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摘要��目的�初步探究蛇莓�����������������对尖吻蝮�����������������������蛇毒蛋白水解酶的抑制作用��方法�采
用不同极性有机溶剂对蛇莓乙醇提取物进行分级萃取�结合硅胶薄层层析�����进行分离�再利用气相色谱灢质谱法���灢
���对抑制蛋白水解酶作用最强的活性部位进行组分分析��结果�乙酸乙酯萃取相具有较强的抑制尖吻蝮蛇毒蛋白水

解酶活性�经硅胶���分离从中获得条带棻�条带棽�条带棾和条带棿共棿个条带�且条带棿的尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶抑制

活性最强�通过 ��灢��分析检测出条带棿中存在棻椀种成分�其中棽�棿灢二叔丁基苯酚�正十六烷酸�十八烷酸�十六烷酸�

棽灢羟基灢棻灢�羟甲基�乙酯�硬脂酸灢棽灢羟基灢棻灢�羟甲基�乙酯和棻棸�棻棾灢十八碳二炔酸甲酯可能与抑制蛇毒活性相关��结论�

蛇莓中存在抑制尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶的功效组分�可以作为蛇伤药物开发的资源�

关键词�蛇莓�尖吻蝮蛇毒�蛋白水解酶�薄层层析�气相色谱灢质谱法
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全世界共有蛇类棽椀棸棸种�其中毒蛇约椂椀棸余种�有研究报道�目前全球每年被毒蛇咬伤的人数在棾棸万以

上�死亡率高达棻棸棩左右�棻��且毒蛇咬伤被世界卫生组织列为一种�被忽视的疾病��棽灢棾��尖吻蝮�������������灢
����������又称五步蛇�七步蛇�蕲蛇�百花蛇�中华蝮等�为蛇亚目�����������蝰蛇科�����������蝮亚科����灢
��������尖吻蝮属�����������������动物�主要分布于中国南方各省如福建�江西�浙江等�棿��尖吻蝮是引起中

国蛇伤事故的主要毒蛇之一�椀灢椂��它的毒液含有丰富的蛋白水解酶�主要作用于血液系统�导致咬伤部位短时间

内出现肿胀疼痛�出血不止�局部组织坏死等症状�椃灢椄��目前�抗蛇毒血清被认为是治疗蛇伤的有效药物�椆��但它

有着生产工艺复杂�价格昂贵�保存不便等不足之处�同时易造成过敏性休克�热原反应�血清病�低血压等副作

用�棻棸��因此在蛇伤治疗方面的应用存在极大限制�
中草药作为一种含有多种药理学功效成分的天然资源库�长期以来被用于多种疾病的治疗�棻棻灢棻棽��特别是在

中国广大农村及偏远地区�因交通不便�经济状况不济等原因�中草药常被当地民众作为治疗蛇伤的首选药

物�棻棾��蛇莓�����������������作为蔷薇科����������蛇莓属�����������植物�主要生长于辽宁以南各省区�
性味甘�苦�寒�可用于散瘀消肿�收敛止血�清热解毒等�棻棿��在中国民间�蛇莓被广泛应用于毒蛇咬伤事故的救

治�棻椀��而关于它的治疗效果和作用机制的研究鲜有报道�笔者所在研究团队前期研究发现�蛇莓乙醇提取物能

够明显抑制尖吻蝮蛇毒引起的小鼠�������������皮下出血症状�提示蛇莓可能含有某些可以通过抑制蛇毒蛋

白水解酶而发挥治疗功效的组分�为此�本研究采用不同极性有机溶剂对蛇莓乙醇提取物进行分级萃取�利用

硅胶薄层层析�����对萃取物进行分离�再结合气相色谱灢质谱法���灢���对其中活性部位的化学组分进行分

析鉴定�以便为蛇莓在蛇伤救治中的进一步应用提供理论依据�

棻材料与方法

棻灡棻材料及主要试剂�仪器

实验用蛇莓于棽棸棻椃年椃月购于安徽省亳州市�并通过植物分类学鉴定�于椂棸�烘干至恒质量备用�该植物
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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�
色谱级甲醇购自 ��������公司�无水乙醇和石油醚购自成都市科龙化工试剂厂�三氯甲烷�乙酸乙酯和正

