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平 蛇 蛇 毒 组 份 的 研 究

曾家荣 吴世海 庞福雄 莫有群 许碌远

(广 西海洋研 完所 )

苏拔贤
带

程 明哲 卓肇文 劳子谦
(中山 大学生物学系 )

、

]八知 l海蛇 ( La户。 , ,` : : /, 、 , ` l : 。 zc k i了 ) 与青环海蛇 ( 万夕` / r o p人i
、 e刀 a , , o e i

,产c i。 :
) 广泛 分布

护太
一

平汗
、

印 度洋的一些海域
.

我国 ) “ 乍
、

广西
、

淞建
、

台湾沿海较常见
.

是我国北邵

湾产 曦较 多
、

方性较大的两冲主要海蛇
.

平倾海蛇属海蛇科 ( I甸 ` l阳 lP] 行d 、 )
.

其毒液 含 cJ’ 毒 奈
、

酶类及多糖 等物质
,

足
_

供分子生物学研究及临床使用的极贵重药剂 〔 ’ 〕 .

入
· `

r
· ’

r u 等人 〔之〕曾用提取毒腺方法
,

从泰国 海 湾
一

平须海蛇取得蛇毒并对神经毒蛋

自进行了研究
,

尚未见有酶活性分布报导
.

我们在 1 9 8 3年研究青环海蛇蛇毒组份的基础

!拼
“ 〕 ,

继续对北部 i弯二种主要海蛇 之一的平须海蛇蛇毒进行了基本组份的研究
.

1
.

材料与方法

( 1 ) 蛇毒及取毒方法 平须海蛇取 自广西北海市及广东三亚等地沿海
,

以咬皿法

取得毒液后
,

_

立即冷冻干燥成自色海绵状固体
.

溶解 于水为无色透明胶状液体
.

( 2 ) 试 剂 葡聚糖凝胶 G
一

75 及 C M葡聚糖凝胶 C一 50 均系 P h a r m a c ia 产品
.

用前

均经过充分处理及脱气
。

其余试剂为分析纯或生 化试剂
.

( 3 ) 刚定方法

① 各种酶活性及毒性半数致死剂量的测定方法 参照文献〔 3 〕
。

② 蛋白质含量测定 闭
.

将蛇毒样品液稀释为 。
.

1一 1
.

0毫克蛋白质 /毫升浓度
,

在

2 8 o n m 下测定光密度
,

所得数值查对蛋白质标准曲线
,

然后根据稀释倍数 求出原样品液

蛋 白质含量
.

③ 电泳分析方法
.

p H 4
.

3 ,

聚丙烯酷胺凝胶浓度为 15 肠的连续系统的圆盘电泳
,

本文 1 9 8 5年 9 月收到

. 执笔人
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电极缓冲液为0
。

g N 醋酸
,

电泳时间约 2 小时
,

电压 50 伏
,

电流为 2 毫安 /管
。

电泳 完毕

以 10 肠三氯醋酸固定
,

再以考马斯亮蓝 R
Z。 。
染色

.

2
。

结果与讨论

( 1 ) 柱层析分离 平须海蛇蛇毒冻干品用少量重蒸水溶解后进行柱 层 析 哟
。

整

个柱层析过程均在 I O O

C以下进行
。

① S e p h a d e x G
一

75 柱层析分离提取共得 4 个蛋 白峰 ( 图 1 )
,

毒力分布如 表 ]
.

实验结果表明 L
.

G F 是主要毒性峰
,

共收得蛋白质 2 96 毫克
,

占总量 40 肠
.

② 第一次 C M
一 S e p h a

de
x C

一

50 柱层析分离得 4 个蛋 白峰 ( 见图 2 )
,

洗脱 峰 的

毒力分布如表 2
。

州气

~
` -

l卜片
厂

.

二

六

从…
仪

啼

图 1 平须海蛇粗毒eS p h c d e :

柱层分析离图

因 2 平须 G
.

W组份的 C入I
一

S o p h a d e : 〔
’

阳

住甘析分离图

表 1 S e p h a
de

x G 一 75 柱层析各洗脱组份的毒 力分布

峰峰号 ( L
.

G ))) III III III

全全全全全全全全全全全全全活活活活活 全幸舌舌毒毒力试验
*** 0

。

55555 全活活活

((( 微克 /克体立 ))))))))))))))))))))))) 00000
。

111111111

衣 2

. 毒力试验每组用小白鼠 3 个

一次 C M 一 S e p h
a d e x C一 5 0柱层析各洗脱组份毒力分布

〔毒力单位为微克 /克体重 )

峰号 ( L
.

G
·

万
·

C )

全全活活
,, `` 卜一

`
,

.
,

一一

一
. . . ~~ 叫目~ ~ ~ ~ ` . 目

. ~~~~~

八八 , 哎哎哎

___
~

止兰兰一
一

一一一
000

。

11111

全死

全死

!

全死

全活

全死

全死

2 3/ 死亡

万

全死

全死

全死

1 / 2死亡
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分离结果及毒力分布情况表明
,

图 2 中第 l 峰是主要毒性峰
,

得蛋白质 1 6 3
.

7毫克
,

占总上往量 68 肠
.

1 9 8 6年

其收集液经冻干后共

③ 第二次 C M 一 , e p h : :
山 、 C 一 50 柱层析分昌共得 2 个蛋 白峰 ( 图 3 )

,

毒力 分 布

川表 3
.

衣 3 二次 C M
一 S e p h a

de
x C一 50 柱 层析毒 力分布

一一I

毒力试验 ( 微

浅 号 ( L
.

