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小叶三点金不同萃取相对尖吻蝮蛇毒主要酶类的抑制作用
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摘要:【目的】考察小叶三点金(Desmodiummicrophyllum)乙醇提取物不同萃取相对尖吻蝮蛇(Deinagkistrodonacutus)

毒主要酶类的抑制作用。【方法】采用不同极性溶剂对小叶三点金乙醇提取物进行萃取,检测各萃取相对尖吻蝮蛇毒中蛋

白水解酶、磷脂酶A2、透明质酸酶和类凝血酶的抑制作用,再结合气相色谱-质谱法(GC-MS)对抑制作用最强的萃取相进

行组分分析。【结果】乙酸乙酯萃取相能够明显抑制尖吻蝮蛇毒中的蛋白水解酶、磷脂酶 A2 和透明质酸酶和类凝血酶的

活性,经GC-MS分析检测出26种成分,其中正十六烷酸、十八碳烯酸、豆甾醇和谷甾醇具有抑制蛇毒活性的作用。【结
论】小叶三点金醇提物乙酸乙酯萃取相对尖吻蝮蛇毒中主要酶类具有明显抑制作用,能够作为有效部位用于抗蛇毒功效

组分的筛选研究。
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尖吻蝮蛇(Deinagkistrodonacutus)又称五步蛇,隶属于蝰蛇科(Viperidae)蝮亚科(Crotalinae)尖吻蝮属

(Deinagkistrodon),仅分布于中国南方和越南部分地区,是引起中国蛇伤事故高发的主要毒蛇之一[1]。研究发

现尖吻蝮蛇毒含有蛋白水解酶、磷脂酶A2、透明质酸酶等酶类,能引起出血、肿胀、局部组织坏死等症状[2]。目

前,抗蛇毒血清被认为是治疗蛇伤的有效药物,但价格昂贵且不便于长时间保存。同时,抗蛇毒血清通过免疫动

物制备而来,因而其中的杂蛋白可能引起过敏性休克、致热反应、血清病等副作用[3],因此在应用时有较大的局

限性。目前国内外已有研究证实不少中草药及提取物具有抑制蛇毒的作用[4-5],这为新型治疗蛇伤药剂的研究

开发提供了理论支撑。小叶三点金(Desmodiummicrophyllum)为豆科(Leguminosae)山蚂蝗属(Desmodium)
植物,该属植物具有良好的镇痛、消炎、抗氧化、保护血管等作用;在民间也被广泛用于治疗蛇伤[6,7],然而相关治

疗效果和作用机制鲜有报道。为此,本研究对小叶三点金醇提物不同萃取相抑制尖吻蝮蛇毒主要酶类进行研

究,探究抗蛇毒活性组分的有效部位,为后期抗蛇毒组分的筛选提供理论依据。

1材料与方法

1.1材料

小叶三点金于2017年6月购于重庆市沙坪坝区,经植物分类学鉴定后烘干备用。该植物留样保存于重庆

师范大学动物毒素与新药及保健食品研究实验室。成年尖吻蝮蛇购自湖南湘西自治州乌龙山,采用咬皿法制备

蛇毒,经冷冻干燥后-20℃低温保存备用。

1.2仪器与试剂

主要仪器为:Trace-ISQ气相色谱-质谱仪(ThermoFisherScicentific);TGL-20高速冷冻离心机(四川蜀科

仪器有限公司);RVC2-18真空离心浓缩仪(Christ公司);RE-52A旋转蒸发器(巩义市宇翔仪器有限公司);恒温

水浴锅(上海跃进医疗器械有限公司);DHG-9023A型电热恒温鼓风干燥箱(上海精宏实验设备有限公司);M1-
211A型微波炉(广东美的厨房电器制造有限公司)。
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主要试剂为:无水乙醇、石油醚(成都市科龙化工试剂厂);三氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇和丙酮(重庆川东化

工(集团)有限公司);色谱级甲醇(瑞典 Oceanpak公司);琼脂糖(Biosharp公司);Caseinfrombovinemilk
(Switzerland公司);透明质酸钠(XiyaReagent公司);新生牛血浆(武汉纯度生物科技有限公司)。

