 
K.M*LFEIYRK.L, R.SVIYAYIDGR.G 
R.LFLPHNFDESK.S 
K.DLTSVFK.C  
K.KVYSWEDNLSLR.S 

134.25

VT10 gi|4502027|ref|NP_000468.1| albumin 
preproprotein [Homo sapiens]

K.TCVADESAENCDK.S 
R.ETYGEM*ADCCAK.Q 
K.ADDKETCFAEEGKK.L 
K.DDNPNLPR.L
K.ADDKETCFAEEGK.K 
K.YICENQDSISSK.L 
K.AAFTECCQAADK.A 
K.TYETTLEK.C 
K.ECCEKPLLEK.S 
K.AEFAEVSK.L 
K.LKECCEKPLLEK.S 
K.VHTECCHGDLLECADDR.A 
R.FKDLGEENFK.A 
K.KYLYEIAR.R 
K.LVNEVTEFAK.K 
K.KQTALVELVK.H 
K.FQNALLVR.Y
R.RPCFSALEVDETYVPK.E 
K.LVAASQAALGL 
K.QNCELFEQLGEYK.F 
K.VFDEFKPLVEEPQNLIK.Q 
K.AVMDDFAAFVEK.C 
K.DVFLGM*FLYEYAR.R 
R.RHPYFYAPELLFFAK.R 
K.LVAASQAALGL. 
R.RHPDYSVVLLLR.L 

298.27 69.3
9
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Spot
No. Reference scan Peptide Score

XC MW

VT11 gi|4502027|ref|NP_000468.1| albumin 
preproprotein [Homo sapiens]

K.TCVADESAENCDK.S 
K.CCAAADPHECYAK.V
R.ETYGEM*ADCCAK.Q 
K.ADDKETCFAEEGKK.L 
K.YICENQDSISSK.L 
K.AAFTECCQAADK.A 
K.CCTESLVNR.R  
K.TYETTLEK.C 
K.ECCEKPLLEK.S 
K.AEFAEVSK.L 
K.VHTECCHGDLLECADDR.A 
R.FKDLGEENFK.A 
K.KYLYEIAR.R 
K.YLYEIAR.R 
K.KVPQVSTPTLVEVSR.N 
K.LVNEVTEFAK.K 
K.SLHTLFGDK.L  
K.VPQVSTPTLVEVSR.N 
R.RPCFSALEVDETYVPK.E 
K.LVAASQAALGL 
K.VFDEFKPLVEEPQNLIK.Q 
K.AVMDDFAAFVEK.C 
R.RHPDYSVVLLLR.L 
K.DVFLGM*FLYEYAR.R 
R.RHPYFYAPELLFFAK.R 
K.ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK.L 
K.DVFLGM*FLYEYAR.R 

298.28 69.3
6

VT13 gi|1346322|sp|P49371.1|HUGA_DOLMA 
Hyaluronoglucosaminidase 
(Hyaluronidase) (Allergen Dol m 2) (Dol m 
II) [Dolichovespula maculata]

K.KM*IELEASK.R 
K.M*IELEASKR.F  
R.LFM*EETLK.L 

54.15

VT15 gi|1709542|sp|P53357|PA12_DOLMA 
Phospholipase A1 2 (Allergen Dol m 1.02) 
(Dol m I) [Dolichovespula maculata]

K.YLTECIR.R
R.NECVCVGLNAK.E  

20.22 33.7
8

VT16 gi|1709542|sp|P53357|PA12_DOLMA 
Phospholipase A1 2 (Allergen Dol m 1.02) 
(Dol m I) [Dolichovespula maculata]

R.NECVCVGLNAK.E  
K.YLTECIR.R
R.ICETDAHYVQILHTSSNLGTER.T  
R.LIGHSLGAQIAGFAGK.E  

40.19 33.7
8

VT18 gi|6136165|sp|P81657|VA5_VESMA 
Venom allergen 5 (Antigen 5) (Ag5) 
(Allergen Vesp m 5) [Vespa mandarinia]

K.FGISTKPNCGK.N  10.16

VT19 gi|167782086|gb|ACA00159.1| 
dipeptidylpeptidase IV preproprotein 
[Vespula vulgaris]

R.FWSDCFSLSHAH 
K.VYSWENNLSLR.K  
R.QLQEM*FPWIDSK.R  

50.21
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4.4.3 ����%�"���,�3�6, ���
�<%��'"����	���!, ���=��"'���<	>�3�6������?�&

#����!*[�� Hyaluronidase �!!$%�&���K�
<,� �<	����������!��"������!&�� 

 ���1?�� hyaluronidase ��;�������,���'"���&$��'����!��2D�	�� %����2� ���
����>,0$�&!'�

����8���"1�����D���� _���` ������ +",��>�D�1���,&#���!0���,�&0��1%��$�1� 

 

4.4.3.1 ������=>�3�6#����!*[�� hyaluronidase �!!$%�&���K�
<,� 

 >�����
����_����̀�����1?�� hyaluronidase !��2D�	���$�'"#� �%&������ substrate gel 

zymography (�=���� 4.4.5) 	�_����̀�� hyaluronidase !��2D�	�� ��
������&����&�_���`������1?��

!��2D�	������$�'"#������������0��%�$�� < 1%�+�$ �$�'����
� (V. affinis), +������0��� 

(Heterometrus laoticus), �=�'$� (Naja naja siamensis), �=>���� (Ophiophagus hannah), �,��� 

(Scolopendra subspinipes dehaani) (�=���� 4.4.6 +", 4.4.7) 	��$� ��
��!0������]������!��2D�	��

!�"����&���� 	���$�'"#���_����̀=��#% ���"����
� �2D�	���$�'����
� +",�2D�	��+������0��� ����$���!>

�
� 	���=�'$� +",�=>���� ��
��1�$	�_���`������1?����2�"& ���'�#��;��	��,�$� 	���=��2����?����&=$!�

�"#$� elapid ���_���`%��& meurotoxin ����&=$!��2D�	�� ?�����_���`!����&��&�2�����$���,+���,���1�

����"�����
2���,���"����������"�2&�"=�%��&�� ���'�#���������&0���� �
� ���'�&!>1�$1%� _����̀��

���1?�� hyaluronidase >��1�$�%%�%$�	�!��2D�	���=��2���� 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.5 ������>_����̀�����1?�� Hyaluronidase !��2D�	���$�'"#�%��&���� substrate gel 

zymography �=�?��& ��;�����D��>"��&���%��& Coomassic Billiant blue �$���=���� 

��;����'�_���`������1?�� %��&���&����>"%��&�� Alcian blue (G = venom gland extract, V = 

venom) 

G V M 

38 

31 

24 

kDa 

G V 
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��
��� 4.4.6 ������>_����̀�����1?�� Hyaluronidase %��&���� substrate gel zymography �=�?��&

��;�����D��>"��&���%��& Coomassic Billiant blue �$���=���� ��;����'�_���`������1?�� %��&

���&����>"%��&�� Alcian blue (lane M �
� marker, lane 1 �$��	������$�'"#� (V. tropica), lane 

2 �2D�	������$�'"#� (V. tropica), lane 3 �2D�	������$�'����
� (V. affinis), lane 4 �2D�	�����+��

����0��� (H. laoticus), lane 5  	���=�'$� (N. n. siamensis), lane 6 	���=>���� (O. hannah), lane 7 

	���,��� (S. s. dehaani), �#� lane !0������]������ 5 1����������$����)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.7 ������>_����̀�����1?�� Hyaluronidase %��&���� substrate gel zymography �=�?��&

��;�����D��>"��&���%��& Coomassic Billiant blue �$���=���� ��;����'�_���`������1?�� %��&

���&����>"%��&�� Alcian blue (lane M �
� marker, lane 1 �$��	������$�'"#� (V. tropica) 5 

1��������, lane 2 �2D�	������$�'"#� 5 1��������, lane 3 �2D�	�����+������0��� 5 1��������, 

lane 4  	���=�'$� 5 1��������, lane 5 	���=>���� 5 1��������, lane 6 	���,��� 5 1��������, 

lane 7 �$��	������$�'"#� 10 1��������, lane 8 �2D�	������$�'"#� 10 1��������, lane 9 �2D�	��

����$�'����
� (V. affinis) 5 1��������)  