G
·

y
一

C
.

!
一

C ) 些犷一 。一

契
一阵途奥一{一半

.

-

主死 } 主夕匕 1 2 / 3夕匕亡 } 1 / 3夕匕亡

农 3 及图 3
一

炎明
,

毒性主要分布于峰 亚 ( 简 称 为 七
.

G
·

W
一 C

·

l 一 C
·

l )
.

峰 I 犷}

接冻干后共得蛋 白质 68 毫克
,

占上柱总里 4 5
.

3 肠
.

( 2 )
一

毒性 主 要组份纯度及L D
S 。
值刚 定

① 纯度测定
:

l) 柱层沂试验
:

将已分离的毒性组 份 L
.

`
·

W
一

C
·

l
一

C
·

亚第三 次

上 C M 一 s c p h a d c x C 一
50 柱 ( 1

.

5 x 8 8 c m 、
,

洗脱结果汉 呈 现 一个 蛋 白 峰
,

如 图 J
.

冻干后共得蛋白质 55 毫克
,

回收率为上枉量 8 4
。

6肠
.

2 ) 凝 胶 电 泳 试 验
:

用 第 三 次

C M 一 s e p 。 d
。 x C 一

50 柱 层祈组份 ( L
.

G
·

W
一

C
·

l
一

C
·

I
一 C ) 进行电泳

,

结 果 如 图 5 所

云为单
一

区带
,

将 L
.

G
.

W一 C
·

l
一 C

·

I 一 C组份与粗毒及各次柱层析洗脱组份电泳结果

作比 较 ( 见图 5 )
,

并 结 合图 4 往层析结果
,

最后所得 L
.

G
o

W一 C
.

l
一

C
.

l
一

C 毒 性

组份 已达到相当纯的程度一挺丙烯酷胶凝 胶 电 泳 图潜比较见图 6
.

l
。,、侧、`产16,

+

.
,

_

_
}

一…
一

,
、

`
兮

「 ; ” , 一 ; r ,

, 和

. ` . . . 口口 . ,色 .旦 , , . . . r .
一

叫护
7 f

图 3
一

开须 G
一

万
一

C
·

l 组份的

C M
一

S o p h a d 及 e C
一

5 0柱层析分离图

4 平领 G
·

F
一

C
·

I
一

C
·

I 组
·

瞬的柱层析纯度盔定图

② L D
。。

值测定
二

毒性组份经适当稀释后洛用最明种健寡 杰自易 ( 体
`

熏18 ~ 22 克 )

每 5 只 分 为一组
,

腹腔注射 。招士 。
。

1 毫升样品液
, 2 4 ,iJ时内观察死亡情 况

,

按 几 率

单位目测法
,

叹几率单位对剂量对数作图
,

求出毒性组 份 L
。

G
·

万一 C
·

l 一 C
·

I 一 C 半致

死星 ( L I
一

) 。。 ) 为。
。

0 3 7 m g / k g ; 同样方法测出平须海蛇租毒 L D
。 。

值为 。 , 1 2 5 m g / k g ,

均

比目前国外 八
.

T
.

T u 所报导平须海蛇的神经毒素单一组份的 L D
S。

为0
.

06 m g / k g
、

粗毒

L D
。。
泣为 1

.

4 m 结 / k g要低得多气

带 八
·

r
O

T u 用 i
.

v 法即静脉注射法
,

木文用 i
.

p法即腹腔注射法
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( 3 ) 全毒各种酶活 性 刚 定 及

L
.

G , `

万一 C
.

皿一

.c
.

互二 C姐份 的 初 步

生理效应

根据前文〔 3 〕所介绍的方法测定

了粗毒中 1 4种酶活性
,

其中具有较明

显酶活力的有磷酷酶 八
: 、

D N A 酶
、

尺N A 酶
、

透 明质酸耐
、

核 片酸酶
、

祖碱酷酶
、

磷酸 二酚阶
、

酸性与碱性

磷酸醋酶
。

初步观察到
一

平颊海蛇与诌

环海蛇 全毒 , }! 有蛋 l匀西i少省1魂j 下! ;iJ
一

卜
。{ 的 / : -

主
,

而氨基酸氧化晦
、

节青氨酸酷海木

坡检出
.

在测定表现有活力的应中均

未经进一步提纯
,

补
、

敬以酶活力故值

比较某种酶在蛇毒中含量的高低
.

平颇海 蛇 蛇 毒 L
.

G
.

N
一

C
·

l
-

C
o

l
一

C 组均未经 进一 步 提 纯 份刘

离休 冲经
一

隔肌标木收缩沃动的阻滞

效应
,

初步测定结果表明其作用方式

类似子箭毒
,

但作用过程不为新斯的

十 「
一二

一
、

-
-

一…一…一丁二工习
-

图 5 二

〔匆 6

L
.

G
·

那
一

C
·

l
一

C
·

I
一

C组份的电泳图

平颓海蛇粗毒及各次柱层析分离

组份电泳四淤 1
.

不烦海蛇 粗毒
2

.

L
.

G
.

W 乙
.

工
, .

G
·

F
一

C
.

了
,

.

了
J .

G
·

万
一

C
·

l
一

C
、

I
,

污
.

工
.

了卜 万
一
仁

·

l
一

C
·

I C

明逆转
,

电生理分析能减少青蚌点体坐骨神经
一

缝匠叽标 木 的终城电位
,

初 卡测定为突

触后神经毒素
。
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