1.3实验方法

1.3.1小叶三点金的提取 取小叶三点金全株500g,粉碎,用体积分数为75%的乙醇回流提取3次,每2h提取

1次。合并提取液并过滤,将过滤后的提取液旋转蒸发除去其中的乙醇,最终浓缩成浸膏。将所得膏状物加适量

蒸馏水溶解后再依次用石油醚、三氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇萃取,将4个萃取相及萃取后所得水相使用真空离

心浓缩仪干燥后低温保存备用。进行酶活抑制实验时,先取低温保存的各萃取相干粉,用体积分数为5%的丙酮

溶解,即可配制成实验样品。

1.3.2抑制蛋白水解酶活力检测 采用武金霞等人[8]的方法进行检测。称取0.2g琼脂糖,加入0.05mol·L-1,

pH7.5的磷酸缓冲溶液16mL,微波炉加热至琼脂糖溶解;再加入4mL质量分数为1.25%的酪蛋白溶液混匀

后均匀倒板;待平板凝固后用直径为4mm打孔器打孔。取50μg的蛇毒与小叶三点金各萃取相样品配制质量

比为1∶0.5,1∶1,1∶2,1∶5和1∶10的混合溶液,37℃水浴30min后上样,恒温37℃孵育12h后观察测量

透明圈大小。以生理盐水和体积分数为5%丙酮代替上述样品为对照,重复上述步骤。实验重复进行3次。

1.3.3抑 制 磷 脂 酶 A2 活 力 检 测 采用 Habermann等人[9]的方法进行检测。称取0.2g琼脂 糖,加 入

0.05mol·L-1,pH6.5的醋酸钠溶液20mL,微波炉加热至琼脂糖溶解;待琼脂糖溶液温度降低至50℃左右,
加入800μL蛋黄液(蛋黄与质量分数为0.85%氯化钠溶液以1∶3的体积比混合后,于3000r·min-1条件离心

5min,取上清即得)和0.01mol·L-1的氯化钙溶液400μL,混匀后均匀倒平板;待平板凝固后用直径为4mm
打孔器打孔。取4μg的蛇毒与小叶三点金各萃取相样品配制质量比为1∶10,1∶25,1∶50,1∶100和

1∶200的混合溶液,37℃水浴30min后上样,恒温37℃孵育9h后观察测量透明圈大小。以生理盐水和体积

分数为5%丙酮代替上述样品为对照,重复上述步骤。实验重复进行3次。

1.3.4抑制透明质酸酶活力检测 采用Singer等人[10]的方法进行检测。称取0.2g琼脂糖,加入0.2mol·L-1,

pH5.0的醋酸钠溶液10mL,微波炉加热至琼脂糖溶解;称取0.02g透明质酸加入10mL醋酸钠溶液(0.2mol·L-1,

pH5.0)于50℃水浴溶解。将上述两者混匀后倒平板;待平板凝固后用直径为4mm打孔器打孔。取50μg的

蛇毒与小叶三点金各萃取相样品配制质量比为1∶0.5,1∶1,1∶2,1∶5和1∶10的混合溶液,37℃水浴30min
后上样,恒温37℃孵育15h,然后用质量分数为0.75%的十六烷基三甲基溴化铵(Cetyltrimethylammonium
bromide,CTAB)染色至出圈并测量透明圈大小。以生理盐水和体积分数为5%丙酮代替上述样品为对照,重复