1 2 3 4 5 6 7 M 1 2 3 4 5 6 7 M 

1 2 3 4 5 6 7 M 8 9 1 2 3 4 5 6 7 M 8 9 
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>�����
����_����̀�����1?�� hyaluronidase !��2D�	���$�'"#� �%&������ 2D-PAGE 

Activity gel assay (�=���� 4.4.8) 	�_����̀�����1?���&$���%$�0�% 2 spot >����%�$��$�>,�� 2 isoform 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.8 ������>_����̀�����1?�� Hyaluronidase !��2D�	���$�'"#�%��&���� 2D-PAGE Activity 

gel assay (G = venom gland extract, V = venom) 

 

4.4.3.2 �����'� Genomic DNA #���K�
<,��&Q������
̂!��K�""�!���
�<%��'"!���<���*���

�<	<%��'"����	���!#����!*[�� hyaluronidase 

�	
����;����'�"D�%������"���1�%�+","D�%����,�,����������1?�� hyaluronidase %��&���� 

PCR >��1%���������% Genomic DNA >�����&�,�$�� < �������$�%��&���� phenol chloroform (�=���� 

4.4.9) +",��������+��1	������ �%&!0����+��>�����1?�� hyaluronidase ��� hymenoptera 

0��%�$�� < (�������� 4.4.3) �$��j"����	���>D����&��%��&���� PCR (�=���� 4.4.10) ��2� &��1�$��,��

j"�D���}>  

 

 

 

��
��� 4.4.9 j"������% Genomic DNA 

>�����&�,�$�� < ����$�'"#� �%&��� lane 

M �
� marker, lane 1 +", 2 >���$�� 

thorax,  lane 3 >�� abdomen +", lane 

4 >���$��	�� 

 

 

 

2313
9416 
6557 
4361 
2322 
2027 

564 

125 

M 1 2 3 4
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�������� 4.4.3 +�%� primer ���!0�!�����	���>D����&��������1?�� hyaluronidase %��&���� PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.10 j"����	���>D����&��������1?�� hyaluronidase ����$�'"#�%��&���� PCR  
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4.4.3.3 ����������!��"���=%��&�	�K���!*[�� hyaluronidase #��!$%�&���K�
<,� 
 �	
����;�����="	
2����!����	�����?�#$�����	�� >D���;����������+������%���������$�������

�����_���`�%$�!��2D�	�� +"���D�1��D� neutralization assay %����2� !����2���21%��D���������+������%����

�����$����1?�� hyaluronidase !��2D�	���$�'"#� j"������>�$�1���������+������%�������$�

���1?�� hyaluronidase (�=���� 4.4.11) 	��$� +������%�>��1%����+8������� hyaluronidase �&$��

>D��	�,����$�1������ 1:10 �$��� 1%�'��$� PD100 ����2D�	���$�'"#� ���$���$���� 0.011 mg/ g Body 

weight (�������� 4.4.5) �$���$� PD100 ����2D�	���$�'����
����$���$���� 1.202 mg/g body weight 

(�������� 4.4.6) ��
���%���!�>�2�'��% +�%��$� �2D�	���$�'"#���_���`�#�+����$��2D�	���$�'����
���$� 

100 ��$��"&���%�&� (�&$��1��}����$�%���"$��&���D���!0��� �&����&�!���1�$1%�) >����2� ��
���D����

���>����������_���`��� anti-hyaluronidase antibody %��&���� Neutralization assay (�=���� 

4.4.12 +",�������� 4.4.7) 	��$� ��
��!0� Venom �$� Serum !�������$�� 1:12 >,1�$	������&

���>�2�'��%�"& +�%��$� anti-hyaluronidase antibody �����8����_����̀���2D�	��1%� +�%�!'��'}�

8���������� hyaluronidase !��2D�	���$���;�������,���'��������D���^!��2D�	�� 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.11 j"������>1������!�?����'�=8��>������8=���,�#��%��&���1?�� hyaluronidase >���2D�

	���$�'"#�%��&���� Western immunoblotting (G = gland extract venom, V = venom) 

 

 



 -136- 

�������� 4.4.5 �$� PD100 ����2D�	���$�'"#� 

 

Venom 

( 6.862 �g Protein/�l) 
Paralyzed crickets after injection with V. tropica venom 

2 �l  4/4 

0.5 �l 4/4 

0.25 �l 3/4 

PD100 = 0.011 mg/ g Body weight 

 

�������� 4.4.6 �$� PD100 ����$�'����
� 

 

Venom (72.13 �g Protein/�l) 

 

paralyzed crickets after injection with V. 

affinis venom 

7 �l 4/4 

5 �l 4/4 

2 �l 3/4 

PD100 �$�'����
� 1.202 mg/g body weight 
 

 

 
 

 

 

 

 

��
��� 4.4.12 ����D� Neutralization assay ��� anti-hyaluronidase antibody 
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�������� 4.4.7 +�%�>D���������%0�������>�2�'��%*�&'"��1%�����2D�	���$�'"#�j����� anti-

hyaluronidase antiserum 

Venom: Serum paralyzed crickets after injection with  

V .tropica venom 

1:4 2/4 

1:8 1/4 

1:12 0/4 

 

4.4.4 ���
�<%��'"����	���!, ���=��"'���<	>�3�6������?�&#����!*[�� 

Phospholipase �!!$%�&���K�
<,� �<	����������!��"������!&�� 

 ���1?�� phospholipase �}��;�������,���'"������&$��'����!��2D�	�� %����2� ���
����>,

0$�&!'�����8���"1�����D���� _���` ������ +",��>�D�1���,&#���!0���,�&0��1%��$�1��0$���� 

 

4.4.4.1 ������=��">�3�6#����!*[�� phospholipase �!!$%�&���K�
<,�������3� colorimetric 

 ��}�����&$���2D�	��>���$�'"#� (V. tropica), �=>���� (O. hannah), �=�'$� (N. samensis), 

+������0��� (H. laoticus), �%���1| (S. germinata) +",������%>���$���,��	������$�'"#� �D�

�2D�	��+",������%>���$���,��	�����1%���j����� PBS buffer, pH 7.4 15 �l +", reaction 

solution �D�1���%�$����%=%�"
�+�� +"���D���] activity 	��$�1%��$� activity ������1?����$���� 

22,485.20 � 6,420.87, 48,404.83 � 1,876.65, 41,894.53 � 9,343.07, 81,148.56 � 6,447.32, 

14,216.86 � 2,778.93 +", 143,037.97 � 31,601.24 U/mg ���"D�%��  

 

4.4.4.2 ������=��">�3�6#����!*[�� phospholipase �!!$%�&���K�
<,�������3� 

zymography 

 ����&� 13% separating gel +", 4% stacking gel +�� native-PAGE ����� 5 mg/ml 

phosphatidylcholine j��!� separating gel %��& ����&�����&$���2D�	��>���$�'"#�, �=>����, �=�'$�, 

+������0���+",������%>���$���,��	������$�'"#�!� solubilizing buffer �D���+&�%��& gel 

electrophorsis &����>" +"��������+8�!�������%��2� (�=���� 4.4.13 +", 4.4.14) 	� clear zone !�

�"�����'"%	���=>����, 	���=�'$�, �2D�8����'"
�����%, ������%>���$���,��	������$�'"#�+",	��

+������ �%&	� clear zone 0�%����#%!� lane �����;�������%>���$���,��	������$�'"#� �D�'���

�"�����'"%�2D�8����'"
�����%	� clear zone ��;�+8�'����+8� �$���"�����'"%������ BSA ?���!0�

��;� negative control 1�$	� clear zone !%!% +���$�>,	�+8�������'"�&+8�>�����&���%��& 

0.1% coomassie brilliant blue R250 (�=���� 4.4.13) >����2��D�������>����%&_���`������1?�� 

phopholipase !�	���=>����, 	���=�'$�, 	���$�'"#�, ������%>���$���,��	������$�'"#�+",	��

+������ �%&!0�����&$�� 1 +", 2 �g ���"D�%�� (�=���� 4.4.14) 	� clear zone 0�%�>�����#%!� lane 



 -138- 

�����;�	���$�'"#�+",������%>���$���,��	������$�'"#� +���$�>�����&���������%��& 0.1% 

coomassie brilliant blue R250 >,	�+8�������1�$������ >,�'}�1%��$�j"������>���_���`���

���1?��%��&���� zymography ��2���%�"������j"���1%�>������ colorimetric  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.13 j"������>���_���`������1?�� phospholipase %��&���� zymography �%&!0�����&$�� 

5 �g (A: &���%��& 0.1% coomassie brilliant blue R250, B: &���%��& 0.1 M Tris-HCl, pH 7.4 ����� 

20 mM CaCl2 +", 0.12% Rhodamine 6G, lane 1: 	���=�'$�, lane 2: �2D�8����'"
�����%, lane 3: 

������%>���$���,��	������$�'"#�, lane 4: 	��+������ +", lane 5: BSA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.14 ������>���_���`������1?�� phospholipase %��&���� zymography �%&!0�����&$�� 1 

+", 2 �g (A: &���%��& 0.1% coomassie brilliant blue R250, B: &���%��& 0.1 M Tris-HCl, pH 7.4 

����� 20 mM CaCl2 +", 0.12% Rhodamine 6G, lane 1, 2: 	���=>����, lane 3, 4: 	���=�'$�, lane 

5, 6: 	���$�'"#�, lane 7, 8: ������%>���$���,��	������$�'"#�, lane 9, 10: 	��+������) 
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4.4.4.3 ���
�<%��'"!���<���*���#�� phospholipase �!!$%�&��#���K�
<,� 

�����>��������% RNA >���$���,���2D�	������$�'"#� �D�������% RNA >���$���,���2D�

	������$�'"#�%��& RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare, UK) +"�����>��� RNA ���

���%1%�%��& 1.2% agarose gel electrophoresis ��
���D� RNA 1���%�$����%=%�"
�+����� 260 +", 

280 nm 	��$� ����������#���`�=�	��D�'��������;�+�$+�� (template) !�����������,'� cDNA >��

�D����������,'� first strand cDNA +"��!0���;�+�$+��!����'�"D�%������"���1�%�%��&�~�����&� 

polymerase chain reaction (PCR) �%&!0� RevertAid
TM

 First Strand cDNA Synthesis Kit 

(Fermentas, EU) %��& primer ������+��>�� phospholipase A1 ���+�"�!���
��%�&���� �
� 

Dolichovespula maculate, Vespula germanica +", Vespula vulgaris (�������� 4.4.8) 1%� PCR 

product ���% 270 bp (�=���� 4.4.15) >��1%��$�1�'�"D�%������"���1�%� ���
=�&��]=0�����&�  

(Biomolecular Analysis Service Unit) *����0�0������  �],+	�&
����� �'����&�"�&���+�$� 

(�=���� 4.4.16) �&$��1��}��� "D�%������"���1�%����1%���2�'�%&��1�$	������'�
�����������0��%!% 

< !��������="����0
���$�>,��;�������!�+�"� 

 

 

�������� 4.4.8 Primer �D�'��� RT-PCR �	
���	���>D����&�� phospholipase A1 ��� V. tropica 

 

Primer <%��'" 

Forward primer PLAF1  CGGT(G/T)GG(C/A)TATAT(T/C)GC 

Forward primer PLAF2  (C/A)GATGG(C/A)GT(G/T)TATCT(T/G)AC 

Forward primer PLAF3  GCTGCTGGAAAA(C/T)AA(T/A)CG(C/A) 

Forward primer PLAF4  GC(G/A)GGCAAAGA(A/G)TT(T/C)CA(G/A) 

Forward primer PLAF5  (G/T)AAAGC(G/C/T)GT(G/T)GAAAA(C/T)AC 

Forward primer PLAF6  AA(C/T)AT(T/A)CG(C/A)CTGATTGG(C/A) 

Reverse primer PLAR1  AGGATA(T/C)TTCTTTGCGTT(T/C) 

Reverse primer PLAR2  C(G/A)TCTGTCTCGCAAA(T/G)TC 

Reverse primer PLAR5 T(C/T)GATGTATGTAAAATTTG 

 



 -140- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.15 +�%� RT-PCR product ���&�� phospholipase ����$�'"#� %��& primer �=$ VPLA2F1 

+", VPLA2R1 �%&!0� RNA ��;�+�$+�� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.16 j"���'�"D�%������"���1�%����&�� phospholipase A2 ����$�'"#� �%&
=�&��]=

0�����&� (Biomolecular Analysis Service Unit) *����0�0������ �],+	�&
����� 

�'����&�"�&���+�$� "=�
�+�%��D�+'�$�>����� reverse primer 

 

 

M 1 2 

~270 bp 
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4.4.4.4 ���@<����!��"������=%��&�	�K���!*[�� phospholipase �!
!�_�"='�� 

 �	
����;�����="!����	�����?�#$������$�������_���`'"��!��2D�	�� ?��� phospholipase �}��;�

������,���'"���&$��'���� >��1%��%"�������+������%�!�'�=8��>��� +"���D����D� neutralization 

assay �%&�����>�������,�#��'�= 6 ������2�+��%��&	���$�'"#� �D������,�#��*=���#�����?2D�%��&

�����������%�$��
� phospholipase (>��j"������,'�%��& 2D-PAGE) ��}�?���� +"���D�?�������1%�1�

���>'��$� titer +",����>D��	�,%��&���� Western immunoblotting ����$�����>
�>�� 1:10 (�=���� 

4.4.17) 	��$��J	�,'�=������ 4 +", 5 ��$���2� ���	�+8����������%��� 35 kDa %����2� >����%�$� 

'�=��2������������+������%��$����1?�� phospholipase 1%�%��&�$�1������ 1:10 >��1%��D�1����>

�������_����̀$��2D�	���$�'"#�%��& neutralization assay (�������� 4.4.9) 	��$�+������%������8

"�"����2D�	��1%������%�$�� �2D�	���$�?���� 1 �$� 10 ?�����%�$� phospholipase ��;�������,����D���^

!��2D�	�� +���	�&�&��&�2� phospholipase �	�&�����%�&��}"%_���`1�1%� ?�����>!0���;�+�����!����

	�����?�#$�����	��1%� 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.17 j"������>1������!�?����'�=8��>������8#���,�#��%��&���1?�� phospholipase >���2D�

	���$�'"#�����$�1������ 1:10 (lane M �
� marker, lane V �
� crude venom, lane P �
� pre-

immunized serum, lane B2 �
� serum *�&'"�� second booster) 

 

�������� 4.4.9 Neutralization assay ��� anti-phospholipase antibody �����$��2D�	���$�'"#� 

 

Venom: Serum 

 

paralyzed crickets after injection with V. 

tropica venom 

1:4 2/4 

1:8 1/4 

1:10 0/4 
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4.4.5 #���
���"����"�	
�K��!$%�&��#���K�
'���Q� (V. affinis) �<	�K�
<,� (V. 

tropica) 

�������2����0��%�&=$!���,�=" (genus) �%�&���� ���=��$���"��&��� �#�����&�%&����1��"��&��� 

&������8������D���� �$�'����
��D���������1�� �],����$�'"#��D�����&=$!��	��%�� (>��1%�0
���$��$�'"#�) 

+�$�2D�	����_���`+���$�������� �D�'����$�'����
���2� ��_���`�#�+����� �%}��"}� < +",��0�� ��>

���&0����1%� '��8=��$�&+���	�&�����%�&� ?����}�����;��$���&=$���� +�$�D�'����$�'"#���2� >���D����

�"$����0������!�'�=$�����?�&��?� �D��"������
2�� �D��*�
�������� >��'��%���	�� ����$��$�

'"#������8�D����&��������%!'^$ �0$� ������& ���&0����1%� +�%�!'��'}��$��2D�	������$�'"#���>��

_���`�#�+��&�����$� ���j=���>�&>��1%��%�������+������2D�	��!�>�2�'��% 	��$� �2D�	������$�'"#�!'�

�$� paralyzed dose 100 (PD100) ��D���$��2D�	������$�'����
�8����$� 100 ��$� (�������� 4.4.5 +", 

4.4.6) +�%��$��2D�	������$�'"#���_����̀#�+����$���� 100 ��$� ��
��������,'��=�+��>�� 2D-PAGE 

	��$� �=�+�����������!��2D�	���"��&�"����� (�=���� 4.4.18) +",�D�+'�$��������������,�#1%� ��

�����������;�������,����D���^ < �&=$ 4 0��% �
� dipeptidylpeptidase,  hyaluronidase, 

phospholipase +", venom allergen 5 (�$�� Vespumin ��2�	��$���������&���_%=��" >,	����

!�0$�����_%=���������1�$ ��
���>���'"}�!���;����&�,%�%+�"���>���$����1�$ ?����$������;��$�

������&��2���2� +��>,1�$��'������!�������1�$+"�� +�$&����	���"�=���?�����;�������,������1�$1%�!�

�2D�	��!����0$����"� �%&�J	�,���_%=��?�����;���"�������	^���������1�$��;�>D�������) ��
��

�D���'���%�$�����������,���+�$",0��% �%&!0�����D���] %����2 

 

 

 

  

 

 +"���D��� plot ���|���"� (�=���� 4.4.19) 	��$� �����]��� dipeptidylpeptidase, 

phospholipase +", venom allergen 5 ��>1�$�$�&+���$�������� +�$�����]��� hyaluronidase 

��2� !��$�'"#��������]�����$��$�'����
�8����
�� 3 ��$� ��%�$� hyaluronidase �$�>,�������

�D���^!���
�������+������2D�	�� 
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��
��� 4.4.18 �=�+�����������������������!��2D�	���$�'����
� (V. affinis) +",�$�'����
� (V. 

tropica) ��
��������,'�%��& 2D-PAGE +�%�0��%�������������,�#1%�0�%�>�+"��%��&���� LC-MS/MS  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.4.19 ���|���"�+�%���%�$�����������+�$",0��%�$�j"��������������2�'�% 
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��!��� 4.5 ��
�""�
��������#���
���!�!!$%�&���	#�" (Scolopendra 

subspinipes dehaani) ���
�<%��'"����	���!, ���=��"'���<	>�3�6������?�&

#���
���!���>�3�6�!!$%�&�� 

 

4.5.1 �	#�"�<	������&��  

�,������?
2�>��0������!�",+��!�"����&�����'����&�"�&���+�$� �J	�,�����}���& 

(���%���� 10 ?�.) !��������", 40-50 ��� +"���D����"�2&�1��!��=���,>�!�'����"�2&���������

*����0�0������ �],���&�
����� �'����&�"�&���+�$� (�=���� 4.5.1) ?��������#]'*=��1�������� 

28�C !'��"����%�"}� 1���%
��+",+�"���;���'�� ���%�'�", 1 ���2� �2D�	���,��� ��%	��1%�

���0}��%��&�����&}��	
��!'��&=$���� >����2���,�#�����'"�������2D�	��%��&���0}��%��&1||�� 100 V 

duration 1-msec �������8�� 10 Hz %��&���
��� Grass stimulator model S88 (�=���� 4.5.2) �%&�$�

���
���0}��1||��������������]���2&�	�� (forcepules) ��}��2D�	��!� microtube ����#]'*=�� -30 �C �	
��

!0�����$�1�  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.5.1 (A-C) �,��� (Scolopendra sp.) ����D����"�2&�!�'���������"�2&� (D) +�%����2&�	�� 

(forcepules) 
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��
��� 4.5.2 (A) ���
���0}��1||��!0�!������,�#�����'"����2D�

	�� (B-E) ��2���������%	���,��� (E) �2D�	�� (venom) 

>�����2&�	��  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

4.5.2 ��
�""�
��������#���
���!�!!$%�&���	#�" 

 

4.5.2.1 ���������	
��
���!�!!$%�&��������3� Tris-tricine SDS-PAGE 

'"��>���D� crude venom protein ���D�������>���+��+j��������� 16.5% Tris-

tricine SDS-PAGE (�=���� 4.5.3) 	��$������8+&�+8�������������2D�'������"�#"��D� < 1%�%� +",��

������+8�'"�� 2-3 +8���;�������,��� ?���������������2D�'������"�#"��D��$��!'^$>,��;����������

����&�������� neurotoxin, antimicrobial peptide '�
���>>,��;���}�1?�� phospholipase ?�����

�2D�'������"�#"��,��] 13 KDa �'�
��������	�!��=  %����2�������������2D�'������"�#"��D��'"$���2>��

��;��������"#$�����$���!>���>,�D�1�
�����$� 	��$� ������!��2D�	��8=�+&��'}�+8����0�%�>� +",��

+��+j��������������"��&�"����� �%&	�+8�������'"������2D�	���,��� 3 +8� ������2D�'���

���"�#"��,��] 23, 27 +", 45 kDa  

 

4.5.2.2 ���������	
��
���!�!!$%�&��������3� 2D-PAGE  

>�����������,'�������!��2D�	��%��&���� 2D-PAGE (�=���� 4.5.4) 	� spot >D������� +",

��
��������,'� spot %��&���+��� ImageMaster 2D platinum 	� 57 spot (�������� 4.5.1) +",

	��$� �������$��!'^$+"�������%!'^$��$� 24 kDa +",�$��!'^$���$� pI �&=$�����,��] 5-10 

>����2��D����������,'�������!��2D�	��%��&���� 2D-PAGE ?2D� (�=���� 4.5.5) ��% spot ������'"�� 10 

spot (SC1- SC10) �$�������,'�'�"D�%����%�,��������$��%��&������ LC-MS/MS ����8����>���� 

���0. +",������,'��	
���,�#0��%��������� 



-146- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.5.3 +��+j�������!��2D�	���,������+&��%&���� Tricine-PAGE �%&!0� 16.5% acrylamide 

gel (A) �>"���&���%��& coomassie brilliant blue R -250 +",(B) &���%��& silver  M=Marker (kDa) 

Lane 1, 2 +", 3 =crude venom protein   
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��
��� 4.5.4 (A-C) +�%�+��+j��������2D�	������,������1%�>�����+&�%��& 2D-PAGE ?���!0� 

strip ���% 7 cm +",�=� D �
��=� C ���j$�����������,'�%��&���+��� ImageMaster 2D platinum 

j"���������,'�+�%�1��!��������� 4.5.1 

 

pH 3 pH 11 pH 3 pH 11 

97.0
66.0

45.0

30.0

20.1

14.1

DC

A B
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�������� 4.5.1 ����="�2D�'������"�#"+",�$� pI ����������$�� < !��2D�	���,�����
��������,'�%��& 

2D-PAGE +",���+��� ImageMaster 2D platinum 
 

Spot no. Spot ID MW pI  Spot no. Spot ID MW pI 

1 1940 136 10.8889  30 2025 47 5.81818 

2 1943 133 6.90000  31 2026 47 6.11932 

3 1950 123 7.06667  32 2030 46 7.10833 

4 1955 120 4.79545  33 2031 46 5.38611 

5 1970 90 5.71023  34 2032 45 3.75000 

6 1972 86 5.51705  35 2033 45 7.47727 

7 1973 86 5.61932  36 2038 44 8.72159 

8 1974 82 8.45739  37 2039 44 9.11364 

9 1975 80 8.78977  38 2052 34 9.23295 

10 1976 81 8.99432  39 2054 34 7.18333 

11 1977 74 6.40341  40 2062 30 5.46389 

12 1978 76 6.61667  41 2064 30 5.37500 

13 1979 73 6.49432  42 2065 30 5.63636 

14 1995 53 7.59091  43 2066 30 5.30000 

15 1996 53 8.14489  44 2082 24 9.84659 

16 1998 52 8.63636  45 2083 24 8.99432 

17 2000 51 9.01136  46 2084 24 9.35227 

18 2001 52 9.25000  47 2086 24 7.12500 

19 2007 47 5.44167  48 2087 24 6.60833 

20 2008 47 5.51705  49 2091 24 8.15909 

21 2009 48 9.55682  50 2095 23 3.15278 

22 2010 48 5.38889  51 2118 17 10.5556 

23 2012 47 5.99432  52 2120 16 6.07386 

24 2013 48 6.18750  53 2122 15 8.61932 

25 2016 47 5.65909  54 2126 14 10.0667 

26 2017 47 6.33523  55 2127 14 8.97727 

27 2018 48 6.42045  56 2129 14 10.6222 

28 2019 48 9.19886  57 2141 10 10.7333 

29 2021 46 10.7556      
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��
��� 4.5.5 +��+j��������2D�	������,������1%�>�����+&�%��& 2D-PAGE  �%&!0�  strip gel ���% 

