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摘要!#目的$探究中华眼镜蛇!
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"血清对自身蛇毒中主要酶类活性的抑制作用%#方法$不同稀释倍数的中华眼
镜蛇血清与蛇毒于

)Dl

孵育
)"76.

后(检测蛇毒中磷脂酶
H

!

&透明质酸酶&乙酰胆碱酯酶&

dF

氨基酸氧化酶和
InF

核苷酸
酶活性的变化情况%#结果$中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中磷脂酶

H

!

和
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核苷酸酶具有明显的抑制作用)当血清稀释
!

倍时(可以使蛇毒磷脂酶
H
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活性降低
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"'当血清稀释
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倍时(可以使蛇毒中
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核苷酸酶活性活性降低
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"%中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中的透明质酸酶&乙酰胆碱酯酶和
dF

氨基酸氧化酶均无抑制作用%

#结论$中华眼镜蛇血清中存在蛇毒磷脂酶
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和
InF

核苷酸酶的抑制剂(该结果为后期蛇毒抑制剂的筛选提供了理论依据%
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毒蛇咬伤是一个严重的公众健康问题'
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年$世界卫生组织首次将毒蛇咬伤认定为一种长期被忽视的人
类健康问题'在中国$每年约有
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万人被毒蛇咬伤$蛇伤致死率高达
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'目前$抗蛇毒血清被认为
是最为有效的蛇伤治疗药物$然而该药物主要通过免疫马#
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&等动物制备而来$价格昂贵且程序繁
琐$同时容易引起淋巴结肿大(呕吐(关节痛(注射部位出现红斑等过敏反应)
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'因此$寻求新的蛇伤治疗制剂
或蛇毒抑制剂显得尤为重要'

近些年来$能够抑制多种蛇毒的活性组分在无毒蛇和有毒蛇血清中被大量发现)
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'在有毒蛇中$有研究者
通过使用离子交换层析与亲和层析的方法在美洲矛头蝮#
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&血清中分离出
'

型磷脂酶
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抑制
剂$该抑制剂具有抑制磷脂酶
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的活性$能有效控制水肿和肌坏死等症状)
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&血清中分离纯化出磷脂酶
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&血清中分离纯化出新型的蛋白酶抑制剂%
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等
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&血浆中发现磷脂酶
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肌毒性
抑制剂$该抑制剂能够广泛地抑制矛头蝮属的碱性与酸性的磷脂酶
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'在无毒蛇中$
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&血清中人发现
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型磷脂酶
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抑制剂$具有抑制体外磷脂酶
H

!

的活性%
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&血清中发现磷脂酶
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抑制剂$该抑制剂能特
异性地抑制短尾蝮#
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&中碱性磷脂酶
H

!

'这些研究结果提示$蛇类血清中存在多种抑制蛇
毒的活性组分$可作为蛇毒抑制剂筛选的资源库'
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&$广泛分布于中国
南方$属于大型前沟牙类毒蛇$是中国十大毒蛇之一)
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'中华眼镜蛇蛇毒中含有磷脂酶
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(透明质酸酶(乙酰胆
碱酯酶(
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核苷酸酶(
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氨基酸氧化酶等酶类)
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并造成头晕(眼花(胸闷等全身中毒症状)
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'目前$国内外尚无关于中华眼镜蛇血清对自身蛇毒抑制作用的研
究'为此$本研究以中华眼镜蛇血清为研究对象$探究它对自身蛇毒中主要酶类活性的抑制作用$以期为从该蛇
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血清中分离出蛇毒抑制剂提供理论依据'

#

材料与方法
#@#

材料
用于采集血清和蛇毒的中华眼镜蛇为重庆师范大学毒蛇养殖与深加工协同创新中心饲养'取

)

条体质量
为

#

#

!T

4

的成体蛇$

!

条雄蛇$

#

条雌蛇$断头取血$将血液在
Gl

过夜%随后以
)"""-

2

76.

L#在
Gl

下离心
#I76.

$取上清液$即为该蛇的血清%然后分装$并于
L!"l

下保存备用'采用咬皿挤压法采集中华眼镜蛇毒$蛇
毒冷冻干燥后于

L!"l

密闭保存备用'

#@!

方法
#@!@#

血清对蛇毒中磷脂酶
H

!

活性的影响
!

中华眼镜蛇蛇毒中磷脂酶
H

!

活性的检测参考
g/̀9-7/..

等人)

#N

*

的方法'称取
"@!