上述步骤。实验重复进行3次。

1.3.5抑制类凝血酶活力检测 采用Francis等人[11]的方法进行检测。称取15μg的蛇毒与小叶三点金各萃取

相样品配制质量比为1∶5,1∶10,1∶25,1∶50和1∶100的混合溶液,以生理盐水和5%丙酮为对照,混合溶液

及对照体积均为40μL;37℃孵育30min后,将它们全部加到洁净的培养皿中,再加入预热到37℃的牛血浆

160μL;以加入血浆开始计时,再用移液枪枪头轻轻挑动,以能成团挑起为计时终点。整个操作在37℃水浴下

进行,进行3次重复实验。

1.3.6GC-MS条件 GC条件为:色谱柱ThermoTG-SQCGCcolumn(15m×0.25mmID×0.25μm);载气

为高纯度氦气(纯度大于或等于99.999%);柱内载气流量1mL·min-1,程序升温(柱初始温度60℃,保留

2min;以10℃·min-1的速率升至120℃,再以5℃·min-1的速率升至150℃,保留2min;以5℃·min-1的
速率升至280℃,保留5min),分流进样,分流比为1∶1;进样量为1μL。MS条件为:质谱的离子源为EI,离子

源温度250℃,电子能量70eV,传输线温度300 ℃,发射电流50μA,倍增电压1200V,扫描范围50~
550amu/s。

2结果

2.1对蛋白水解酶活性的影响

以尖吻蝮蛇毒加生理盐水对照中蛋白水解酶活力为100%计,得到小叶三点金不同萃取相对蛇毒中蛋白水

解酶活性的影响,其中:体积分数为5%的丙酮对蛇毒中的蛋白水解酶活力无抑制作用;当蛇毒与小叶三点金乙

酸乙酯萃取相质量比为1∶2时,尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶的活性能够被完全抑制;当蛇毒与小叶三点金三氯甲烷
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    注:图例中的比值表示蛇毒与小叶三点金样品的质量比,下同

图1 小叶三点金不同萃取相对尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶活性的抑制作用

Fig.1 InhibitoryeffectsofdifferentextractsofD.microphyllumon

proteolyticenzymeactivityfromD.acutusvenom

萃取 相 质 量 比 达 1∶10
时,尖吻蝮蛇毒蛋白水解

酶的活性被完全抑制;而
石油醚相、正丁醇相、水萃

取相各质量比对蛋白水解

酶活性几乎没有抑制作用

(图1)。

2.2对磷脂酶 A2 活性的

影响

以尖吻蝮蛇毒加生理

盐水对照中磷脂酶 A2 活

力为100%计,得到小叶三

点金不同萃取相对蛇毒中

磷脂酶 A2 活性的影响如

图2所示。结果显示:体
积分数为5%的丙酮对蛇

图2 小叶三点金不同萃取相对尖吻蝮蛇毒磷脂酶A2活性的抑制作用

Fig.2 InhibitoryeffectsofdifferentextractsofD.microphyllumon

phospholipaseA2activityfromD.acutusvenom

毒中的磷脂酶 A2 无明显

抑制作用;当蛇毒与小叶

三点金石油醚萃取相质量

比达1∶200时,尖吻蝮蛇

毒磷脂酶 A2 的活性被完

全抑制;当蛇毒与小叶三

点金的三氯甲烷萃取相、
正丁醇萃取相和水萃取相

质量比达1∶50时,尖吻

蝮蛇毒磷脂酶 A2 的活性

被完全抑制;当蛇毒与小

叶三点金乙酸乙酯萃取相

质量比达1∶10时,尖吻

蝮蛇毒磷脂酶 A2 的活性

图3 小叶三点金不同萃取相对尖吻蝮蛇毒透明质酸酶活性的抑制作用

Fig.3 InhibitoryeffectsofdifferentextractsofD.microphyllumon
hyaluronidaseactivityfromD.acutusvenom

被完全抑制。

2.3对透明质酸酶活性的

影响

以尖吻蝮蛇毒加生理

盐水对照组中透明质酸酶

活力为100%计,得到小叶

三点金不同萃取相对蛇毒

中透 明 质 酸 酶 活 性 的 影

响。从图3可知:体积分

数为5%的丙酮对蛇毒中

的透明质酸酶无明显抑制

作用;当蛇毒与小叶三点

金石油醚萃取相质量比达

1∶10时,尖吻蝮蛇毒透明
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质酸酶的活性被完全抑制;当蛇毒与小叶三点金水萃取相质量比达1∶2时,尖吻蝮蛇毒透明质酸酶的活性被完