7 cm pH 3-11, nL (16% SDS acrylamide gel) ?���+�%� spot �$��<  +",��% spot >D���� 11 spot 

�$�'�"D�%����%�,��������$���%&������ LC-MS/MS (Liquid Chromatography Tandem Mass 

Spectrometry) ����8����>���� �D�������	�������&�
�����+",������"&�+'$�0��� (���0) 
 

 

 

4.5.2.3 ����	",�!��#���
���!�������
����� BLAST �!`�!#����< NCBI 

 '"��>����% spot �$�1�������,'�%��&������ LC-MS/MS ����8����>���� 	��$�1�$�����8

�,�#0��%���������1%� %����2�>���D� De novo sequence ���1%�1� BLAST !��������=" (�=���� 4.5.6 

8�� 4.5.14 +",�������� 4.5.2 8�� 4.5.10) �%&j">������,�#0��%����������%& BLAST !�

�������=" NCBI ��#�1%�%����2 

spot SC1 +", SC2 	��$��
� Venom allergen protein 

spot SC4, SC5 +", SC9 �
� Serine protease 

spot SC6 +", SC8 �
� ���1?�� trypsin 

 spot SC10 �
� Hyaluronidase ?�����;���}�1?������D�'������ catalyze ��%1�&�"=�����!�

�$����& ?���>,�	������������8!�����"
��j$�������� ���&�1%��$���;� spreading factor 

spot SC3  +", SC7 1�$�����8�,�#0��%���������1%� 
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Spot SC1 
- MW 23    - 3D view ��� 2D-PAGE 
- pI 9.5 
 
- De novo sequence  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- Peptide sequence  SHHWNDELAANAQR 
- M/Z   825.51
- Score   37.3 %   
- Protein blast  Venom allergen 

 

��
��� 4.5.6 j"���������,'�0��%������������ spot SC1 %��& LC-MS/MS 

 

�������� 4.5.2 0��%�������������,�#1%�>�����������,'� spot SC1 %��& LC-MS/MS 

Organism Protein name Score (%) 

Schistosoma mansoni venom allergen-like (VAL) 23 protein 32 
Pachycondyla chinensis Pac c 3 allergen 29.1 
Ixodes scapularis 5/SCP domain-containing protein 28.2 
Nasonia vitripennis antigen 5-like protein 1 27.8 
Lycosa singoriensis Venom allergen 26.9 
Aedes aegypti allergen 26.9 
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Spot SC2 
- MW 22    - 3D view ��� 2D-PAGE 
- pI 7.9 
 
- De novo sequence  

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- Peptide sequence  NSYLMCQYGPGGNYR 
- M/Z   899.15
- Score   81.7 %   
- Protein blast  Venom allergen 
 
 
 
 
 
 

 

��
��� 4.5.7 j"���������,'�0��%������������ spot SC2 %��& LC-MS/MS 
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�������� 4.5.3 0��%�������������,�#1%�>�����������,'� spot SC2 %��& LC-MS/MS 
 

Organism Protein name Score (%) 
Mesocestoides vogae cysteine-rich secreted protein 2 precursor 38.0 
Ancylostoma ceylanicum secreted-protein 1 precursor 33.7 
Polistes exclamans allergen Pol e 5 precursor 33.3 
Polybia scutellaris venom allergen 5  32.5 
Dolichovespula maculata antigen 5 precursor 32.5 
Caenorhabditis elegans Venom-Allergen-like Protein family member (vap-1) 30.8 
Schistosoma mansoni venom allergen-like (VAL) 28 protein 29.1 
Rhynchium brunneum venom antigen 5 29.1 
Vespula maculifrons venom allergen 5 29.1 
Nasonia vitripennis antigen 5-like protein 1 28.2 

 

 

Spot SC3 
- MW 22    - 3D view ��� 2D-PAGE 
- pI 7.1 
 
 

�������� 4.5.4 j"���������,'�0��%������������ spot SC3 %��& LC-MS/MS 

 
Fragment 

no. 
Peptide seqeunce M/Z  Score (%) Protein blast  

1 MPTVVEGSLVVGLK 482.69 50.9 - 
2 MPDELLEK 495.37 20.7 - 
3 CGELDASLAPR 594.4 45.2 - 
4  HRGALAGTTVGR 599.65 100 - 
5 APSTYGQVSVSDK 670.15 50.2 - 
6 ESAENE(OxM)VVNTR 699.17 44.1 - 
7 MKLTNTANYDYR 746.14 52.1 - 
8 SSTGGVDTANYDYR 753.51 18.4 - 
9 YPGGKNLAGMSSSGDQK 849.04 12.3 - 

 

Spot SC4 
- MW 26    - 3D view ��� 2D-PAGE 
- pI 5.4 
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- De novo sequence  
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Peptide sequence  VDDNDLMLLK 
- M/Z   588.59
- Score   62.3%   
- Protein blast  Kallikein, Serine protease 
 

 

��
��� 4.5.8 j"���������,'�0��%������������ spot SC4 %��& LC-MS/MS 

 

�������� 4.5.5 0��%�������������,�#1%�>�����������,'� spot SC4 %��& LC-MS/MS 
Organism Protein name Score (%)

Mus  musculus kallikrein 14 29.9 
Rattus norvegicus kallikrein 14 29.9 
Bos taurus Kallikrein-related peptidase 14 27.8 
Canis lupus familiaris kallikrein-related peptidase 10 27.4 
Equus caballus kallikrein-related peptidase 10 27.4 
Homo sapiens kallikrein 10 27.4 
Pan troglodytes kallikrein 10 27.4 
Macaca mulatta kallikrein 10 27.4 
Apis mellifera CG2658-PA 27.4 
Aedes aegypti serine protease inhibitors, serpins 26.9 
Gadus morhua putative granzyme 26.9 
Ornithorhynchus anatinus trypsin-like serine protease 26.5 
Danio rerio novel protein containing trypsin domains 26.5 
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Spot SC5 
- MW 28    - 3D view ��� 2D-PAGE 
- pI 5.3 
 
- De novo sequence of Peptide fragment no.1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Peptide sequence  MGELEYNSQPAK 
- M/Z   693.07
- Score   34.2%  
- Protein blast  Cystein peptidase, Substilisin-like serine protease 
 
 

 

 

 

��
��� 4.5.9 j"���������,'�0��%������������ spot SC5 (fragment ��� 1) %��& LC-MS/MS 
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- De novo sequence of Peptide fragment no.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- Peptide sequence  ALTGLFSGNDQVTK 
- M/Z   726.70
- Score   22.1% 
- Protein blast  Putative serine protease 
 
 

 

 

��
��� 4.5.10 j"���������,'�0��%������������ spot SC5 (fragment ��� 2) %��& LC-MS/MS 

 

 

�������� 4.5.6 0��%�������������,�#1%�>�����������,'� spot SC5 (fragment ��� 2) %��& LC-

MS/MS 

Organism Protein name Score (%) 
Leishmania brasiliensis Cystein peptidase 26.5 
Spirosoma linguale Substilisin-like serine protease 25.2 
Human astrovirus Serine protease 25.7 
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Spot SC6 
- MW 44    - 3D view ��� 2D-PAGE 
- pI 5.5 
 
- De novo sequence  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Peptide sequence  RDDGWGSQLSGWGNTR 
- M/Z   897.71
- Score   23.6% 
- Protein blast  Spinesin, Trypsin, Serine protease 

 

��
��� 4.5.11 j"���������,'�0��%������������ spot SC6 %��& LC-MS/MS 

 

 

�������� 4.5.7 0��%�������������,�#1%�>�����������,'� spot SC6 %��& LC-MS/MS 

 

Organism Protein name Score (%) 
Mus musculus transmembrane protease, serine 5 (spinesin) 27.8 
Streptosporangium roseum Trypsin-like protein serine protease 26.9 
Aedes aegypti Trypsin 26.1 
Culex quinquefasciatus Trypsin 1 25.7 
Lutzomyia longipalpis putative trypsin 25.7 
Nasonia vitripennis Serine protease 25.7 
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Spot SC 7
- MW 47    - 3D view ��� 2D-PAGE 
- pI 5.5 
 

 

�������� 4.5.8 0��%�������������,�#1%�>�����������,'� spot SC7 %��& LC-MS/MS 

 

Fragment 
no. 