丁醇购自重庆川东化工�集团�有限公司�琼脂糖购自 ��������公司�规格为棽灡椀���椃灡椀���棸灡棽椀�� 和

棻棸���棻棸���棸灡椀�� 的高效硅胶板 ��灢棽椀棿分别购自青岛海洋化工厂和青岛邦凯高新技术材料有限公司�

�����灢�����灢��仪购自 �����������������������公司�恒温水浴锅购自上海跃进医疗器械有限公司�

��灢椀棽�旋转蒸发器购自巩义市宇翔仪器有限公司����棽灢棻椄真空离心浓缩仪购自������公司����灢棽棸高速冷

冻离心机购自四川蜀科仪器有限公司����灢椆棸棽棾� 型电热恒温鼓风干燥箱购自上海精宏实验设备有限公司�

��灢椆棿棸棾�蓝光观察仪购自北京六一生物科技有限公司���灢棻棸棸��液晶超声波清洗器购自昆山洁力美超声仪

器有限公司�

棻灡棽实验方法

棻灡棽灡棻尖吻蝮蛇毒的制备�成年尖吻蝮采用咬皿法取毒�毒液经冷冻干燥后置于密封安培瓶中�棴棽棸�保存备

用�使用前�将蛇毒用�� 为椃的磷酸盐缓冲液溶解�棾棸棸棸�����棴棻离心棻棸���后取上清备用�蛇毒蛋白质含

量采用考马斯亮蓝法进行测定�棻椂��

棻灡棽灡棽蛇莓乙醇提取物不同萃取相的制备�取干燥蛇莓全株棾棸棸��粉碎处理后�加入棾棸棸棸��溶质体积分数为

椃椀棩的乙醇溶液�于棿�条件下每椄�进行棻次浸提�共棽次�合并棽次滤液�在棿椀��棸灡棸椆���的条件下�减
压浓缩除去滤液中的乙醇溶液�得到浸膏�浸膏加适量蒸馏水混悬后�依次用棾倍体积不同极性的有机溶剂石

油醚�三氯甲烷�乙酸乙酯和正丁醇分别萃取棾次�棻椃��各萃取相分别减压浓缩为浸膏�最后冷冻干燥为粉状物质�
于棴棽棸�保存备用�

棻灡棽灡棾不同萃取相抑制蛋白水解酶活性的检测�蛋白水解酶活性检测参考武金霞和 �������等人�棻椄灢棻椆�的方法�
稍作修改�取棻灡棽椀�酪蛋白加到棻棸棸��浓度为棸灡棸椀�����棴棻��� 为椄灡椆的����灢���缓冲液中�沸水浴使之

完全溶解制得酪蛋白溶液�称取棸灡棿�琼脂糖�加入棾棽��浓度为棸灡棸椀�����棴棻��� 为椃灡椀的磷酸缓冲液�微
波炉加热至琼脂糖溶解�再加入椄��酪蛋白溶液混匀�趁热均匀倒入平板中�于室温下凝固后用直径为棿��
的打孔器打孔�

将蛇莓乙醇提取物的石油醚�三氯甲烷�乙酸乙酯�正丁醇和水萃取相分别用生理盐水溶解�与棽棸毺�尖吻蝮

蛇毒配制成�蛇毒 ��萃取相 分别为棻�棻�棻�椀�棻�棻棸�棻�棽椀�棻�椀棸�棻�棻棸棸的棻棸毺�混合溶液�棾椃�水浴棾棸���
后�上样于酪蛋白琼脂糖平板�恒温棾椃�孵育棻椀�后�使用考马斯亮蓝�灢棽椀棸染色�椃棩冰乙酸脱色�测量透明圈

