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蝮蛇神经毒素氨基的实验研究 

魏有东 ，谢 鹏 

(重庆医科大学附属第一医院神经内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：通过化学修饰蛇神经毒素氨基，了解修饰氨基后蛇神经毒素的活性。方法：制备大鼠脊髓损伤后肌张力增高 

模型。从浙江蝮蛇毒中分离出神经毒素，用乙酸酐修饰神经毒素的氨基 ，通过生理记录仪鉴定，并探讨修饰后神经毒素对大 

鼠模型的影响。结果：腹腔注射修饰氨基的神经毒素，可见大鼠的肌张力增高有降低，并且大鼠生存时间较对照组中大鼠模 

型明显延长。结论：蝮蛇神经毒素的氨基是必需基团。 

【关键词】神经毒素；氨基；实验研究 

【中国图书分类法分类号】R33 【文献标识码】A 【收稿日期】2005—02—05 

The experiment research of amino in neurotoxin frOm agkistrodon 

WEI Youdong，el al 

(Department ’Neurology，the First Afj "iliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To modify amino in the neurotoxin，learn about modified neurotoxin S activity．Meth(~s：We made rat models 

that were suffered from spinal injury and had marked muscular hypertonia．We separated neurotoxin from agkistrodon in ZheJiang， 

mod ified amino in the neurotoxin by using acetic anhydride，then applied the mod ified neurotoxin to rats in order to know about its ef— 

fects，and used the physiological recorder to authenticate its effects．Results：The modified neurotoxin was applied to the rats by inject— 

ing to the abdominal cavity．These rats’nlu~ular hypertonia was improved ，and their survival time was much longer．Conclusion： 

AlTlino in the neurotoxin is an important radica1． 

【Key words】Neurotoxin；Amino；The experimental research 

1材料和方法 

1．1 材料 

昆明种大鼠30只，体质 为 Il()～120g，雌雄各半，购自 

重庆 科大学实验动物巾心；大鼠随机分 3组，每组 10只； 

对照 2纰，即生理盐水和木修饰的神经毒素组；实验 1组，即 

乙酸酐修饰组。乙酸酐购 『1重庆东方试剂厂；MS一302多 

媒体化生物信号分析仪为广东药学院产品。浙江蝮蛇粗蛇 

毒购 州鑫嘉益公司；浙江蝮蛇神经毒素由蝮蛇蛇毒经过 

DEAE—Sephadex A50，Sephadex( 一50两次柱层析分离而 

得 l 。 

1．2 乙酸酐修饰神经毒素氨基 

取乙酸酐(10mol／I )按比例稀释后，取 501．1加入 0．5ml 

神经毒索样 ^̂中，使乙酸酐的终浓度分别为 10mmol／I 。允 

分混匀后，将试管放入 4 下反应 50rain 取 0．5ml二氯甲 

烷沿管 缓慢加入试管底部，井用摇J未低速旋摇 15min(fi- 

作者介绍：魏有东(1973一 )，男，主治医师，硕士 

主要研究方向：脑血管疾病 ．． 

意液体的分层不要被破坏)。取水相按 2td梯度加入 Tris溶 

液(1mol／L)，用 pH试纸测定其 pH值直至 6．0～7．0，否则重 

新旋摇。已用小鼠实验证明 0．5ml二氯甲烷能完全萃取 

50td乙酸酐(10tool／L)。 

1．3 制备 大鼠脊髓半横断的模型 

将大鼠经腹腔注射 20g／l 异戊 巴比妥钠 (40mg／kg)麻 

醉后，腹位固定于手术台上 ，剪除胸腰段背部毛发，于 T5～ 

T13中线切开皮肤，钝性分离浅筋膜，剪开棘突两侧筋膜及 

肌肉，于 T8～ r19进行椎板切除术 暴露脊髓，用温热生理 

盐水冲洗伤 口。将一尖端圆钝的细钢丝钩型探针，沿硬脊膜 

外有椎管的一侧导致另一侧 ，轻轻提起脊髓，运用刀片往返 

运动切断半侧脊髓。脊髓半横断后，探针可 由脊髓断端取 

出。用冰冻的生理盐水反复冲洗伤[]止血。手术完成后，用 

细丝线缝合深层肌肉，逐层缝合伤 门。术后每天观察大鼠， 

了解大鼠情况。 

1．4 蟾蜍的坐骨神经一腓肠肌标本试验 

参照文献的方法制备标本，固定于平板肌槽，卜。调节 

MS一302多媒体化生物信号分析仪，间断给予任氏液 ，保证 

标本机能良好。用 MS一302多媒体化生物信号分析仪记录 

蟾蜍腓肠肌运动的曲线，待曲线稳定后加入样品，继续观察 
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蟾蜍腓肠肌运动的曲线 ’ 。 