4

琼脂糖$加入
"@"I7&0

2

d

L#且
R

g

为
*@I

的醋酸钠溶液
!"7d

$放入微波炉中加热至琼脂
糖融化$待温度降至

I"l

时$加入
N""

$

d

蛋黄液和
G""

$

d

质量分数为
!k

的氯化钙溶液$混合均匀后铺板'蛋
黄液的制作方法为!将鸡蛋黄与质量分数为

"@NIk

的氯化钠溶液以
#X)

的体积比混合后$

)"""-

2

76.

L#离心
I76.

$取上清液即可'待平板凝固后$使用直径为
)77

的打孔器打孔'每孔分别加入
#"

$

d

不同质量浓度的
蛇毒样品使其中的蛇毒质量分别为

"

$

#"

$
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$

G"

$
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$

N"

和
#""

$

4

$置于湿盒中密封$

)Dl

恒温孵育
I3

后取出$

测量并记录透明圈的直径'用生理盐水作为阴性对照$每个剂量重复
)

次$选取能产生直径约为
#"77

的透明
圈所需的蛇毒剂量作为中华眼镜蛇血清中和蛇毒中磷脂酶

H
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的基础用量'将基础用量的蛇毒与稀释
"

$
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$

G

$

N

和
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倍的中华眼镜蛇血清分别混合$

)Dl

下水浴
)"76.

$随后
I"""-

2

76.

L#离心
I76.

$取上清液加入卵黄平
板点样孔中$再对各孔中磷脂酶

H

!

的活性进行检测$重复
)

次'以不加入血清的基础用量蛇毒样品所产生的透
明圈作为对照$它的磷脂酶

H

!

酶相对活性设定为
#""k

'

#@!@!

血清对蛇毒中透明质酸酶活性的影响
!

中华眼镜蛇蛇毒中透明质酸酶活性的检测参考王晓玉等人)
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*的
方法'分别将含有
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$
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$
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和
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$
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蛇毒的样品溶液各
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$

d

与
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$

d

质量分数为
"@Ik

透
明质酸溶液混合$

)Dl

水浴
)"76.

后$加入沸水浴中煮沸
I76.

终止反应$

I"""-

2

76.

L#离心
I76.

'取
!G

$

d

上清液$随后加入
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$

dA%=

试剂混匀后煮沸
I76.

$冷却后于
IG".7

处读取吸光值'用磷酸钠缓冲液作为对
照$每个剂量重复

)

次'选取吸光值为
"@!I

时所对应的蛇毒剂量作为中华眼镜蛇血清中和蛇毒中透明质酸酶
的基础用量'将基础用量的蛇毒与稀释

"

$

!

$
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$

N

和
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倍的中华眼镜蛇血清分别混合$

)Dl

下水浴
)"76.

$随后
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2

76.

L#离心
I76.

$取上清液
)"

$

d

$检测其中透明质酸酶的活性$重复
)

次'以不加入血清的基础用量
蛇毒样品在

IG".7

处吸光值作为对照$将其中的透明质酸酶相对活性设定为
#""k

'
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血清对蛇毒中
InF

核苷酸酶活性的影响
!

中华眼镜蛇蛇毒中
InF

核苷酸酶活性的检测参考左凤琼等人)
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*的
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蛇毒的样品溶液各
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与
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的
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d

L#氯
化镁溶液(
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$

d

的
D77&0

2

d

L#且
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g

为
D@N

的腺苷一磷酸溶液混合$

)Dl

下孵育
)"76.

$随后加入
#D@I

$

d

的
!@I7&0

2

d

L#硫酸溶液终止反应$
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2

76.

L#离心
I76.

'取上清液
#""

$

d

与
I

$

d

显色液混合$随后
)"l

下水浴
GI76.

$于
*$".7

处的读取吸光值'用磷酸钠缓冲液作为对照$每个剂量重复
)

次'选取吸光值
为

"@!I

时所需的蛇毒剂量作为中华眼镜蛇血清中和蛇毒中
InF

核苷酸酶的基础用量'将基础用量的蛇毒与稀释
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$

N

和
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倍的中华眼镜蛇血清分别混合$

)Dl

下水浴孵育
)"76.

$随后
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2

76.

L#离心
I76.

$取
#"

$

d

上清液检测其中
InF

核苷酸酶的活性$重复
)

次'以不加入血清的基础用量蛇毒样品在
*$".7

处的吸光
值作为对照$将其中的

InF

核苷酸酶相对活性设定为
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'
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血清对蛇毒中乙酰胆碱酯酶活性的影响
!

