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提 要 本研究改进抗补体蛋 白 ( A c P )柱层析 分离技术
,

用 iB
o G el P 20 o 柱纯 化

,

每次 眼镜蛇毒 上样量

1 0 9 ,

A C P 回收率高达 1
.

8 %
。

其 电泳特性和抗补体效价均和以往报道一致
。

A C P 4 m g i p 能使油酸的 L D 50 从

94
.

4滩k/ g 提高至 27 9陀 / k g ,

能预防油酸引起家兔血氧分压进行性下降和血二氧化碳分压上升
,

肺渗出液量和

蛋 白含 t 减少
。

用使补体耗竭 95 % 以上剂量的 A C P 腹腔注射
,

能预防油酸引起的麻醉狗肺损伤
,

包括血气
,

肺

循环
,

肺动态顺应性 和肺病理改变改善
。

A C P 急性毒性低
,

小白鼠能耐受 1 次静注 10 拌岁k g 而不死 亡
,

能耗竭

98 %补体剂 t A C P 亦仅引起狗可恢复的肺血管阻力轻度上升
,

肺组织光镜检查仅有非特异性改变
。

说明 A C P

耗竭补体可能成为有效 而安全防治呼吸窘迫综合征的强有力的手段
。
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;
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抗 补 体 蛋 白 ( A C P
, a n t i e o m p一e m e n t o t y

p r o t e in )
,

又称眼镜蛇毒因子 ( e o b r a v e n o m f
a e t o r )是

来源于眼镜蛇科蛇毒的补体激活酶
。

在镁离子和 D

因子存在时
,

它能和 B 因子复合而具有激活补体作

用
。

A C P 结构为球状酸性糖蛋白
,

末端为性质稳定

的半乳糖残基
,

能抵抗 I 因子和 H 因子的灭活作用
,

其自发解聚半衰期为 h7
,

远较哺乳动物的补体激活

酶稳定 ( 自发解聚半衰期只有 1
.

s m in)
,

因此它能使

C 3 和 C S 不 断激活
,

最 后 耗竭而 发挥抗补体 作

用 t ,
,

’ ] 。

呼吸窘迫综合征 ( R D S )是多种原因引起的肺功

能失调
,

主要表现为肺顺应性下降
,

透明膜形成
,

血

氧分压下降
,

最终导致多器官功能衰竭
。

由于迄今为

止尚无有效的治疗药物
,

其死亡率高达 60 % 以上
,

现已发现补体激活可能是 R D S 发病的起动环节
,

耗

竭补体可能在较高部位阻断 R D S 的起动和症状恶

化
。

业已发现
,

眼镜蛇毒对 R D S 有明显的保护作用
,

其保护作用是 A C P 引起的 〔3 一 5 1 。

由于 A C P 在蛇毒

中含量极微
,

已报道的回收率仅 0
.

3 % 一 0
.

5肠田
.

用

常规的分离手段难以获得足够量 A C P 供大动物实

验之用
,

以往报道的研究仅局限于 离体组织和小动

物
。

本研究目的是寻找一种简便的实验室制备 A C P

方法
,

并通过定量呼吸功能记录
,

确认其对 R D S 的

疗效和安全性
,

为临床应用提供依据
。

1 A C P 的分离〔6〕

A C P 为分子量 20 0 00 以上
,

等电点 6 左右的酸

性糖蛋 白
。

异于分子量 10 0 00 以下属于碱性多肤类

的神经毒素和心脏毒素
。

已报道的主要分离方法有

离子交换柱层析
,

分子筛柱层析和高效液相层析
。

但

A C P 在蛇毒中含量微
,

上述分离法上样量少
,

或分

离剂昂贵
,

难以获得足够量供药理研究之用
。

本研究改进分离程序
,

首先用 se p h ad ex G 75 分

子筛柱 (2
.

cs m x l 4 c0 m )初分
,

收集大分子组分
。

此

柱上样量 10 9
,

并可再生使用
,

迅速把 A C P 和神经

毒素与心脏毒素分开
。

上述大分子组分再用 D E A E

e e
l lu r o s e

D E
52
柱 ( 2

.

s e m x 3 2 e m )纯化
。

用 p H 7
.

5
,

0
.

o l m ol / L 磷 酸缓 冲液 内含 线 性 梯 度 0
.

1 ~

。
.

