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性 　F ITC - insulin - 5 - Fu对正常肝细胞和肝癌细

胞的体外结合的研究发现 ,肝癌细胞组具有明显的

荧光染色 ,而正常细胞未见明显荧光。说明在体外 ,

偶联物能够与肝癌细胞特异性的结合。同时发现 ,

偶联物与肝癌细胞的结合十分迅速 ,加药 15 m in

后 ,肝癌细胞即呈现出较明显的荧光 , 4 h时最大 ; 48

h时 ,荧光强度基本稳定。在测试 4100 mg·m l- 1 ～

0104μg·m l- 1时 ,不同浓度荧光标记物的荧光强度

无明显变化。

2　讨论

体外细胞亲和性实验中 ,由于肝癌细胞上胰岛

素受体高度表达 ,以胰岛素为靶向载体的偶联物能

与其识别并被内吞进入细胞 ,从而呈现明显的荧光。

体外细胞毒性实验中 ,偶联物对正常肝细胞和肝癌

细胞具有一定的选择性。因为正常细胞不存在癌细

胞上胰岛素受体的高表达 ;与原药组相比 ,偶联物的

分子量增大 ,不利于其穿透细胞膜进入细胞内部 ;与

癌细胞组相比 ,正常细胞的酰胺酶浓度较低 ,也不利

于药物从偶联物上释放出来而产生毒性。当 12 h

时 ,偶联物与原药的抑瘤效果好。由于初期胰岛素

主动靶向作用占主导 ,加速了药物进入细胞抑制肿

瘤细胞生长。随着时间的延长 , insulin - 5 - Fu与

5 - Fu在细胞内外的量达到动态平衡 ,使两者在胞

内的浓度基本一致 ,故抑瘤效果相同。实验结果还

证明 ,偶联物进入细胞后 ,由于细胞内酰胺酶降解胰

岛素 ,可以释放出与原药具有同等抑瘤活性的 5 -

Fu,保证了偶联物主动靶向的抑瘤效果。高浓度的

偶联物在体外的细胞毒性较大 ,可能是由于 5 - Fu

与胰岛素相连所引入的连接桥具有一定细胞毒性的

缘故。

从胰岛素 - 5 - 氟尿嘧啶偶联物的体外细胞毒

性和细胞亲和性的实验可以说明 ,以胰岛素为靶向

载体的偶联物能够靶向到肿瘤细胞 ,在低浓度时即

可达到与原药相近的抑瘤效果 ,且对正常细胞的毒

性较小 ,但在高浓度时 ,则具有一定的细胞毒性。
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眼镜蛇神经毒素的规模化制备及其镇痛作用的研究
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摘要 : 目的 　建立一种快速、规模化制备眼镜蛇毒神经毒素的方法。方法 　采用 CM - sephadex C - 25和 CM - sepharose fast

flow离子交换柱层析纯化经初步处理的眼镜蛇毒 ; SDS - PAGE和 HPLC检测产物的纯度 ;离体蛙心和红细胞溶血试验检查产

物的心脏毒性和溶血性 ;小白鼠热板模型、醋酸扭体模型和大白鼠电刺激嘶叫模型评价产物的镇痛作用。结果 　制备的产物

可达到电泳纯和 HPLC单一峰 ,无心脏毒性和溶血活性 ,镇痛作用强 ,但起效慢。结论 　所用工艺适合眼镜蛇毒神经毒素工业

化制备的需要。
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Abstract: O BJECT IVE　To establish a method to p repare the cobra neurotoxin (CNT) on a large scale. M ETHOD S　The cobra

venom was isolated and purified by successive CM - sephadex C - 25 and CM - sepharose fast flow ion exchange chromatography. The

purity of the p roduct was determ ined by SDS - PAGE and HPLC. The cardiotoxicity and hemolytic activity of the p roduct were investi2
gated via the frog heart perfusion by Straub method and the hemolysis experiment, respectively. The analgesic activity of the p roduct

was also estimated by the models of hot - p late test, writhing response in m ice and electrical stimulation - vocalization in rats. RE2
SUL TS　The cobra neurotoxin obtained was p roved to be electrophrotic pure and p roduced only one peak in HPLC exam ination. Nei2
ther cardiotoxicity nor hemolytic activity existed. Its analgesic effect on the experimental animals was strong, but with a slow onset

time. CO NCL US IO N　This method can meet the need of industrial p reparation of cobra neurotoxin.
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　　眼镜蛇毒神经毒素 ( cobra neurotoxin, CNT)是