全抑制;当蛇毒与小叶三点金的三氯甲烷萃取相和正丁醇萃取相质量比达1∶1时,尖吻蝮蛇毒透明质酸酶的活

性被完全抑制;当蛇毒与小叶三点金乙酸乙酯萃取相质量比达1∶0.5时,尖吻蝮蛇毒透明质酸酶的活性被完全

抑制。

2.4对类凝血酶活性的影响

由表1可知:与尖吻蝮蛇毒加生理盐水对照相比,体积分数为5%的丙酮对蛇毒中的类凝血酶活性无抑制作

用,两者均在较短时间促使血浆出现凝聚。当蛇毒与小叶三点金正丁醇萃取相质量比为1∶100时,在300s时

还未出现凝集现象;在两者质量比为1∶50,1∶25,1∶10和1∶5时,平均凝血时间依次减少,分别为255,205,

134和105s。当蛇毒与小叶三点金水萃取相质量比为1∶100时,在300s时还未出现凝集现象;在两者质量比

为1∶50,1∶25,1∶10和1∶5时,平均凝血时间依次减少,分别为120,107,80和61s。当蛇毒与小叶三点金石

油醚萃取相质量比为1∶100时,平均凝血时间为97s。当蛇毒与小叶三点金三氯甲烷、乙酸乙酯萃取相质量比

为1∶25时,在300s时都还未出现凝集现象,在蛇毒与小叶三点金萃取相质量比为1∶10时,三氯甲烷相中的

平均凝血时间(53s)少于乙酸乙酯相中的平均凝血时间(138s)。

表1 小叶三点金不同萃取相对尖吻蝮蛇毒类凝血酶活性的抑制作用

Tab.1 InhibitoryeffectsofdifferentextractsofD.microphyllumonthrombin-likeenzymesactivityfromD.acutusvenom

m蛇毒∶m萃取相 生理盐水 丙酮(φ=5%) 石油醚萃取相 三氯甲烷萃取相 乙酸乙酯萃取相 正丁醇萃取相 水相

1∶0 54.0±3.0 55.0±3.5

1∶5 47.0±5.0 49.0±3.5 104.0±4.5 105.0±4.1 61.0±3.2

1∶10 48.0±5.0 53.0±2.0 138.0±7.0 134.0±6.5 80.0±3.6

1∶25 50.0±3.0 >300.0 >300.0 205.0±7.5 107.0±4.7

1∶50 52.0±3.5 >300.0 >300.0 255.0±8.0 120.0±5.1

1∶100 97.0±4.0 >300.0 >300.0 >300.0 >300.0

  注:表中数据为凝血时间(单位:s)的平均值±标准差(n=3),凝血时间测定总计时为300s

2.5小叶三点金乙酸乙酯萃取相的GC-MS成分分析

图4 小叶三点金乙酸乙酯萃取相总离子流图

Fig.4 TotalionchromatogramofethylacetateextractofD.microphyllum

鉴于乙酸乙酯萃取相对

尖吻蝮蛇毒主要酶类具有明

显抑制效果,因此选择该萃

取相进行GC-MS成分分析,
得到总离子谱图(图4)。经

过质谱数据库(Nationalin-
stitutestandardandtech-
nology,NIST)检索,用峰面

积归一法计算乙酸乙酯萃取

相中各成分的相对质量分

数,得到如结果表2所 示。
在乙酸乙酯萃取相中检测出

26种成分,包括烯酸、烷酸、
甾醇等。其中相对含量最高

的 成 分 是 三 氟 乙 酸 丁 酯

(12.29%),其次为芥酸酰胺

(8.77%)。此外相对含量较

高的还有十一烷(8.74%)、邻苯二酚(7.5%)、2,4-二叔丁基苯酚(4.57%)、β-谷甾醇(4.22%)等。
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表2 小叶三点金乙酸乙酯萃取相中各成分的相对质量分数

