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平 须 海 蛇 ( L
a p e m i s h a r d w i c k i i )

毒 的 分 离 和 毒 理

冻家树 吴秀荣

( 药理学教研室 )

提 典 用 CM
一

es p h da xe C一 50 柱层析
,

醋酸钱缓冲液洗脱
,

从平须海蛇毒腺提取物中分得 15 个

蛋白组分
。

其中 2 个有磷脂酶 A :
活性的用免疫学的方法证实的肌肉毒组分

。

10 个能作用突触后膜的神

经毒组分
。

肌肉毒的蛋白量占粗毒总蛋白量的 3 2
.

2%
。

神经毒的蛋白量占粗毒总蛋白量的 52
.

3%
。

神

经毒的毒性比肌肉毒的毒性强
。

这些结果提示
,

平颊海蛇毒有肌肉毒和神经毒
,

神经毒是平颊海 蛇 毒

的主要毒性成分
。

关 . 润 平颠海蛇 神经毒 肌肉毒 磷酷酶A ,
蛇毒

海蛇分布广
,

数量大
,

海蛇毒 比陆地上的

毒蛇的蛇毒更 雌
〔 ”

。

海蛇毒中毒与陆地上的蛇

毒中毒反应不同
。

R le d 等
〔 2 , “ ’
在临床观察到平

颊海蛇等海蛇伤的病人 有全 身肌 痛
,

瘫痪
.

肌红蛋白尿等症状
,

认为海蛇毒是 肌 肉毒
。

C h e y m ol 等
〔` ’
在实验室用粗毒研究

,

未发现平

颇海蛇毒对肌纤维有影响
,

而对神经肌肉接头

有阻断作用
,

认为海蛇毒是神经毒
。

因此
,

平颠

海蛇毒的主要毒性成分是什么至今未有结论
。

本实验对此间题进行了研究
。

材 朴 和 方 法

试剂和仪器 平颊海蛇毒腺提取物系 1 9 8 3

年广西 医学院药理教研室 提供
。

CM 一 S印h ad Xe

C 一 5 0为瑞典 p h a r m a e i a 进 口分装产品
。
3 2 3型紫

外分光光度计为 日本 日立牌产品
。

卵磷脂为上

海禽蛋二厂产品
。

肌红蛋 自和抗肌蛋 白血清为

上海生物制品研究所产品
。

其它试剂均为国产

化学纯产品

蛇毒的分离 用 。
.

IM ( P H 6
.

5) 酷酸 按 缓冲

液 浸 抱 CM 一 S “ p h a d e X C一 5 0后 装柱 ( 2
。

o 火 7 5

c m )
,

平衡 2必
。

1 。。。m g 平颊海蛇毒腺提取物

溶子 5 m l 上述缓冲液中
,

离心去沉渣后上柱
。

。
.

IM 至 h 0M 醋酸钱缓冲液直线梯度洗脱
。

分

部收集洗脱液
,

每管 3 m l , 每小时 选管
,

共 30 。

管
。

洗脱液用 2 8 0n m 波长测定其吸收度
。

各组

分的蛋 白量及百分比按下公式计算
:

蛋白质浓

度 ( m g / m l ) = 1
·

4 5D 2 8 0一 o
.

7 4 D 2 6 0
。

每个组分

脱盐干燥后
,

腹腔注射于 18 ~ 2 29小 白鼠 (n
二 3)

检定其毒性
。

肌 肉毒的检定 用收集尿液和检定其中肌

红蛋白的方法
〔` 〕
检定肌肉毒

。

取 18 ~ 22 9 小白

鼠 ( n = 3 )
,

每个组分配成不 同浓度
,

腹 腔注

射
。

用消纸收集小白鼠的尿液
。

若尿中有肌红

蛋 白可使沪纸染成咖啡色
。

再用肌红蛋白免疫

扩散法
L” 〕
检定这种尿液是否是肌红蛋白尿

。

方

法为将含有咖啡色尿液的沪纸剪下
,

溶于 5 m l

生理盐水
,

作为待测的样本
,

取 1 %小白鼠红

血球溶解离心后 的血红蛋白作为阴性对照
,

观

察 1 6~ 4 8 h
。

磷醋酶 A
Z

的检定 按溶血法进行
〔 ’ 〕 。

酶的

活力用半溶血剂最 ( H U
。 。
)表示

。

用溶血百分率

对蛇毒磷脂酶 A
:

浓度的对数作图
。

求 H U 。。 。

神经毒的检定 用小白鼠在体坐骨神经排

肠肌标本 (n “ 3 )检定
。

以 1如“ g八 0g 的剂员
,

静脉注射于 18 一 2 29 的小 白鼠
,

呼吸停止时制备

坐骨神经及胖肠肌标本
。

分别用波宽 0
.

s m s ce
,

频率 I H z ,

电压 s v 的方波刺激神经 和肌肉
。
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m l的剂量
,

上述的 10 个组分均能取消 由刺 激

神经和外源性乙酸胆碱引起的肌肉收缩反应
。

不 能取消肌肉山直接刺激和氧化钾引起的收缩

反应
。

确证这 功个组分都是神经毒
。

组分 W
、

孤
、

双
、

X
、

兀
、

班在神经肌肉传递阻断后观

察 6 h 未见肌肉对 乙酸胆碱和刺激神经的反应

恢复
。

组分 VI
、

XVI
、

XV 在神 经 肌 肉传 递

阻断后观察 6 h 可见肌肉对 乙酚胆碱和刺激神

经的收缩反应恢复
,

见图 3 ,

表 2
、

表 3
。 、

这

10 组分对离体蛙心
,

以 1。。卜g /m l 的浓 度 给毒

后 15 m in 未见肌力
,

心率
、

房室传导有异常的

变化
,

未出现心肌挛缩
。

这 1 0个组分的蛋 白量

总量 占粗毒的总蛋白量的 5 2
.

3%
。

表 2 组分 VI 一 XV 阻断小鸡颈二腹肌

神经肌肉传递的潜伏期
.
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’
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图 3 组分 V l一V 玛s/ m l 对小鸡 颈 = 腹 肌 标

本的作用

1
.

组 分 V I
; 2

.

组 分 V l l , 3
.

组 分

班 ; 4
.

组分 正 ; 5
.

组 分 X
, 6

.

组 分

皿
, 7

.

组分皿
; 8

.

组分 XI
, 9

.

组 分

9
.

组分 XF ; 1 0
.

组分 XV ; 1 1
.

K r e b s液
.

W
:
冲洗 M

:

刺激肌肉 N :

刺激神经

表 3 神经毒组分神经肌肉传递

阻断作用的可逆性

组分
可逆标本数 / 兴奋性恢复潜伏期 恢复幅度%

标本数 ( 又 士 S D m i n ) ( 又 士 S D )

硕

姐

顶

双

X

X I

xI I

X U I

X IV

X V

1 4 4
.

7 士 1 1
。

0 3 2 士 0
.

5

0

毒性 平颊海蛇毒腺提取物的 i. P
.

L D 50 为

3 0 8件 g / K g , 9 5%的可信限
: 2 9 9一 3 1 6件g / K g

。

中毒 的症状有共济失调
,

呼吸困难
,

死前有惊

厥
,

死后解剖
,

腹腔无 出血
,

膀恍无咖啡色尿

液
。

组分 亚
、

皿
,

以 2 5 0件g / 10 9 的剂 量
,

在 4 s h

内可使小 白鼠死亡
。

死后解剖
,

膀胧有咖啡色

尿液
,

内 脏 无 出 血
。

组分 vI
、

班
、

现
、

双
、

X
、

l
、

皿
、

X 111
、

X W
、

X V
,

以 1 0 。林g八 e g

均可使小白鼠6 Om in 内死亡
。

死后解剖未见腹

腔出血
,

膀胧无咖啡色尿液
。

2 3
。

7 土 5
.