眼镜蛇毒中的一种碱性多肽 ,具有镇痛作用 ,临床上

主要用于治疗各种慢性、持续性疼痛、晚期癌痛。其

镇痛作用时间长 ,强度与临床剂量的吗啡相当 ,且无

成瘾性、不良反应少 ,连续使用不产生耐受性 [ 1, 2 ]。

但文献报道的制备工艺生产能力小、周期长 ,难以满

足制剂生产的需要。因此 ,在综合文献和 CNT特性

的基础上 ,建立了一种规模化制备工艺 ,并评价其

产品的镇痛活性。

1　实验部分

111　试药、仪器和动物

眼镜蛇毒冻干品 (湖南文家冲蛇场 ) ;平衡缓冲

液 (pH615的 0105 mol·L
- 1磷酸盐缓冲液 )。层析

系统 (上海沪西分析仪器厂 ) ; CM - sephadex C -

25、CM - sepharose fast flow (瑞士 Pharmacia) ;低温

大容量离心机 (武汉科学仪器厂 ) ; LC - 10P高效液

相色谱仪 (大连江申分离科学技术有限公司 )。昆

明种小鼠 (18～22 g, ♂♀兼用 ) ; W istar大鼠 (220～

280 g, ♂♀兼用 ) (郑州大学医学院实验动物中心 )。

112　方法与结果

11211　眼镜蛇毒上柱前的预处理 　取 8 g眼镜蛇

毒溶于平衡缓冲液中 ,配成 10 mg·m l
- 1的溶液 ,离

心 ;上清液进行初步处理后 ,再离心。取上清液备

用 ,测定其蛋白浓度为 5. 3 mg·m l
- 1

,检测蛇毒溶液

和上清夜对小鼠的最小全数致死剂量分别为

11613、01765 mg·kg- 1。

11212　CM - Sephadex C - 25离子交换色谱 　将溶

胀的 CM - sephadex C - 25装于色谱柱 ( 500 mm ×

35 mm) ,用平衡缓冲液平衡。将“1. 2. 1”项所得上

清液上柱 ,用直线梯度 (0～0. 5 mol·L - 1 NaCl的平

衡缓冲液 )洗脱 ,流速 0. 7 m l·m in - 1 ,共 550管 ,每管

7 m l。测定各管洗脱液在 280 nm的吸光度。以吸

光度为纵坐标 ,管数为横坐标绘制层析图。取各峰

洗脱液适量 ,稀释成 50μg·m l
- 1

, sc 0. 2 m l;取可致

供试小鼠全部死亡的组分 ,用蛙坐骨神经 - 腓肠肌

标本进行神经毒鉴定。洗脱后分出 12个峰 (图 1)。

第 6～9峰洗脱液为 015μg·g
- 1的剂量 ,均可使供试

小鼠全部死亡 ,用蛙坐骨神经–腓肠肌标本鉴定显

示 ,这 4个峰样品均为突触后神经毒素。

Tubes　　　　

图 1　眼镜蛇毒的 CM - Sephadex C - 25离子交换色谱图

F ig 1　CM - sephadex C - 25 ion exchange chroma tography of co2
bra venom

11213　CM - sepharose fast flow离子交换色谱柱 　

收集“11212”项第 9峰的洗脱液 ,用 0. 01 mol·L
- 1、

pH615的磷酸盐缓冲液稀释后 ,上 CM - sepharose

fast flow离子交换色谱柱 ,直线梯度 ( 0～0. 5 mol·

L - 1 NaCl的 0. 01 mol·L - 1、pH6. 5磷酸盐缓冲液 )洗

脱 ,流速 8 m l·m in
- 1

,共收集 120管 ,每管 8 m l。按

“1. 2. 2”项绘制洗脱图 (图 2)。收集、合并主峰洗

脱液 , - 20℃冻存或冻干成粉于冷暗处贮存 ,即为纯

化的 CNT。

　　　　　　　　Tubes

图 2　CM - Sephadex C - 25 CNT组分经 CM - Sepharose fa st flow

的纯化层析图

F ig 2　CM - sepharose fa st flow ion exchange chroma tography of

CNT fraction separa ted by CM - sephadex C - 25 chroma2
tography
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11214　蛋白质含量的测定 　用 Folin - 酚法测定蛋