6 m ol / L N a
CI 洗脱

,

把等电点高的多肤分开
.

最

后
,

用对糖蛋白有高分离效率 的 iB
。 一 g el P 2 00 柱

( 2
.

s e m x 4 5 e m )纯化
,

获得 A C P (图 i )
。

上述分离程
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序可在短期内获得较多的 A C P
,

从 50 9 粗毒可或获

得 96 O
mg A C P

。

较大的上样量可提高回收率
,

分子

筛柱可反复使用
,

故也是节省的分离手段
。
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l 抗补体蛋白层析图谱

眼镜蛇毒上样量 1 09
。

A
:

在 S e p h a d e x G 7 5 柱 ( 2
.

s e m 义 i 4 o e m )
.

B
:

在 D E A E c e l lu r o s e D E 52柱
,

用 N a C I 洗脱
。

C
:

在 B i o

ge l P 2 00 柱
.

横座标
:

管数
,

每管容积 s m l
,

纵座标
:

在 2 80 光吸收
。

阴影示有抗补体活性组分

上述纯化的 A C P 经 7
.

5 %聚丙烯酞胺凝胶电

泳和 1写 琼脂糖免疫电泳经呈单一区带
。

经 S D S 一

凝胶 电泳呈现 3 条区带
,

分子量分别约 98 5 00
,

94

。。。 和 16 8 0 0
。

用绵羊红细胞作补体效价测定
,

其 1

个抗补体活性单位为 1
.

28 拌 g
。

这些结果和舒雨雁

( 1 9 9 1 )
,

G
.

J
.

B
e r a

d
e

k m a n ( 1 9 8 7 )的报道类似
.

2 对油酸型肺损伤 的保护作 用 z[, 8]

最常用的 R D S病理模型是用油酸引起的
,

因其

重现性 良好
,

表现和 R D S 临床表现相似
。

本研究用

0
.

o 6 m l压 g 油酸静脉住射 ( iv ,

下同 )制备的 R D S 模

型可见典型的呼吸障碍
,

包括呼吸费力
,

肺顺应性下

降
,

肺分流率加大
,

血氧分压持续下降
。

光学显微镜

下可见肺血管有透 明血栓
,

间质水肿
,

中性粒细胞浸

润
,

肺实变和肺透明膜形成等典型的 R DS 表现
,

均

与文献报道一致
。

用 A C P 耗竭补体对小白鼠
,

家兔

和狗等 R sD 模型的保护作用分述如下
。

2
.

1 明显提高油酸的致死 t 川

油酸 iv
,

对小 白鼠的 L D
s 。

为 94
.

4限 ( 95 写可信

限 6 9
.

3 ~ 1 2 9产g / k g )
。

但 A C p 4拌g 腹腔注射 ( ip
,

下

同 )后 Z o h
,

油酸的 L D 5 o 升高至 2 7 9拜g / k g ( 9 5 %可

信限 2 06 ~ 3 7 8产g k/ g )
。

而且油酸引起的病理改变
,

包括肺透明血栓
、

肺间质水肿
、

中性粒细胞浸润
,

肺

实变和肺透明膜形成等均明显减少
。

.2 2 动脉血气改善 [,]

油酸 i
v ,

使家兔引起 R D S
,

P a
O

:

在 1
,

Zh 和 3h

从注射前 1 0
.

7 士 。
.

g k P
a

分别下降至 8
.

6士 1
.

1
,

7
.

1

士 1
.

6 和 4
.

3士 3
.

I k P
a

(牙士
: , , : = 6

,
P ( 0

.

0 5 )
。

而用

A c P 0 25 m g /k g ip
.

2 h4 以后
,

同等剂量的油酸引

起的 P a O :

的改变
,

从注射前 10
.

2士。
.

gk P
a

分别仅

下降至 8
.

1士 1
.

3
,

7
.

9士 1
.

7 和 7
.

5士 1
.

s k P
a (三士 : 二

n 一 6
,

尸> 。
.

0 5 )
。

说明耗竭补体能防止 P a O :

的进一

步下降
.

同步记录的 P a C O :
在油酸对照组 iv 后 h2

内改变不明显
,

但 h3 后从注射以前 3
.

78 士 。
.

30 k aP

升高到 6
.

3 士 2
.

o k P a

` 士: , n = 6
,

P < 0
.