Tab.2 RelativecompoundconcentrationsofethylacetateextractfromD.microphyllum

保留时间/min 化学名称 分子式 相对分子质量 相对含量%

3.76 乙酸已酯 C8H16O2 144.1150 1.88

4.93 4,7-亚甲基八氢茚 C10H16 136.1252 3.57

5.05 十一烷 C11H24 156.1878 8.74

5.97 1,2,3,4-四氢萘 C10H12 132.0939 5.21

6.15 三氟乙酸丁酯 C6H9Cl3O2 217.9668 12.29

6.29 萘 C10H8 128.0626 3.31

6.65 邻苯二酚 C6H6O2 110.0368 7.5

7.85 1,2,3,4-四氢-6-甲基-萘 C11H14 146.1096 1.47

8.17 2-甲氧基-4-乙烯基苯酚 C9H10O2 150.0681 0.91

9.41 十四烷 C14H30 198.2348 0.72

10.22 2-羟基-6-甲基-苯甲醛 C8H8O2 136.0524 3.41

11.36 2,4-二叔丁基苯酚 C14H22O 206.1671 4.57

12.28 6,6-二甲基-5-戊氧基环己-4-烯-1,3-二酮戊二酸戊酯 C13H20O3 224.1412 3.52

21.12 3-溴-6-碘-4H-噻吩并[3,2-b]吡咯-5-羧酸甲酯 C8H7NO2S 181.0198 3.41

21.26 正十六烷酸 C16H32O2 256.2402 2.89

22.77 苔黑酚,TBDMS衍生物 C13H22O2Si 238.1389 4.49

25.56 棕榈酸丁酯 C20H40O2 312.3028 5.52

28.42 丁基-9,12-十八碳二烯酸酯 C22H40O2 336.3028 1.58

28.52 顺式-十八碳烯酸 C18H34O2 282.2559 1.91

28.99 硬脂酸丁酯 C22H44O2 340.3341 1.2

34.12 阿法沙龙 C21H32O3 332.2351 3.78

34.81 芥酸酰胺 C22H43NO 337.3345 8.77

38.27 2,6-二(1,1-二甲基乙基)-1,4-对苯二酚 C14H22O2 222.1620 2.05

40.70 豆甾醇 C29H48O 412.3705 1.28

41.39 β-谷甾醇 C29H50O 414.3862 4.22

45.78 苯丙酸,3,5-二(1,1-二甲基乙基)-4-羟基-十八烷基酯 C35H62O3 530.4699 1.78

3讨论

尖吻蝮蛇毒含有蛋白水解酶、磷脂酶A2、透明质酸酶、类凝血酶等酶类[2]。其中:蛋白水解酶含量最高,能降

解胞外基质或基质膜引起组织坏死,破坏血管壁导致血液溢出,引起局部出血,释放血管活性物质引起血压剧烈

下降[12];磷脂酶A2 则表现出突触前神经毒性、肌肉毒性、心脏毒性、溶血活性、抗血小板聚集、水肿等众多毒理

作用[13];透明质酸酶的主要作用是加速蛇毒向机体组织扩散[14];蛇毒类凝血酶具有精氨酸酯酶活性直接水解纤

维蛋白原α链或β链,释放血纤肽A或血纤肽,使得纤维蛋白单体首尾聚合而不发生侧链交联,由此形成的血凝

块对纤溶酶十分敏感而易被网状内皮系统或正常的纤溶系统所清除或降解,从而表现出止血或降纤、抗凝两种

作用[15]。蛇伤发生后,上述组分单独或协同发挥作用,导致受袭动物出现中毒症状。本研究采用回流萃取法制

备小叶三点金醇提物,再通过不同有机溶剂进行萃取得到各萃取相,并采用体积分数为5%的丙酮溶解各萃取

相。研究结果显示,与生理盐水的对照相比,体积分数为5%的丙酮未对蛇毒主要酶类活性造成影响。酶活力抑

制实验结果显示,小叶三点金乙酸乙酯萃取相能够明显抑制尖吻蝮蛇毒中的蛋白水解酶、磷脂酶A2、透明质酸酶

和类凝血酶的活性,提示这一萃取相中存在能够与尖吻蝮蛇毒主要酶类相互作用的活性组分,从而起到治疗蛇
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伤的作用。
通过GC-MS分析,本研究从乙酸乙酯萃取相中共检测出26种成分,与已有文献报道相比,发现其中含有大