6

2 0
。
0 土 2

。

2

1 5 9
。
3 士 1 6

。
3

0

0

7 3 士 1 6

1 0 0 士 0

5 1 士 1 4

讨 论

R ie d 等
〔 2 , 3 ’
根据临床观察

,

平颠海蛇等海

蛇伤的病人有全身肌痛
、

瘫痪
、

肌红蛋白尿等

症状
,

认为海蛇毒是肌 肉毒
。

C he g m ol 等
〔 ` ’
根

据实验用粗毒研究的结果
,

发现平颠海蛇毒对
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神经肌肉接头有不可逆的阻断作用
,

未发现对

横纹肌纤维有影响
,

认为海蛇毒是神经毒
。

临

床的观察和实验室的研究似乎有矛盾
。

本实验

用 C M一 eS p ha de x C 一 50 将平颊海蛇毒腺提取物

分离得 1 5个组分
。

组分 五
、

n 能诱发小白鼠产

生咖啡色尿液
。

这种尿液能与抗肌红蛋白血清

产生沉淀
。

证实这种咖啡色的尿液中存在肌红

蛋 自
。

提示红仍于 l
、

班是能破坏横纹肌细胞
,

诱发肌红蛋白尿的肌 肉毒
。

同时用溶血法证实

这种肌 肉毒在较高浓度时 具 有 磷 脂 酶 A Z

活

山于肌 肉毒会引起横纹 !U七细胞担害释 出钾离子

和肌红蛋 自
,

提示预防商血钾引起心脏抑制
,

碱化尿液
,

防止肌红蛋自堵塞肾小管引起急性

肾功能衰竭是十分必要 的
。

参 考 文 献

性
。

用小鸡颈二腹肌标本证实组分珊
、

孤
、

仪
、

X
、

班
、

皿是不可逆 的作用于突触后膜的神经

毒 ; 而组分 班
、

珊
、

XW
、

XV 是可 逆 性 的

作用于突触后膜的神经毒
。

这 1 0个组分对离体

蛙心均无影响
。

从上述的结果看来平颊海蛇毒

同时有肌肉毒和神经毒
。

在蛋白质的含量上
,

能诱发小白鼠产生肌红蛋白尿的组分 l
、

l 占

粗毒总蛋白量 的 32
.

2%
,

其毒性 强 度 较 弱
,

2 5 0件g / 1 0 9 可使小自鼠在 4 8 h 内死亡
。

能 阻断

神经肌肉接头传递的组分砚
、

孤
、

珊
、

《
、

X
、

声 l
、

皿
、

双
、

翻
、

XV 占粗毒总 蛋 自星 的

5 2
.

2%
,

其毒性强度较强
,

10 邻 g八。g 能使小

l乌鼠在 6 Om in 内死亡
。

看来神经毒比肌 肉毒含

狱多
,

毒性强
。

提示平颁海蛇毒对小 自鼠的主

要毒性成分应该是神经毒而不是肌 肉毒
。

由于平颊海蛇毒中的神经毒 含员多
,

毒性

强
,

较易阻断神经肌 肉接头传递
,

引起肌 肉瘫

痪
。

同时肌肉毒也可通过肌肉的损害增强神经

毒的肌肉瘫痪作用
。

这样看来
,

平 颊 海 蛇 毒

的主要致死原因是横纹肌瘫痪所致的呼吸肌麻

痹
。

提示用人工呼吸救治平颊海蛇伤引起的呼

吸衰竭对于维持病人的生命是会十分有效的
。
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E p i d e m i o l o g y a n d e l l n j c a l a s P e c ts

o f s e a s n a k e b主t e s
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, e d
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T h e
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B a l t
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m o r e
.

L o n d o n
.

T o -

k y o 1 9 7 5
: 4 1 7
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