参考
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等人)
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*的方法检测中华眼镜蛇蛇毒中乙酰胆碱酯酶活
性'分别将含有
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蛇毒的样品溶液各
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$
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的
)77&0

2
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L#碘代硫代
乙酰胆碱溶液混合$

)Dl

下孵育
!"76.

$随后加入
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$
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的
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d

L#三氯乙酸终止反应$以
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76.

L#离心
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硝基苯甲酸&混合$于
G#G.7

读取吸
光值'用磷酸钠缓冲液作为对照$每个剂量重复

)

次'选取吸光值为
"@!I

时所需的蛇毒剂量作为中华眼镜蛇
血清中和蛇毒中乙酰胆碱酯酶的基础用量'将基础用量的蛇毒与稀释
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$
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N

和
#*

倍的中华眼镜蛇血清分别
混合$

)Dl

下水浴
)"76.
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2

76.

L#离心
I76.

$取
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d

上清液$检测其中乙酰胆碱酯酶的活性$

重复
)

次'以不加入血清的基础用量蛇毒样品在
G#G.7

处的吸光值作为对照$将其中的乙酰胆碱酯酶相对活
性设定为
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血清对蛇毒中
dF

氨基酸氧化酶酶活性的影响
!

中华眼镜蛇蛇毒中
dF

氨基酸氧化酶活性参考文献)
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*的方
法进行检测$分别将含有
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亮氨酸溶液混合$
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$随后加入
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质量分数为
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的三氯乙酸终止反应$
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离心
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'取
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上清液与
#""

$

d

蒸馏水和
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读取吸光值'以
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为
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的
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溶液作为对照$每个剂量重复
)

次'选取吸光值为
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时所需的蛇毒剂量作为中
华眼镜蛇血清中和蛇毒中
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氨基酸氧化酶的基础用量'将基础用量的蛇毒与稀释
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和
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蛇血清分别混合$
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下水浴
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$随后
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L#离心
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'取
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的上清液$检测其中
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氨基酸
氧化酶的活性$重复
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次'以不加入血清的基础用量蛇毒样品在
G)".7

处的吸光值作为对照组$
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数据分析
所得数据均用
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表示'采用
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软件就透明圈直径或吸光值对蛇毒质量制作工作曲线$采用
=Z==#N@"

软件对数据进行单因素方差分析$当
2

)

"@"I

时$分析结果具有统计学意义'

!

结果
!@#

中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中磷脂酶
H

!

活性的影响

!!!

/

!

磷脂酶
H

!

产生透明圈效果
!!!!!!

`

!

蛇毒剂量与透明圈直径之间的量效关系
图

#

!

中华眼镜蛇蛇毒中磷脂酶
H!

活性测定
i6

4

(#

!

A9;9-76./;6&.&1

R

3&:

R

3&06

R

/:9H

!

/>;6'6;

<

6.DQ5I35'9.&7

结果显示$中华眼
镜蛇毒中磷脂酶

H

!

水
解产物&产生的透明圈
#图

#/

&直径大小与蛇
毒质量呈剂量依赖关系
#图

#

&$即!随着蛇毒质
量的增加$蛇毒中磷脂
酶

H

!

水解产物产生的
透明圈直径也逐渐增
加'通过测量透明圈直
径$以透明圈直径对蛇
毒用量作图$各点之间
所确定的直线具有线性

!!

注!

"""

表示在
2

)

"(""#

水平上与蛇毒对照相比数据差异具有统计
学意义$下同'

图
!

!

不同稀释倍数的中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中磷脂酶
H

!

活性的影响
i6

4

(!

!

Q119>;&1U6119-9.;U60,;6&.-/;6&:&1DQ5I35:9-,7&.

R

3&:

R

3&06

R

/:9H

!

/>;6'6;

<

1-&7DQ5I35'9.&7

相关性#

^

!

M"@$$D*

$

2

)

"@"I

&'经计算$形成的透明圈直径约
为

#"77

所对应的蛇毒质量为
#)"

$

4

$

故以此作为衡量中华眼镜蛇血清中和自
身蛇毒中磷脂酶

H

!

的基础用量'

不同稀释倍数的中华眼镜蛇血清对
自身蛇毒中磷脂酶

H

!

酶活性的抑制作
用如图

!

所示'随着血清稀释倍数的减
小$蛇毒中磷脂酶

H

!