量具有抑制蛇毒活性的组份,如正十六烷酸、顺式-十八碳烯酸、豆甾醇、谷甾醇、邻苯二酚和2,4-二叔丁基苯酚。
其中正十六烷酸属于饱和脂肪酸,谷甾醇和豆甾醇属于植物类固醇,这两类物质具有抗氧化、抗炎的作用,能够

有效地抑制蛇毒磷脂酶A2 的活性,减缓并控制蛇毒引起的溶血、水肿等症状[16-18]。十八烯酸及相关衍生物属于

不饱和脂肪酸类化合物,具有维持细胞完整性、保护血管壁的作用,能够控制蛇伤引起的局部出血症状,降低蛇

伤造成的氧化损伤[16]。邻苯二酚和2,4-二叔丁基苯酚属于酚类物质,具有抗炎、抗血管生成等药理作用,抗癌、
抗真菌以及抗氧化等生物活性,推测它们可能通过抑制蛇毒引起的氧化损伤而发挥治疗功效[19]。

总之,本研究对小叶三点金醇提物不同萃取相抑制尖吻蝮蛇毒主要酶类进行了研究,结果证实乙酸乙酯萃

取相具有明显的蛇毒抑制活性,这为后期小叶三点金抗蛇毒功效组分的筛选提供了理论依据。
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InhibitoryEffectsofDifferentExtractionsofDesmodiummicrophyllumon
ActivitiesofMajorEnzymesfromDeinagkistrodonacutusVenom

XIONGYan1,LIHeng2,YUXiaodong1,LONGMin1,CHENChunni1,

XIANGBolin1,ZHUXiaoyan1,HEQiyi1

(1.ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstance,MinistryofEducationEngineeringResearchCenterof
ActiveSubstanceandBiotechnology,CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.InstituteofForensicScience,CriminalPoliceCropsofChongqingPublicSecurityBureau,Chongqing400021,China)

Abstract:[Purposes]ToexploreinhibitoryeffectsofdifferentextractionportionsofDesmodiummicrophyllumethanolextractson
activitiesofmajorenzymesfromDeinagkistrodonacutusvenom.[Methods]The75%ethanolextractsobtainedfromD.microphyl-
lum werefutherfractionatedbysolventswithincreasingpolarityintofiveportionsincludingpetroleumetherextracts,trichlorometh-
aneextracts,ethylacetateextracts,butylalcoholextracts,andwaterextracts.Theinhibitoryeffectsofallextractsonproteolytic
enzymes,phospholipaseA2,hyaluronidase,andthrombin-likeenzymefromD.acutusvenomweredetected,andtheextractswith
thestrongestinhibitoryeffectwasanalyzedusinggaschromatography-massspectrometry(GC-MS).[Findings]Theethylacetate
extractssignificantlyinhibitedtheactivitiesofproteolyticenzyme,phospholipaseA2,hyaluronidase,andthrombin-likeenzyme
fromD.acutusvenom.BasedontheanalysisofGC-MS,26componentswerefoundintheextracts.Amongwhich,severalcompo-
nentswereassociatedwithinhibitoryactivityagainstsnakevenom,inculdingn-hexadecanoicacid,vaccenicacid,sitosterol,and
stigmasterol.[Conclusions]TheethylacetateportionofethanolextractsfromD.microphyllumsignificantlyinhibitedmajoren-
zymesfromD.acutusvenom,anditcanbeusedasaneffectivesourceforscreeningofanti-sankevenomcomponents.
Keywords:Desmodiummicrophyllum;Deinagkistrodonacutusvenom;extraction;enzymes;gaschromatography-massspectrome-
try
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