Peptide seqeunce M/Z  Score (%) Protein blast  

1   DVMLDASLAPR 593.05 54.6 - 
2 TALNNPETGAAVVVRK 821.84 7.3 - 
3 TAQYNGSAVALNYRK  829.49 16.9 - 
4  MLMQACEDEVPYR 838.77 39.8 -
5 FKTGANGDLNLTAENK 846.74 96.6 - 
6 YTEQENGELVDLLKYK 971.24 99.8 - 
7 YRELMQAGDECAQMLK 988.1 12.6 - 
8 FSKVGTYDYVELYTRVNK 1091.16 13.2 - 

  



-158- 

Spot SC 8
- MW 43    - 3D view ��� 2D-PAGE 
- pI 5.7 
 
- De novo sequence  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Peptide sequence  MLYGWGPNVSGWGNTR 
- M/Z   898.27
- Score   19.4% 
- Protein blast  Trypsin 
 

 

 

  

 

��
��� 4.5.12 j"���������,'�0��%������������ spot SC8 %��& LC-MS/MS 

 

 

�������� 4.5.8 0��%�������������,�#1%�>�����������,'� spot SC8 %��& LC-MS/MS 

 

Organism Protein name Score (%) 
Aedes aegypti Trypsin 29.1 
Culex quinquefasciatus Trypsin 2 26.5 
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Spot SC9
- MW 43    - 3D view ��� 2D-PAGE 
- pI 5.9 
 
- De novo sequence  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Peptide sequence  FPNEMYEGQVAK 
- M/Z   715.13
- Score   13.9% 
- Protein blast  Serine protease snake 
 

 

��
��� 4.5.13 j"���������,'�0��%������������ spot SC9 %��& LC-MS/MS 

 

 

�������� 4.5.9 0��%�������������,�#1%�>�����������,'� spot SC9 %��& LC-MS/MS 

 

Organism Protein name Score (%) 
Aedes aegypti Serine protease snake 26.5 
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Spot SC10
- MW 13    - 3D view ��� 2D-PAGE 
- pI 6.3 
 
- De novo sequence  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Peptide sequence  LKSPNGSQEASDAERK 
- M/Z   859.19
- Score   17.0 % 
- Protein blast  putative hyaluronidase 
 

 

 

��
��� 4.5.14 j"���������,'�0��%������������ spot SC10 %��& LC-MS/MS 

 

�������� 4.5.10 0��%�������������,�#1%�>�����������,'� spot SC10 %��& LC-MS/MS 

 

Organism Protein name 
 

Score (%) 

Lutzomyia longipalpis Hyaluronidase 26.1
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4.5.3 ���
�<%��'"����	���!, ���=��"'���<	>�3�6������?�&#����!*[�� 

Phospholipase �!!$%�&���	#�" 

  

4.5.3.1 ������=>�3�6������?�&#�� phospholipase �!!$%�&���	#�" 

+���$�>,���>1�$	����1?�� phospholipase >������D��=�+�������������� +�$�%&����

�����=�	
2��������2D�	���������2� phospholipase ��;�������,���'"���&$��'���� %����2� !����2���2 >��

1%�"�����>  phospholipase activity !��2D�	���,���%��&���� zymography (�=���� 4.5.15) 	��$�!�

�2D�	���,�����2���_���`�����}�1?�� phospholipase �&=$ ������1%�>�� clear band *�&'"��&���%��& 

Rhodamine G6  ��
������&����&���� phospholipase activity !��2D�	���$�'"#� 	��$���+��+j�

��� activity +���$����� >����%�$���}�1?��!���������0��%���2D�'������"�#"+���$�����  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.5.15 j">������%��� phospholipase activity %��&���� Zymographic detection (A) &���

%��& Rhodamine 6G +", (B) coomassie brilliant blue R -250, lane 1, 2 +", 3 �
� �2D�	�����

�,���, lane 4 �
�  �2D�	������$�'"#� , lane 5 �
� negative control 

 

4.5.3.2 ���
�<%��'"!���<���*���#����! phospholipase 

�����>��������% genomic DNA >����
2��&
������,���%��&���� phenol-chloroform (�=���� 

4.5.16) 	��$� genomic DNA �����%��,��] 23 kbp  >��1%��D�1�!0���;�+�$+��!�����D� PCR 

�%&!0� primer ������+����>��"D�%������"���1�%�������1?�� phospholipase A2 ����,��� +",

������
��!��"#$������	�� (�������� 4.5.11) �%&�D�"D�%������"���1�%�+","D�%����%�,�������1%���

������,'�'��D�+'�$� conserve +",/'�
� consensus sequence �%&��� alignment %��&���+��� 
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clustalW +"�����+�� primer %��&���+��� oligo explorer, oligo analyzer +", FAST PCR 

>����2����>����#]������ primer �%&!0����+��� primer 3 j"�������D� PCR (�=���� 4.5.17) 

	��$� 1%� PCR product ���% 150 +", 250 bp >���D� PCR product ���1%��$�1�������,'�'�"D�%��

�������],+	�&
����� �'����&�"�&���+�$� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��
��� 4.5.16 +�%�+8� genomic DNA ������%1%�>����
2��&
���,��� (Scolopendra subspinipes 

dehaani) !����2���� 1 +", 2 ���% 23 kbp  �� 0.8 % agarose gel (M = Marker, Lane 1 %���}���

������%1%�) 

 

�������� 4.5.11 "D�%������"���1�%���� primer ������+��1%� �%&!0�"D�%������"���1�%����&�� 

phospholipase A2 ����,�����&	���#� S. viridis +",������
��!��"#$������	�� 

 

Name Seqeunce (5’-->3’) Position Primer length Tm(0C) %GC 

ScF1 5’- TTC  AAC  AAC  CAA  TTC  CTC  GC -3’ 51-70 20 58.4 45.0 

ScR1 5’- CTT  CAT  GAT  AAC  ACC  TGT  CGT G-3’ 220-241 22 60.8 45.5 

ScR2 5’- CGT  TTT  GAT  TCA  AGC ACT  CG-3’ 384-403 20 58.4 45.0 
 

 

1M

2,027
2,322

  6,557

  9,416
  4,361

23,130
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��
��� 4.5.17  +�%� PCR product �� 1.5 % agarose gel  *�&'"������	��������]&�� 

phospholipase !��2D�	���,��� %��&������ PCR �%&��� Lane 1 = Marker 1 kb; Lane 2 !0�1	�

������=$ ScF1/R1; Lane 3 ��;� reamplify ��� lane 2;  Lane 4!0�1	�������=$ ScF1/R2; Lane 5 ��;� 

reamplify ��� lane 4 
 

 

'"��>���D� PCR product 1��$�������,'�'�"D�%����� (�=���� 4.5.18) '"��>��1%�����=""D�%��

������%���}���+"�� >,�D�����="��2����%��� (forward +", reward) ��������,'� +",�������="��2�

���%�������%��&��� %��&���+��� BioEdit +", CLUSTALW 1%�"D�%������"���1�%���2���2� 212 

���%�� (�=���� 4.5.19) +�$�&$��1��}��� '"��>���D��������=""D�%��������1%�1� align ���&�� 

phospholipase A2 ��� S. viridis ���!0���;�+�$+��!�������+��1	������ 	��$� "D�%��������1%���

�����'�
�����&�� phospholipase A2 �	�&� 13% (�=���� 4.5.20) %����2� "D�%������"���1�%����1%�

�$�>,&��1�$!0$���&�� phospholipase A2  
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��
��� 4.5.18 +�%��������+������ PCR product ���% 250 bp (��
"!) "D�%��������������,'�1%�

>�� forward primer (F) ?�������&��������������
����$��1%� (!��������|��) 153 bp �%&�#]*�	���

�������$��1%� 92% (��
<K��) "D�%��������������,'�1%�>�� reward primer (R2) ?�������&�����������

���
����$��1%� (!��������|��) 179 bp �%&�#]*�	����������$��1%� 94% (
����
�, �#]*�	������

���&�����1%��
� 90% ��2�1�   %����2� >�������8�D���������+������1%���� PCR product ���% 

250bp 1�������,'��$�1%�) 
 