酶活性明显降低'

与蛇毒对照相比$未稀释血清(稀释
!

倍
血清可分别导致蛇毒磷脂酶

H

!

酶活性
降低

DI@Gk

$

!N@GGk

$且差异均具有统
计学意义#

2

)

"@""#

&'此外$其余稀释
倍数的血清对蛇毒中磷脂酶

H

!

酶活性
均无统计学意义上的抑制作用'

!@!

中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中透明
质酸酶活性的影响

封三彩图
)/

显示$当中华眼镜蛇蛇

G)#
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毒质量的增加时$透明质酸酶的水解产物与
A%=

试

图
G

!

不同稀释倍数的中华眼镜蛇血清对
自身蛇毒中透明质酸酶活性的影响

i6

4

(G

!

Q119>;&1U6119-9.;U60,;6&.-/;6&:&1DQ5I35:9-,7&.

3

<

/0,-&.6U/:9/>;6'6;

<

1-&7DQ5I35'9.&7

图
*

!

不同稀释倍数的中华眼镜蛇血清对
自身蛇毒中

InF

核苷酸酶活性的影响
i6

4

(*

!

Q119>;&1U6119-9.;U60,;6&.-/;6&:&1DQ5I35:9-,7&.

InF.,>09/:9/>;6'6;

<

1-&7DQ5I35'9.&7

剂反应后所显示的颜色加深'读取波长为
IG".7

处的吸光值$以吸光值对蛇毒质量作图#封三彩图
)̀

&$各点之间所确定的直线具有线性相关性#

^

!

M

"@$$G

$

2

)

"@"I

&'将吸光值为
"@!I

时所对应的蛇
毒质量即

#ING

$

4

作为衡量中华眼镜蛇血清中和自
身蛇毒中透明质酸酶的基础用量'

不同稀释倍数的中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中
透明质酸酶活性的抑制作用如图

G

所示'与蛇毒对
照相比$不同稀释倍数的血清对蛇毒中透明质酸酶
酶活性均统计学意义上的无抑制作用'

!@)

中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中
InF

核苷酸酶活性
的影响

中华眼镜蛇毒中
InF

核苷酸酶的水解产物与显
色液反应$颜色变化如封三彩图

I/

所示'随着蛇毒
质量增加$显色反应后所显示的颜色也逐渐加深'

在波长为
*$".7

处读取溶液的吸光度值$以吸光度
值对蛇毒质量作图$如封三彩图

Ì

所示'由该图可
知$吸光度与蛇毒质量成量效关系#

^

!

M"@$$I#

$

2

)

"@"I

&'选取吸光值为
"@!I

时所对应的蛇毒质
量即

#")N

$

4

作为基础用量$用于中华眼镜蛇血清
中和自身蛇毒中

InF

核苷酸酶的分析研究'

不同稀释倍数的中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中
InF

核苷酸酶活性的抑制作用如图
*

所示'随着血清
稀释倍数的减少$蛇毒中

InF

核苷酸酶活性逐渐降
低'与蛇毒对照相比$未稀释血清以及稀释

!

$

G

$

N

倍血清可导致蛇毒中
InF

核苷酸酶活性分别降低
)I@D)k

$

!N@*)k

$

!N@"Gk

和
!)@GGk

$且差异均具
有统计学意义#

2

)

"@""#

&'此外$加入稀释
#*

倍的
血清的处理与蛇毒对照相比$两者的

InF

核苷酸酶活
性并无统计学意义上的差异$即该稀释倍数的血清
对蛇毒中

InF

核苷酸酶活性无明显抑制作用'

!@G

中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中乙酰胆碱酯酶活性的影响
眼镜蛇毒中乙酰胆碱酯酶对溴代硫代乙酰胆碱水解生成的硫代胆碱产物与

AP%̂

反应产生有色阴离子$眼
镜蛇毒与反应的显色深浅成剂量关系#封三彩图

D/

&$即随着蛇毒质量增加$产生的水解产物越多$显色反应后所
显示的颜色也逐渐加深'在波长为

G#G.7

处读取溶液的吸光度值$以吸光度值对蛇毒值量作图$如封三彩图
D̀

所示'该图显示$吸光度与蛇毒用量成量效关系#

^

!