大小�以尖吻蝮蛇毒与生理盐水的混合溶液��蛇毒 ��生理盐水 椊棻�棾灡椂�作为阴性对照�上述实验重复棾次�

棻灡棽灡棿���分离与检测�将上述实验测得的对尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶活性抑制作用最强的萃取相溶解于甲醇

中�配置成溶质质量分数为椀棩的溶液�使用毛细管点样于经棻棻棸�活化棿椀���的硅胶板底线棻�� 处�棽棸��点样

直径为棻�棽���点样距离棻灡椀���重复棾次�待彻底干燥后�使用�三氯甲烷 ��甲醇 为椄�棽的混合液作为展开

剂�在饱和状态下室温展开�待展开剂前沿走至距板顶棻�� 时�取出�自然晾干�在发射光波长为棽椀棿�� 的紫外

灯下检测荧光斑点�棽棻灢棽棽��
用刮刀刮下硅胶板上的荧光斑点�分别收集于��管中�用甲醇混悬�超声波处理棻棸����椄棸棸棸�����棴棻离

心棻棸����将获得的上清液用滤孔直径为棸灡棿椀毺� 的滤膜过滤后�置于真空离心浓缩仪中干燥至粉末�分别溶

于生理盐水配置成棿棸毺�的溶液�将棻棸毺��毺�棴棻的尖吻蝮蛇毒与各样品按照质量比为棻�棻椂混匀�棾椃�水浴

棾棸���后上样于酪蛋白琼脂糖平板�棾椃�孵育棻椀�后�使用考马斯亮蓝 �灢棽椀棸染色�椃棩冰乙酸脱色�测量透明

圈大小�以尖吻蝮蛇毒和生理盐水混合液��蛇毒 ��生理盐水 椊棻�棾灡椂�作为阴性对照�以尖吻蝮蛇毒和萃取相混合

液��蛇毒 ��萃取相 椊棻�棻椂�作为阳性对照�上述实验重复棾次�

棻灡棽灡椀活性部位的 ��灢��检测�取 ���分离检测后活性最强部位�用甲醇溶解配成质量浓度为棻棸棸毺��毺�棴棻

溶液�经滤孔直径为棸灡棿椀毺� 的滤膜过滤后进行 ��灢��检测���条件为�色谱柱 ��������灢��������灢
����棻椀��棸灡棽椀�����棸灡棽椀毺���载气为高纯度氦气�纯度大于或等于椆椆灡椆椆椆棩��柱温椂棸��进样口温度

棽椄棸��柱内载气流量棻������棴棻�程序升温�柱初始温度椂棸 ��恒温棽����以棻棸 �����棴棻的速率升至

棻棽棸��再以椀�����棴棻的速率升至棻椀棸��恒温棽����然后以椀�����棴棻的速率升至棽椄棸��恒温椀�����
分流比为棻�椀棸�溶剂延迟棾灡棽椀����进样量棻毺����条件为�质谱的离子源为���离子源温度棽椀棸��电子能

量椃棸���倍增电压棻棽棸棸��发射电流椀棸毺��传输线温度棾棸棸��扫描范围椀棸�椀椀棸���棴棻�
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棽结果

棽灡棻蛇莓乙醇提取物不同萃取相的制备

本研究共制得蛇莓乙醇提取物墨绿色浸膏棾棾灡椀��提取率为棻棻灡棻椃棩�进一步制备该提取物的不同萃取相�
得到石油醚�三氯甲烷�乙酸乙酯�正丁醇和水的萃取相分别为棽灡椂�棿灡棽�椀灡椆�椀灡椂和棾灡棿��

棽灡棽不同萃取相对尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶活性的影响

图棻�蛇莓不同萃取相对尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶活性的抑制作用

���灡棻������������������������������������������棶��������
������������������������������棶�����������

以琼脂糖灢酪蛋白作为底物�检测不同萃

取相对尖吻蝮蛇毒中蛋白水解酶活性的抑

制作用�图棻显示�乙酸乙酯萃取相对蛇毒

中蛋白水解酶有明显的抑制作用�当�蛇毒 �
�萃取相 椊棻�椀棸时�可以完全抑制蛇毒中蛋白

水解酶活性�当�蛇毒 ��萃取相 椊棻�棽椀时�可
以抑制棾椆灡椀棩的蛋白水解酶活性�石油醚�
三氯甲烷�正丁醇和水的萃取相对蛇毒中蛋

白水解酶抑制作用较低�当�蛇毒 ��萃取相 椊
棻�棻棸棸时�也未能完全抑制蛇毒蛋白水解酶

活性�

棽灡棾乙酸乙酯萃取相的���分离与检测

乙酸乙酯萃取相的 ���分离结果如封

三彩图棽所示�在 ���上呈现出棿个清晰

图棿�薄层层析不同条带对尖吻蝮

蛇毒蛋白水解酶的相对酶活力

���灡棿����������������������������
�����������������������������������������
�������������������������棶�����������

条带�各条带的 ��值�����用公式���椊��� 计算得到�其
中�� 为荧光斑点中心与起点的距离�本研究中条带棻�棿的

这一距离分别为棽灡棿棿�棻灡椆椃�棻灡椀棿和棻灡棻棾���� 为展开剂移

动的距离�在本研究中为椀灡椀棸���因此�条带棻�棿的 ��值

分别为棸灡棿棿�棸灡棾椂�棸灡棽椄和棸灡棽棻�
采用酪蛋白琼脂糖平板检测不同条带对蛇毒蛋白水解酶

活性的抑制作用�由封三彩图棾和图棿知�条带棿可以完全

抑制尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶活性�条带棽无抑制效果�条带棻
和条带棾对尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶活性的抑制作用较低�抑
制率分别为棻棸灡棸椃棩和棻棿灡椃棾棩�

棽灡棿��灢��成分分析

由以上结果可知����条带棿对尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶

活性抑制效果最明显�采用 ��灢��对条带棿中物质组成进行

图椀�薄层层析条带棿总离子流图

���灡椀���������������������������棿����
�����������������������

分析鉴定�得到的总离子流图如图椀所示�经质谱数据库

���������������������������������������������及文献标

准谱图核对分析�逐个解析各峰相应的质谱图�采用气相色谱

峰面积归一化法得出条带棿中各化学成分的相对含量�结果

显示�条带棿中共鉴定出棻椀种化合物�它们的化学名称�相对

含量等具体信息如表棻所示�

棾讨论

尖吻蝮为蝰蛇科蝮亚科下的一个有毒单型蛇�棽棾��椆棸棩的

种群分布于中国�是中国十大毒蛇之一�棽棿��尖吻蝮蛇毒中含

有大量蛋白水解酶�如金属蛋白酶�丝氨酸蛋白酶等�这些酶

类能够裂解纤维蛋白分子�降解毛细血管基底膜或基底膜蛋

椃棸棻第棾期�����������向柏林�等�蛇莓乙醇提取物抑制尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶活性初探



