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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 

Project Period :  from 1 December 2006 until 30 November 2009 

 

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 

 



 -20- 

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 ���������+���':� 
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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 ��
 	��	 



 -23- 

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

"
(��$/ 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



 -40- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 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



 -44- 

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 
 



 -45- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 4.1.15 8$��������������#�� 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) 



 -48- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��#�$/ 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



 -69- 

- �+�
�����$�
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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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 
                *******:.*:**:  * **:  *.:*:******:***** :** ** 
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"%>���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 

 

 