0 5 )
,

而用

A e P 0
.

2 5 m g / k g ip
,

2 4 h 后
,

同等剂量的油酸引起的

P
a

C O :

的改变
,

从注射前 3
.

7 8士 0
.

s o k P
a

仅改变至

3
.

2士一 0 k P a ( 王士 : , n = 6
,

P < 0
.

0 5 )
,

说明耗竭补

体也能防止 P
a

C O :

的进一步上升
。
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抗补体蛋白对油酸型肺损伤的保护作用

竭补体后
,

上述病理改变得到不同程度的改善 (附

表 )
。

系军探人
。.一
卜

ìù

若,
·· -

:

,
,·

,

,
:

:’.夕嘴未迄努东上上墨
界
仁ìù支一

.a,at
洲狠忙净扰一

.2 3 肺蛋白渗出减少 v[]

油酸 iv h3 后
,

家兔肺蛋白渗出量 55 5 士 2 4 m g
,

而用 A C P 0
.

25 m g k/ 9 i p
,

2 h4 后再静注油酸
,

肺蛋

白渗出量为 2 4 1士 9 7 m g ( 牙士 s , ,: = 6
,

P < 0
.

0 1 )
.

两

组间有非常显著差异
。

.2 4 呼吸功能改善 [,, 8]

油酸 0
.

06 m l/ k g iv 引起 R D S
,

利用呼吸流量计

和 S w a n 一 G
a m :

漂浮导管连续监测麻醉狗的潮气

量
,

胸内压
,

肺动脉血压和肺血流量
,
用质谱仪连续

监测 P
a O Z

和 P
a

C O Z

的动态改变
。

结果表明
:

油酸能

引起明显 R l〕S 表现
,

包括 P a o :
下降

,

从基础值 1 2
.

3

士 0
.

4 k P
a
下降至 8

.

7士 1
.

s k P a ,
P
。 ^ 一 )

O
:

上升
,

从

基础值 1
.

0 士 0
.

3 k P
a
上升至 5

.

3 士 1
.

I k P
a ,

肺分流

率加大
,

从基础值 5 士 1 % 上升至 26 士 14 %
;

肺动态

顺应性下降
,

从基础值 。
.

0 61 土 0
.

ol 6 L k/ P a
下降至

0
.

0 5 9士 0
.

o z 5 L / k P
a ;
气道阻力上升

,

从基础值 1
.

9 9

士 0
.

7 7 k P a
.

s
/ L 上升至 3

.

0 2士 0
.

9 5 k P a
.

s
/ L

.

然而
,

A C P IP
,

s o U 以后 20 h 以后重复以上实验
,

上述由

油酸引起的呼吸功能障碍明显减轻 (图 2 )
。

.2 5 病理形态改善8[]

在上述油酸引起狗的 R D S 模型
,

两组动物均在

注射油酸召h 后杀死
.

取出肺标本
,

H E 染色
,

用光学

显徽镜检查
,

结果发现
,

油酸能引起肺间质水肿
,

肺

水肿
,

肺泡出血
,

肺透明膜形成
,

肺炎症改变
,

肺动脉

血栓形成
,

肺梗塞
,

肺气肿和白细胞浸润
。

用 A C P 耗

吧
: p 0 0

.自 目幽

O 峥

奋

P V R

图 2 抗补体蛋 白对狗油酸型肺损伤的保护作用

静注油酸 0
.

06 m l k/ g 后测定值的均数和 标准差 (
。

)
:

对 照组
。

(
·

)实验组
,

在给油酸前 20 小时腹腔注射 50 单位

抗补体因子
。

P a O : :

动脉血氧分压
,

单位 k P a ; P a C O : :

动脉

血二氧化碳分压
,

单位 k P幻 (P 人一 ) 0 2 :

肺泡气和动脉血氧

分压差
,

单位 k P a ; Q s/ Q t :

分流率
,

单位写
, Q L :

肺血流量单

位 L / m i n ; P V R
:

肺血管阻力
,

单位 k P a 八 L
·

m in ) ; C
:

肺动

态顺应性
,

单位 L c/ m H Z O ; R
:

气道阻力
.

单位
c m H 2 0

. ,

和

给油酸前 比较 尸 < 0
.

05
,

+ 和对 照组 比较 尸 < 0
.