白�破坏血管壁导致血液溢出�引起蛇伤患者局部或全身出血和血液不凝症状�严重危及患者的生命�棽椀灢棽椂��因

此�筛选开发出对蛇毒蛋白水解酶具有高效特异抑制作用的药物成分�对尖吻蝮咬伤的救治具有重要临床意义�

表棻����条带棿的��灢��分析

���棶棻���灢����������������棿��������

保留时间���� 化学名称 分子式 相对分子质量��� 相对含量�棩

椂灡棸椂 棿灢乙烯酚乙酸酯 �棻棸�棻棸�棽 棻椂棽 棾灡椂棸

椃灡棾棻 棽灢甲氧基灢棿灢乙烯基苯酚 �椆�棻棸�棽 棻椀棸 棾灡椂棿

棻棸灡棻椆 棽�棿灢二叔丁基苯酚 �棻棿�棽棽� 棽棸椂 棻棻灡棸椆

棻棻灡棸椀 棾灢叔丁基灢棿灢羟基茴香醚 �棻棻�棻椂�棽 棻椄棸 棻灡椃棾

棻棽灡椃棿 棿灢�椂�椂灢二甲基灢棽灢环己烯灢棾灢烯亚基�灢戊灢棽灢酮 �棻棿�棽棽� 棽棸椂 棻灡棿椀

棻椄灡棾棻 椃�椆灢二叔丁基灢棻灢氧杂螺�棿�椀�癸烯二酮 �棻椃�棽棿�棾 棽椃椂 棿灡棻椆

棻椄灡椀椀 椃�椆灢二叔丁基灢棻灢氧杂螺�棿�椀�癸烯二酮 �棻椃�棽棿�棾 棽椃椂 椂灡椀椄

棻椆灡椃棻 正十六烷酸 �棻椂�棾棽�棽 棽椀椂 椂灡椂椆

棽棽灡椄椆 双灢棽�棽�灢�十二烷基亚氨基�灢乙醇 �棻椂�棾椀��棽 棽椃棾 棻棻灡椃棻

棽棾灡椂棻 十八烷酸 �棻椄�棾椂�棽 棽椄棿 棽灡椂椄

棽椂灡椀椂 棽灢�棿灢苯基苯基�灢苯并呋喃 �棽棸�棻棿� 棽椃棸 棽灡棻椄

棽椂灡椄棻 单胺灢十六烷基葵酯灢碳酸 �棽椃�椀椀��棽 棿棽椀 棾灡椄椆

棽椆灡棽棻 十六烷酸�棽灢羟基灢棻灢�羟甲基�乙酯 �棻椆�棾椄�棿 棾棾棸 椂灡椀棾

棾棽灡棽椂 硬脂酸灢棽灢羟基灢棻灢�羟甲基�乙酯 �棽棻�棿棽�棿 棾椀椄 棻棾灡棽棾

棾棾灡棻棽 芥酸酰胺 �棽棽�棿棾�� 棾棾椃 椃灡棾棾

棿棸灡棾椄 棻棸�棻棾灢十八碳二炔酸甲酯 �棻椆�棾棸�棽 棽椆棸 棾灡棽椀

��结合民间蛇伤治疗经验及与本研究相关的前期研究�发现蛇莓具有治疗蛇伤的功效�且它的乙醇醇提物能

够抑制蛇毒出血活性�为了验证蛇莓中存在能与蛇毒蛋白水解酶相互作用的组分�本研究采用不同极性有机溶

剂对蛇莓乙醇提取物进行分级萃取�并对不同萃取相抑制尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶的活性进行了检测�结果显

示�乙酸乙酯萃取相具有较强的蛋白水解酶抑制活性�基于硅胶 ����乙酸乙酯萃取相被分离为棿个条带�活性

检测显示条带棿对蛋白水解酶具有明显的抑制作用�通过 ��灢��分析�从条带棿中共鉴定出棻椀种化学成分�
与已有文献报道相比�本研究发现条带棿中可能存在椂种具有抑制蛇毒的组分�包括�棽�棿灢二叔丁基苯酚�正十六

烷酸�十八烷酸�十六烷酸�棽灢羟基灢棻灢�羟甲基�乙酯�硬脂酸灢棽灢羟基灢棻灢�羟甲基�乙酯和棻棸�棻棾灢十八碳二炔酸甲酯�
其中�棽�棿灢二叔丁基苯酚属于酚类物质�具有抗癌�抗疟�抗真菌以及抗氧化等多种生物活性�推测该物质可能通

过抑制蛇毒引起的氧化损伤而发挥治疗功效�棽椃��正十六烷酸及其衍生物属于饱和脂肪酸类化合物�具有抗氧

化�抗炎的作用�减缓并控制蛇毒引起的溶血�水肿等症状�棽椄��十八烷酸及其衍生物属于饱和脂肪酸类化合物�
对蛇毒毒素造成的损伤具有缓解作用�棽椆��

综合上述�本研究证实了蛇莓中存在抑制尖吻蝮蛇毒蛋白水解酶的功效组分�然而单一功效组分的分离�鉴
定及作用机制尚需进一步研究�
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