  
TTCAACAACCAATTCCTCGCCAAACAGTACAAGAACCAGTTATTACAAAATC
TTTAGTAACAATAGCATGACTCTTGCTGATTTAGAGTTTTTATATTCTAGAG
CTAGATTTTACAGAATCTGCTAAGAGTGCCATTCCCAGAATTGGGGTTGGAC
ATTGTTGAAAGGACGGGTGAATTCATTAGAAAATGACGAGTGCTTGAATCAA
AACG
 

��
��� 4.5.19  "D�%������"���1�%����������,'�1%�>������D� DNA sequencing 

Centipede_250(F1) Overall quality = 92.0 

Centipede_250(R2) Overall quality = 94.0 
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��
��� 4.5.20 j"�������&����&�����"���1�%����&�����1%�>������D� PCR (&�� F) +", 

phospholipase A2 ��� S. viridis (PLA2) 

Primer R2 
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��!��� 4.6 ��
�""�
��������#���
���!�!!$%�&��@�$���$� (Apis florea) 

 j�2���2� (Apis florea) ��;�j�2����%�"}� �2D�	����_���`1�$�#�+�� +�$�}&��1�$����&���!% < 

����&����������,������������!��2D�	�����j�2���2� !������>�&���2���2 1%��D��2D�	����������,'�%��& 

2D-PAGE (�=���� 4.6.1) +"��������,'� spot %��&���+��� ImageMaster 2D platinum (�������� 

4.6.1) 	��$� �������$��!' $̂�����%��2�+�$ 14 8�� 97 ���"%�"��� +",���$� pI �&=$��� 4 8�� 8 ?���

>D���;�����1%�������
�����	
���,�#0��%����������$�1� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

��
��� 4.6.1 j"���������,'�	��j�2���2�%��& 2D-PAGE
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�������� 4.6.1 j"���������,'�������!��2D�	��j�2���2�%��& 2D-PAGE 

 

Spot ID %Vol MW pI Intensity %Intensity Saliency 
1 0.472186 93 4.21449 28.9298 0.941183 15.8367 
2 0.318202 69 4.26786 33.7034 1.09648 13.2144 
3 0.352459 45 4.30804 21.4228 0.696954 9.86129 
4 2.26347 43 6.56541 86.2078 3.36681 49.3107 
5 1.73539 44 6.37195 69.1153 2.69927 37.319 
6 0.932462 43 6.80087 40.6963 1.58938 21.1996 
7 1.04992 54 6.08841 66.6264 2.60206 35.3739 
8 0.436104 53 6.27134 33.7977 1.31995 17.2564 
9 1.77748 42 10.7012 47.0489 1.83747 16.013 
10 0.524152 54 8.23214 45.3587 1.77146 25.0074 
11 1.05174 41 5.27134 37.0641 1.44752 13.5987 
12 1.07533 44 5.3186 40.3642 1.5764 12.6862 
13 0.597977 55 5.14103 30.2643 1.18196 8.806 
14 0.401115 30 4.32143 32.7931 1.28072 16.1935 
15 2.17664 29 4.84821 48.1894 1.88201 13.6823 
16 1.29186 29 5.04167 35.9345 1.40341 8.20577 
17 0.494336 27 7.11483 22.6781 0.885684 8.50103 
18 5.43225 19 7.12355 53.5831 2.09266 9.2494 
19 10.0902 19 6.73547 119.287 4.6587 15.1089 
20 3.73993 18 6.69186 98.1653 3.8338 8.74508 
21 19.968 17 5.83807 119.309 4.65957 27.1449 
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"���� 5 ��,
�<	"���=��Z� 
�����>�&��
�����2 ��;����
����������!��2D�	����������	�� %��&+����%����$��2D�	����;�

����'"��&$��'�������������0����0��%'�����������2� +",��;�	���&$���#�+���$�������0�������0��%'����

�%&�J	�,�$���#�&� >����%'����$�>,1%�������,���'"������2D�	�� 1%�������!'�$ < '�
�1%�������

'�
����1?�������_���`%���$� �=���$� '�
��������$� �����!���>>#��� >���>�D�1���,&#���!0�'�
�	����

��;�j"��*�]��!��0��	���0&�1%� 

��
�����������	�� '��1�$!0$�=+"�� ���>,8=�",�"&�	���J& �	��,���1�$��������&8��0���� '�
�

���0��% ��������&�=��}>��� +�$�}��j=�1%����	��>D����1�$���	����>,�#���$�!����	������������%��&

���!0��?�#$� '�
������������>D��	�, '�
�1�$�}���>,���%���j=���������D���>?
2���D� j=�������&=$���������

������ +�$��!���
�� �%&�J	�,��
��!'^$+��1�$�=�>�� �D�!'������D���^�����
�����2�$��������D� +�$

�&$��1��}��� �����>�&'����%+�$�	�&��0��	���0&�+",�#���#� ��1�$��>	��������!'�$ < ��2�1%� ����D�

��>�&�����,+��%&�	���J&���������%�$�1���$� ��>�D�!'�����D�"���=^���&�������$�1��%&1�$�=���� 

���
������2�����>��+������0��� �$�����;����
�����2D�	��%���1| �$�'����
� �$�'"#� 

�,��� +",�D�"��������D���>�&	�j�2���2� ���������
����1%�>���2D�	����������+�$",0��% +���$�>,�,�#1%�

�	�&�1�$���0��%>�1�$��>�"$��1%��$�1%��=�+������������������2D�	�� +�$�}0$�&!'�1%�0$����� 1%�

������� 1%������� ���>,%D��������
�����$�1�1%� ?���%=�'�
�����&�������%�����2����������'������

��2� ��������!'�$ < �����>0$�&!'�1%��=�+����������������}���2� +",+�$�����2� �&$��1��}��� ������ 

Heteroscorpine ���1%�
�������$��'�����2 1�$	�!�j"���������,'��=�+�������������� ���'�#�$�>,

��;��	��,��� spot ������!������� 2D-PAGE &��+&����>�����1�$%�	� �D�!'�������,'�1�$1%� 

�&$��1��}��� ��>>#��������������%��� Mass spectroscopy !'�$ < �����>�D�����,&#���!0��	
��


������
�����2�$�1� 

0��%������������1%�
����!��0��"��>�������	��+�$",0��%�}+���$�����1� !�+������0���?���

�D�������}1%� 2 �������������'���1���� �
� Heteroscorpine (HS) +", Heteromtoxin (HmTx) ?���

�}1%�"D�%����%�,������}�����+"�� +",1%�����������������+"�� +", Heteroscorpine %��&����

0$�&�'"
�>����,��
^���#��0$�&!'������8��"� +",�	���>D����!�+�������&1%�+"�� �$�� 

Heteromtoxin ��2� �D�"���&=$!���2�����������"�%��&���������8���'����~�����������*����0�

0������ �%&��1%�������0$�&�'"
�>���$����,��
 %��&'���>,�������������21'�&
��&=$1%�%��&����� 

�$���%���1|�}1%��� 1 ������ �
� Solgem 4 ?���_���`�������}&��1�$0�% sequence ���1%��}&��1�$0�% &��

������&=$��� ��
���>����%�$���'"�& isoform +��>,!0� primer �=$�%�&�����"��1%� PCR product �$��

���1�+",��
���$� sequence �}1%�"D�%��+���$�����1� ������2��$��8�����&", 20 �D�!'�����D����

��� Solgem 4 ��;�1�%��&����&��"D���� +",&��1�$�����8��#�j"����	
����	��	�1%� �$���$�'��

��
�+",�$�'"#��	�����������1%�1�$��� �	�&� 2 ����2��� +�$�}1%�j"������ ������ 2 0��% �
� 

hyarulonidase +", phospholipase +���$�>,&��1�$1%� full sequence +�$�}'� activity 1%�+"�� +", 
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Vespapse ?�����_���`��;� phospholipase �}1%� sequence �����������+",1%�����������������+"�� 

�$���2D�	���,���+",j�2���2�&���&=$!���2��������� 

�%&'"������D����+"�� �����	�����1%��� 8���"�2&�1��1%��}�"�2&�1�� 8���"�2&�1�$1%� �"�2&�1�$��;��}

�������,'���;����2�����1� ��
��1%����}�D������%	����� 	�����1%��}�D���������,'�%��&������������
� 

SDS-PAGE �	
��%=�$���������������&�	�&�!% +",���������=�+���&$��1� ���������>�%����$��

�D�1�������,'��$�%��& 2D-PAGE '�
�1�$ 8��>D���;��}��>���� treat �$��+"��	�1%� spot >�� 2D-