白浓度 ,以牛血清白蛋白作为标准蛋白 [ 3 ]。

11215　CNT纯度的测定 　采用 SDS - 聚丙烯酰胺

凝胶电泳法 ( SDS - PAGE) , 4. 5%浓缩胶和 16%分

离胶 ,凝胶厚度 1 mm,垂直板电泳 ,上样量 10μg ,

稳压 200 V、4℃下电泳 ,考马斯亮蓝 R - 250染色 ,

7%醋酸脱色。所得 CNT组分在凝胶图谱中只有一

条带 (图 3)。

取 CNT溶液 ,用 0. 1 mol·L
- 1

HCl制成 0. 3 mg·

m l
- 1的溶液 ,作为供试品溶液。按文献 [ 3 ]的 HPLC

法进行测定 ,结果仅出现单一洗脱峰 (图 4)。

图 3　CNT SD S - PAGE的电泳图

F ig 3　SD S - PAGE of CNT

　　　　　　　　t /m in

图 4　CNT的 HPLC图

F ig 4　Chroma togram of CNT pur ity ana lysis

11216　心脏毒素的检查 　按徐叔云《药理实验方

法学 》中 Straub法制备离体蛙心标本 ,待心脏活动

稳定 ,描记一段正常心脏活动曲线后 ,将第 10～12

峰洗脱液 (40μg·m l
- 1 )和所得 CNT溶液 (120μg·

m l- 1 )分别注入 4只离体蛙心内 ,记录收缩幅度、心

率的变化。结果第 10～12峰洗脱液组的蛙心 6 m in

内均停止于收缩期 ;而 CNT组的蛙心收缩无明显的

变化 ,显示纯化所得 CNT中不含心脏毒素。

11217　溶血性实验 　将 CNT冻干粉用生理盐水制

成 5 mg·m l- 1的供试品溶液 ,生理盐水作为阴性对

照液 ,纯水作为阳性对照液。取家兔心脏血 15 m l,

置盛有玻璃珠的三角烧瓶中 ,同一方向振摇 10 m in,

除去纤维蛋白原。加约 10倍量氯化钠注射液 ,摇

匀 ,离心 ,弃上清液 ,沉淀的红细胞用氯化钠注射液

洗涤 3～4次 ,至离心后上清液不显红色为止。将所

得红细胞用氯化钠注射液配成 2%的混悬液 ,备用。

取 3支试管 ,分别加入 2. 5 m l 2%红细胞悬液 ,再分

别加入 2. 5 m l生理盐水、纯水或供试品溶液。摇匀

后 ,置 37℃水浴中 ,每隔 15 m in观察 1次 ; 1 h后 ,每

隔 1 h观察 1次 ,共 4次。如溶液呈透明红色 ,即表

示溶血 ;如溶液中有棕红色或红棕色絮状沉淀则表

示有红细胞凝聚。纯水组在纯水加入后即出现溶

血 ;生理盐水组和 CNT样品组在 4 h内均未出现溶

血。显示 CNT样品无溶血作用。

11218　镇痛活性的测定 　参照徐叔云的《药理实

验方法学 》进行扭体法实验。取小鼠 240只 ,随机

均分为 6组。各组小鼠分别 sc生理盐水、5 mg·

kg
- 1吗啡及 010750、0. 0500、0. 0250、010125 mg·

kg- 1科博肽 ,给药量均为 0. 2 m l。给药 (含 NS)后

1 h,从中随机抽取 20只 ip醋酸 ,计数 5～15 m in的

扭体次数 ,计算药物对小鼠的扭体抑制率 [扭体抑

制率 = (对照组平均扭体次数 - 给药组平均扭体次

数 ) /对照组平均扭体次数 ×100% ]。剩余小鼠在

给药后 3 h进行实验。

将入选的 240只小鼠随机均分为 6组 ,热板法

测定未给药时的舔足潜伏期。各组小鼠的给药方

法、剂量同扭体法。给药 1、3 h后 ,分别测定舔足潜

伏期 , 计算各组小鼠的痛阈提高率。将给药后各时

间测定值的均数与给药前均数用 t检验法进行显著

性检验。
盐水组痛阈提高率 = (注射后 - 注射前 )舔足潜伏期 /注射

前舔足潜伏期 ×100%