05
, n ~ 5

附表 肺组织光学显微镜检查发现

对照组 A C P 组

+ 十十 十 + 十+ 份

间质水肿 4 1 0 4 0 1

肺泡水肿 3 1 1 4 1 0

肺泡 出血
l , 3 1 1 1 0 0

透明膜形成
” 3 2 0 2 0 0

肺 炎 1 3 1 2 1 2

局灶性坏死 1 0 0 0 0 0

肺动脉血栓
, , 1 4 0 4 1 0

肺梗死 0 0 0 0 0 0

肺不张 1 2 0 1 2 0

肺气肿 4 0 0 5 0 0

白细胞浸润 0 3 2 0 4 1

l )两组比较 R id i t 分析 p < 0
.

0 5 , n 一 5
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3 安全性试验川

3
.

1 急性毒性试验

A C P 急性毒性低微
,

用 l o m g / k g (相当于 1 4 0 8

抗补体单位 k/ g ) iv
,

20 只小白鼠无一死亡
。

饲养一

周均存活
.

体重从实验前 19
·

9士 L gl 增加至 21
·

3

士 0
.

9 9 ` 士 : , n 一 20 )
.

在观察期间
,

动物清醒
,

活

动
,

进食
,

行为和大便均无异常发现
。

3
.

2 对麻醉狗肺功能无明显毒性

用上述方法同步记录血 气
,

呼 吸动力学和 肺循

环的指标
。

观察给 A e P 0
.

4 m g / k g ip
.

3 5 0 m in 内的

改变 (相当于 56
.

3 抗补体单位 / k g )主要结果包括
:

①静脉血溶血补体呈指数下降
。

y ~ 73
.

8 4 e ’ 。
·

。 10 , “

妙
:

溶血补体活性
, e :

自然对数底
, t :

时间 )
,

lt/
:

为

63
.

s m in
。

32 o m in 时
,

血溶血补体活性仅为给药前的

2
.

28 % (n 一 7 )
。

②外周血 白细胞计数上升
,

最大值为

给药前的 2 倍
。

③血气测定结果 P a o :

和 aP C O :

均

在正常范围
。

④肺换气功能无 明显改变
,

表现在

甲 (̂ _ . ) O :

和 Q s
/ Q t 值均保持恒定

。

潮气量
,

呼吸 流

速
,

胸内压和肺顺应性均无明显改变
。

尽管呼 吸频

率
,

每分钟通气量和呼吸道阻力缓慢轻度的上升
。

说

明 A C P 激活补体至耗竭过程对呼吸动力学干扰不

大
.

⑤对肺循环有一过性影响
,

表现为肺动脉压上

升
,

从基础值 1
.

94 士 。
.

2 8k P a
B 上升到最大值 2

.

5士

0
.

s k P a ,

肺血流量减少
,

从基础值 2 ; 0 7士 0
.

5 2 L / m in

降低至 1
.

52 士 0
.

5 2 L /
,

肺血管阻力上升
,

从基础值

0
.

7 0土 0
.

0 9 k P a m in / L 上升至 1
.

4 2 士 0
.

6 4 k P a 。

以上

作用在 l m in 左右到达峰值
,

在 32 o m in 可恢复
。

⑥肺

组织病理改变不严重
,

实验后把狗杀死
,

取出肺中叶

组织
,

固定
,

H E 染色
,

光学显微镜检查仅发现轻度

肺小血管和 毛细血管扩张
,

淤血
,

肺间隔加宽
,

大量

中性粒细胞浸润
,

个别肺胞有浆液渗出
,

支气管形态

正常
。

以上结果提示
,

用耗竭补体剂量 A C P iv
,

尽管

可见外周血 白细胞计数上升
,

肺有大量中性粒细胞

浸润
,

肺循环阻力上升
,

肺血流量下降等改变
,

但不

足以改变肺的换气功能
,

血气张力保持稳定
。

提示

A C P 对麻醉狗的安全性
。

以 iB
o 一 g el P Z OO 柱层析为纯化手段的改 良分

离 A C P 方法能经济地获得大量的 A C P
,

为 A C P 深

入研究提供物质基础
。

来源于眼镜蛇毒的 A C P 通过耗竭补体
,

能预防

油酸引起的肺损伤
,

因其急性毒性低
,

而可能成为有

效的抗补体药物和有效的预防呼吸窘迫综合征的手

段
.
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