PAGE �}�$�������,'�0��%%��& Mass spectroscopy �	��,'���>,1%�0��%������������ < !�����

�%�&� +"���$�&�D�����%������$�>,�#$��>�,"��1�������������!% �$�>,��_���`�=�'�
�1�$ ��;�������'"��

!��2D�	��'�
�1�$ >,���������=�	����>,
����'�
�1�$ 
������+"��	�>,��	��	�!�����������0������

���$� impact factor �=� < '�
�1�$ '�
��$���;�������!'�$���1�$��j=�!%
���� '�
��$��D���^�$����������� 

'�
��$���>>,��,&#���!0�!�%����$�� < 1%�'�
�1�$ �'"$���2"�����;� criteria '"�� < ����D���!0�	�>��]�

��,������!�����"
��������+�$",0��%��
�����$� ?����}>,�'}��$� ����������"
���}1%�+�$ �����������

_����̀�;� hyarulonidase, phospholipase +",������ Vespa albumin ?������������0��%+������!�

'"������������$�&�$������,&#���!0� �$�� Vespa albumin ��2��D���^!�+�$�$��D���^�$����������� 

�	��,��"�=���8
��$���;�������	
��������	�!������>D�	����1�$�#�0��% ��2��������� ������"
2�&�"�� 

���1�8��+�"� "D�%����%�,�������1%�>,0$�&������������	����!���
�������������1%� ��
���"
��0��%

������������>,
���� ��2��$�1��
����'�"D�%������"���1�%� +","D�%����%�,������}����� %��&���� 

PCR '�
� RT-PCR �}+"��+�$�$�+�$+����;� DNA '�
� RNA �%&!0�1	������������+����>��

�����������_���`�&$���%�&����!�������0����0��%�
�������j=���&���1��+"�� ��
��1%�"D�%����%�,������}����� 

�}>,��2�0
���������'"$���2���2���� �	
��!'������"���]��$���;���������������� ?���1�$�$�>,��;�0
�� 

Heteroscorpine (HS), Heteromtoxin (HmTx), Vespapase (VPase) '�
� Vespumin �}"�����;�0
��

�����2���2������2���2�  >��"D�%����%�,�������1%��}�D�1��=$������������������������%��&���+������	�>,

'�1%�>�� internet ?���!���2��$�1��}�����=$!���
�����������"� +",����	���>D����!�+�������& �	
��

��>�&%����"1� ������_���` >"�
����� +",�����,&#���!0��$�1� 

�D�'��������� �����_���`��;� hyarulonidase ��2� ��;������������������D�����,&#���!0�1%����

����#% �	��,��_����̀D�"�& hyarulonan �����
2��&
�� !�������+	�&���2� ����&������!0��$�����&�

�����,��}� 0$�&!'�&������=$�����,��}�1%��$�&��2� ���>����2��>!0��D�'���&�*�&��� �0$�!0��$����� 

collagenase +", phospholipse �D�'���&�0��J	�, >,0$�&!'�&����_���`1%���}���2��%&�J	�,

�����]�����;�j��'���'�� �0$� ����
�������� '�
�1�$�}��>!0������+j"��;� ����=�+�}�!'��$�����"� "%

�����>}���%�����+",�
�������&���!'����j��'��� ���>����2!��#���'������'����2� 

hyarulonidase �}��>�D�����,&#���!0��D�'����#���'������'��	����
2���,�����������������%��&

��������+",����%���=� �	
��!'���
2������&&#$&�$�����>#��,���� �%&���1?�� hyarulonidase +", 

phospholipse >,0$�&"%���!0�	"����� ��
2�>,�$��&#$&���1%��$�& ?�����>>,0$�&�	����="�$������������ 
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�0$� 1�$1�$ ���'�%��&#��& 1�$1�$+"�� +�$�}�D����1��D���'��1%�&�� �	��,��
2��'��&� '�����1?��

0$�&1%� 0$�&"%�����'��&������
2�1%� �="�$����1�$+�$�'"$���2�}�=���2�1%� ��;���� 

���������0��%'���������!> �
� Vespumin '�
� Vespa albumin '�
��}�
������� albumin ���

	�!� Vespa ������� 0
�� Vespumin ��2��2���2�����	
����������"���]��&$������"$�� ��������2+��>,%=�$� 

common +�$�}&��1�$����&1��!����!% ���
����!��0��"���D�'�����������2 >,1%�!�+�$������������=� !�

+�$���������� +",�����8��	��	�!�����������0���������$� impact factor �=� < 1%�+�$ +�$!��$��

�����,&#���!0���2� &��1�$��+�����+�$0�% �	��, albumin ���!0��&=$!���>>#����	
���������� osmotic 

pressure !�j=����&����$�� < �0$����1� ��2�	������>����"�=��������#�&� ?���j=����>,�������

�$��������& +�$8��'��!'���"�=���>��������
�� ����$���������$����&>,�=���$� 

�$�� Heteromtoxin ��2���%�$��$�>,��;��=$+�$���� Imperatoxin 1%���
���>����"D�%����%�,��

��!�"����&���� +�$�}>D���;������D�1��%������>����� ryanodine receptor �	
��%=���������8!�

���&��&�2�����$��������1����+�"�?�&� ?���>,����&�������������,&#���!0�!���
�����������

���'��!>!������ 

 �$����������+������%���2� ��
�&'"���������$� ������'"��!��2D�	��&$����������'"�� 

��������+������%����>D��	�,�$�������'"��!��2D�	��>,�����80$�&"%_���`����2D�	��1%� >,�'}��$�

��������+������%����>D��	�,�$� hyaluronidase '�
� phospholipase !��2D�	���$�'"#� �}�����8

0$�&"%�����#�+������2D�	���$�'"#�"�1%� +��!��2D�	������%���1|�}�0$���� +������%����>D��	�,

�$������� Solgem 2 0$�&�	����$� PD50 ����2D�	��1%���� +�%��$� piperidine derivatives ?�����;�

������,���'"��!��2D�	��1�$��>���_���`1%��"&8����%������ %����2�>���0
���$�������!��2D�	���$�>,

0$�&!'��2D�	����,>�&���1�&���?""��$�� < '�
�0$�&!'��2D�	�������=$�?""�1%���� %��&�����=������2 ��>

0$�&!'���������8	������������j=�1%����	���%&���!0��?�#$�?�����;�+������%����j"����>��������

�	�&� 1 '�
� 2 0��%!��2D�	�� ?����?�#$����1%�>,����,�����*�	�=���$� +",�������"�%*�&�=���$�%��& 

�$��!���
������������������������2� ������ 3 ��� �
� Heteroscorpine +", Heteromtoxin 

!��2D�	��+������0���, Solgem 4 !��2D�	���%���1| +", Vespapase-1 !��2D�	���$�'����
� �����8

��%�%�����������������1%�%��&���!0�������!�"����&���;����+�� +�$�&$��1��}���>D���;�����

������,'������������������$�1���� �	
��!'������������	����������������������$�'������+",���

�D������������� 

�����>�&0�2���2 +����>#%�#$�'���'"���	
�����'�������!'�$ < �����_���`!'�$ < ��_���%̀���$� +",��

�����$� +�$>#%��,����������1�$��>�	���J&1%� �
� >#%��,����!�%��������#����� �	��,��;����
����

���	&����������0��������,��
�&$��'���� �$�����>,8=�",�"&>��=^	���#� >������D�>�%��2� '�
�

>������D�"�&+'"$�����&=$��
�&+",�������*� ?���'���$���,�&0��1%�+"�� ��>0$�&������#]�$� +",

�D�1��=$�����#����� ��
���>���0
���$�������>,��#���������!%!'�&���&
� �	�&�+�%�!'��'}�8���#]�$��$�

����+�%"��� ������&��� '�
��#]�$����>��!> ��>1�$������ ���������#]�$��%&�'}���,�&0����;�
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�=�����!��0��	���0&��$�>,��;����������%��&$��'���� ������0�����'"$���2��>>,��0�����&=$��%�$�1�1%�!�

����#% 
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