用药组痛阈提高率 = (给药后 - 给药前 )舔足潜伏期 /给药

前舔足潜伏期 ×100% - 盐水组痛阈

提高率

将入选的 120只大鼠随机均分为 6组。电刺激

嘶叫法测定给药前的嘶叫阈 ,随后 im 给予试验药

物 ,给药方法同扭体法 ,给药体积均为 0. 5 m l。于给

药 1、3 h后分别测定 1次嘶叫阈 ,计算痛阈提高率。

将给药后不同时间测定值均数与给药前均数用 t检

验法进行差异显著性检验。
盐水组的痛阈提高率 = (注射后 - 注射前 )嘶叫电压 /注射

前嘶叫电压 ×100%

用药组痛阈提高率 = (给药后 - 给药前 )嘶叫电压 /给药前

嘶叫电压 ×100% -盐水组痛阈提高率

3种方法均显示 CNT具有较强的镇痛效应 ,且

呈明显的剂量效应关系。小鼠扭体法试验中 , 01025

mg·kg- 1组的扭体抑制率于药后 3 h达 51. 2% ,降低

剂量可使效果明显下降 ,增加剂量时可使效果增强 ,

但增强的幅度不大 (表 1)。CNT的镇痛作用较吗啡
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起效缓慢 ,给药 3 h后才产生明显的镇痛作用 ,而吗

啡虽起效快 ,但给药 3 h后 ,效果已明显下降。小鼠

热板试验和大鼠电嘶叫试验的结果与小鼠扭体试验

结果基本一致 ,显示 CNT具有较强的镇痛作用 ,且

呈现明显的量效关系和具有起效缓慢的特点 (表 2、

表 3)。

表 1　CNT对醋酸致小鼠扭体的抑制作用 ( x ±s, n = 20)

Table 1　 Inh ib itory effect of cobra neurotox in on the wr ith ing re2

spon se in m ice induced by acetic ac id( x ±s, n = 20)

Group s
药后小鼠的扭体次数 (扭体抑制率 /% )

Dose /mg·kg - 1 1 h / times 3 h / times

NS - 28. 10 ±8. 40 (0) 26. 35 ±7. 26 (0)

Morphine 510000 0. 00 ±0. 00 (100% ) 12. 54 ±4. 74 (52. 4% )

CNT1 0. 0750 19. 90 ±6. 13 (29. 1% ) 9. 10 ±3. 60 (65. 4% )

CNT2 0. 0500 20. 45 ±5. 68 (27. 1% ) 9. 90 ±4. 33 (62. 5% )

CNT3 0. 0250 22. 10 ±6. 29 (21. 2% ) 12. 85 ±4. 70 (51. 2% ) 3

CNT4 0. 0125 24. 60 ±7. 53 (12. 3% ) 17. 30 ±4. 82 (34. 3% ) 3 3

Compared with CNT2: 3 P < 0. 05; compared with CNT3: 3 3 P < 0. 01

表 2　CNT在小鼠热板试验中的镇痛作用 ( x ±s, n = 40)

Table 2　Ana lgesic effect of cobra neurotox in in the hot - pla te test

in m ice( x ±s, n = 40)

Group s
Dose /

mg·kg - 1

药前

痛阈值

药后痛阈值 (痛阈提高率 /% )

1 h / s 3 h / s

NS - 16. 4 ±3. 6 17. 0 ±3. 1 16. 6 ±4. 0

Morphine 510000 17. 0 ±5. 2 26. 6 ±6. 5 (56. 1) 24. 4 ±6. 1 (43. 4)