M"@$$NI

$

2

)

"@"I

&'选取吸光值为
"@!I

时所对应的蛇毒
质量即

!@#

$

4

作为基础用量$用于中华眼镜蛇血清中和自身蛇毒中乙酰胆碱酯酶的分析研究'

不同稀释倍数的中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中乙酰胆碱酯酶活性的抑制作用如图
N

所示'从图
N

可见$与
蛇毒对照相比$无论加入的血清稀释倍数如何$蛇毒中乙酰胆碱酯酶活性均未有统计学意义上的变化$即血清对
蛇毒中乙酰胆碱酯酶活性无明显的抑制作用'

!@I

中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中
dF

氨基酸氧化酶活性的影响
蛇毒中

dF

氨基酸氧化酶的水解产物与奈氏试剂显色反应结果见封三彩图
$/

'随着蛇毒质量的增加$显色反
应后所显示的颜色也逐渐加深'在波长为

G)".7

处读取吸光值$以吸光度值对蛇毒质量作图#封三彩图
$̀

&'

由该图可知$吸光值与蛇毒用量成量效关系#

^

!

M"@$$DG

$

2

)

"@"I

&'选取吸光值为
"@!I

时所需的蛇毒质量即

I)#
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#DG@G

$

4

作为基础用量$用于分析中华眼镜蛇血清

图
N

!

不同稀释倍数的中华眼镜蛇血清对
自身蛇毒中乙酰胆碱酯酶活性的影响

i6

4

(N

!

Q119>;&1U6119-9.;U60,;6&.-/;6&:&1DQ5I35:9-,7&.

/>9;

<

0>3&06.9:;9-/:9/>;6'6;

<

1-&7DQ5I35'9.&7

图
#"

!

不同稀释倍数的中华眼镜蛇血清对
自身蛇毒中

dF

氨基酸氧化酶活性的影响
i6

4

(#"

!

Q119>;&1U6119-9.;U60,;6&.-/;6&:&1DQ5I35:9-,7&.

dF/76.&/>6U&_6U/:9/>;6'6;

<

1-&7DQ5I35'9.&7

对自身蛇毒中
dF

氨基酸氧化酶活性的影响'

不同稀释倍数的中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中
dF

氨基酸氧化酶活性的抑制作用如图
#"

所示'该
图显示$与蛇毒对照相比$加入不同稀释倍数的血清
并未让对蛇毒中

dF

氨基酸氧化酶活性发生统计学意
义上的变化$因此对该酶的活性均无明显抑制作用'

)

讨论
中华眼镜蛇毒中含有磷脂酶

H

!

(透明质酸酶(

InF

核苷酸酶(乙酰胆碱酯酶(

dF

氨基酸氧化酶等酶
类)

#*

*

'蛇伤发生后$蛇毒组分单独或协同发挥作
用$导致被咬伤的人或动物出现中毒症状)

!!

*

'其
中$蛇毒磷脂酶

H

!

具有多种毒理作用$包括神经毒
性(肌肉毒性和心脏毒性%该酶能直接或间接地影响
血小板聚集$造成溶血(水肿等症状)

!)F!G

*

'本研究结
果显示$中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中磷脂酶

H

!

具
有明显的抑制作用'同样地$在其他有毒蛇和无毒
蛇的血清中$多种类型的磷脂酶

H

!

抑制剂已经被发
现'可以推测$这可能与磷脂酶

H

!

广泛存在于蛇毒
中有关$这是蛇类为了免受同类攻击而进化出来的
一种保护机制'蛇毒中

InF

核苷酸对血小板聚集具
有诱导作用$促进

HAZ

诱导的血小板聚集)

!I

*

'本
研究结果显示$中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中

InF

核
苷酸酶具有明显的抑制作用'透明质酸酶又称为
0扩散因子1$能够水解透明质酸导致局部的细胞外
基质的结构完整性变形$加速毒素的扩散)

!*F!D

*

%

dF

氨
基酸氧化酶能够引起蛇伤动物出现水肿和溶血)

!N

*

%

乙酰胆碱酯酶能降解神经递质乙酰胆碱$终止神经
递质对突触后膜的刺激作用)

!$F)"

*

'本研究结果显
示$中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中的透明质酸酶(乙
酰胆碱酯酶和

dF

氨基酸氧化酶活性均无明显的抑制作用$这提示中华眼镜蛇血清中可能不存在这些酶类的抑制
剂'

总之$本研究初步探究了中华眼镜蛇血清对自身蛇毒中主要酶类的抑制作用$结果证实该蛇的血清对自身
蛇毒中磷脂酶

H

!

和
InF

核苷酸酶的活性具有明显抑制作用$这为为后期蛇毒抑制剂的筛选提供了理论依据'
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