1．5 方 法 

A．对照 f1'取生理盐水和未修饰的神 毒素各 0．3m1分 

别腹腔注射大鼠脊髓半横断的模型各 10只。实验组中，取 

乙酸酐修饰的神经毒素 0．3ml腹腔注射人鼠脊髓半横断的 

模型 1()只。 录对照组 和文验组大鼠肌张力变化，J，解大 

鼠生存NCfH]情况。1{．取生理 水，未修饰的神经毒素和乙酸 

酐修饰的神经毒素各 0．3ml，分别滴注 蟾蜍坐骨神经 一腓 

肠肌接头 J 。通过 MS 302多媒体化 物信号分析仪了解 

对照组和实验组蟾蜍腓肠肌运动的fIII线变化情况。 

通过 A，13两种方法 r解修饰后神经毒索的毒性变化情 

况，推断氨基是否是必需基团 ． 

2 结 果 

2．1 脊髓半横断大鼠模型 

术后 lO～14h，脊髓半横断的大鼠进食物尚可， 

可见大鼠一后肢软弱无力，但可通过双前肢、另一后 

肢行走。术后 30～38h，脊髓半横断的大鼠的一后 

肢由软弱无力变为肌张力增高，不能屈曲，进食物尚 

可；肌张力增高的后肢可支撑身体向前爬行。术后 

45～52h，脊髓半横断的大鼠的一后肢仍为肌张力增 

高，肌张力增高的后肢可支撑身体向前爬行，但后肢 

不能屈曲。用手可感受其后肢肌张力增高，以后其 

肌张力增高持续存在。因此可成功制造出大鼠肌张 

力增高模型。 

2．2 乙酸酐修饰后的神经毒素用于脊髓半横断大 

鼠模型的评价。见表 l。 

由此可见，乙酸酐修饰后的神经毒素用于肌张 

力增高的大鼠，可见到肌张力增高改善，并且大鼠存 

活时间相对延长。表明对蛇神经毒素进行化学修饰 

有明显减毒作用。临床大鼠试验可证明蝮蛇神经毒 

素氨基是必需基团。 

2．3 MS一302多媒体化生物信号分析仪鉴定毒素 

实验 

以上波型以波间隔为 400ms，串长为 2(A)记 

录。三组腓肠肌收缩曲线结果表明：在同样时间内， 

生理盐水组腓肠肌收缩曲线无明显变化；神经毒素 

组腓肠肌收缩曲线明显减低；乙酸酐修饰组腓肠肌 

收缩曲线有所减低。由此可见修饰后的神经毒素的 

毒性有所减低。MS一302多媒体化生物信号分析 

仪实验证明蝮蛇神经毒素氨基是必需基团。 

表 1 实验组和对照组中大鼠模型的表现 

正常 用生理盐水后111 用生理盐水后1 5h 

图 1 正常腓肠肌收缩曲线(生理盐水组) 

．4 ．4 A 

表用神经毒素 用神经毒素后 lh 用神经毒素后 1
．5h 

图2 异常腓肠肌收缩曲线(神经毒素组) 
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正常 用修饰神经毒素后 lh 用修饰神经毒素后 1．5h 

图3 异常腓肠肌收缩曲线(乙酸酐修饰组) 

3 讨 论 

选择性的化学修饰是指在较温和的条件下，以 

可控制的方式使一种蛋白质同某些化学试剂起特异 

性的反应，引起单个氨基酸残基或其功能基发生共 

价的化学改变。选择性的化学修饰的优点在于，单 

个修饰的实验条件远较多个修饰易于控制，实验结 

果也较易解释_4j。蛋白质的功能基团所处的环境 

强烈地影响着它的物理和化学性质。蛋白质分子的 

表面特点也影响化学试剂的接近 5。化学修饰技 

术的应用与生物学功能密切相关，侧链基团的改变 

有可能导致生物学活性的改变，这类基团称为必需 

基团。必需基团的改变将导致蛋白质生物学活性的 

下降或丧失。而某些基团的破坏，对蛋白质生物学 

功能没有影响，这类基团称为非必需基团 6。 

氨基的修饰可分为三种：(1)将原来带正电的氨 

基修饰成带负电荷的基团；(2)将氨基修饰成不带电 

荷的基团；(3)保留原来的正电荷。目前有关氨基的 

修饰多以Siamensis toxin为材料，该毒素有 6个氨 

基。氨甲酰化可产生单氨甲酰化到六氨甲酰化的6 

种衍生物。彻底的氨甲酰化以后，改变了毒素的净 

电荷，从原来的中性条件下带 4个正电荷变成带 2 

个负电荷，毒性只有原来的 3％。Siamensis toxin的 

毒性随着被甲酰化的程度的增加而降低，能引起呼 

吸困难的病理现象也一样_7j。 

本实验已通过临床大鼠实验和 MS一302多媒 

体化生物信号分析仪实验两方面证实：化学修饰蝮 

蛇神经毒素氨基，在不明显影响大鼠生存率的情况 

下，仍可改善大鼠的肌张力增高；修饰后的神经毒素 

仍具有神经毒性 ，但毒性减弱。本实验可推断出氨 

基是神经毒素的必需基团。通过了解神经毒素氨基 

性质，为以后神经毒素用于临床治疗提供帮助。 
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