CNT1 0. 0750 18. 3 ±4. 1 23. 7 ±4. 6 (29. 5) 3 28. 7 ±4. 3 (56. 4) 3

CNT2 0. 0500 17. 9 ±3. 5 21. 5 ±5. 3 (20. 2) 3 27. 7 ±5. 0 (54. 8) 3

CNT3 0. 0250 16. 1 ±4. 3 18. 7 ±5. 2 (15. 7) 3 24. 3 ±6. 1 (50. 6) 3

CNT4 0. 0125 17. 2 ±5. 0 18. 7 ±5. 6 (8. 6) 23. 3 ±6. 2 (35. 1) 3

Compared with before adm inistration: 3 P < 0101

表 3　CNT在大鼠电刺激试验中的镇痛作用 ( x ±s, n = 20)

Table 3　Ana lgesic effect of cobra neurotox in in the electr ica l stim u2

la ting - voca liza tion test in ra ts( x ±s, n = 20)

Group s
Dose /

mg·kg - 1
药前

嘶叫阈 (提高率 /% )

药后 1 h 药后 3 h

NS - 4. 6 ±0. 5 1. 5 ±0. 4 4. 7 ±0. 4

CNT1 0. 0750 4. 6 ±0. 4 5. 6 ±0. 4 (22. 1) 3 3 7. 5 ±0. 4 (61. 3)

CNT2 0. 0500 4. 5 ±0. 4 5. 5 ±0. 4 (20. 6) 3 3 7. 1 ±0. 4 (56. 7) 3 3

CNT3 0. 0250 4. 7 ±0. 4 5. 3 ±0. 4 (11. 8) 3 7. 2 ±0. 4 (52. 2) 3 3

CNT4 0. 0125 4. 7 ±0. 4 4. 9 ±0. 4 (4. 4) 5. 8 ±0. 5 (22. 9) 3 3

Morphine 510000 4. 7 ±0. 3 8. 4 ±0. 4 (79. 0) 7. 5 ±0. 4 (60. 7)

Compared with before adm inistration: 3 P < 0105, 3 3 P < 0101

2　讨论

文献报道的眼镜蛇毒性神经毒素 (CNT)制备工

艺 [ 4, 5 ]采用两步纯化法 ,将眼镜蛇毒溶液直接上离

子交换柱进行一次纯化 ,用冷冻干燥法将所得 CNT

活性成分浓缩 ,再上离子交换色谱或凝胶色谱进行

二次纯化。工艺中 ,一次纯化的样品均需浓缩、冻干

且生产周期长 ;二次纯化采用的 CM - sephadex C -

25或 Sephadex G - 25柱层析介质允许的流速较低 ,

也使其周期 (5～6 d)延长 ,增加了产品污染的机会 ,

不适合 CNT的工业化生产。

文中根据 CNT的理化特性 ,对眼镜蛇毒进行初

步处理 ,除去部分非 CNT蛋白组份 ,以提高后续工

序的效率。CNT为眼镜蛇毒中毒性最大的组份。

预处理后 ,眼镜蛇毒溶液对小鼠的最小全数致死剂

量降低一倍以上 ,显示蛇毒中的 CNT得到了有效保

留 ;同时蛋白浓度下降 47% ,使同样层析柱的蛇毒

处理能力提高近一倍 ,大大提高了效率。

选用 CM - Sephadex fast flow 作为二次纯化的

介质 ,一次纯化的样品不需浓缩 ,稀释后直接上柱洗

脱 ,省去了冻干浓缩步骤 ,制备的样品纯度达到电泳

纯 , HPLC检测为单一组份。蛙坐骨神经 (腓肠肌标

本 )鉴定结果显示 ,第 6～9的洗脱峰样品均为突触

后神经毒素。心脏毒素和溶血性检查结果表明 ,样

品中不含原料蛇毒中的心脏毒素及细胞毒素 ,保证

了产品的安全性。由于 CM - Sephadex fast flow允

许的流速高 ,在数小时内即可获得单一纯度的 CNT

成分 ,缩短了生产周期。与文献 [ 5 ]的工艺相比 ,一

次性蛇毒处理量提高一倍 ,生产周期缩短两天 ,收率

相当 ,适合 CNT的工业化生产。

镇痛活性的测定结果显示 ,文中工艺制备的样

品对供试动物有较强的镇痛效应 ,呈现明显的量效

关系 ,并具有起效缓慢的特点 ,与文献 [ 1, 2 ]报道一

致 ,显示产品的药理活性未发生明显的变化。
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