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眼镜蛇毒中一个新的抗补体蛋白质的
分离纯化和性质研究
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摘要　 免疫性疾病、急性肺损伤、缺血再灌注损伤等病征的发生与补体异常激活密切相关ꎮ 抗补体

药物研究是新药开发的热点之一ꎮ 本研究旨在从中华眼镜蛇毒中发现并分离纯化获得新的抗补体

活性蛋白质ꎬ并对其理化性质和生物学活性加以研究ꎮ 在抗补体活性追踪的指导下ꎬ采用蛋白质层

析技术对眼镜蛇毒进行分离纯化ꎻ利用 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和葡聚糖凝胶过滤法测定目标

蛋白质的纯度及分子量ꎻ等电聚焦凝胶电泳法测定其等电点ꎻ采用 Ｅｄｍａｎ 降解法测定目标蛋白质

的 Ｎ￣端氨基酸序列ꎻ测定目标蛋白质对补体经典途径和旁路途径的抑制活性以及可能的机制ꎻ采
用 ＭＴＴ 法和 ＳＲＢ 法检测目标蛋白质对肿瘤细胞的杀伤作用ꎻ测定目标蛋白质对多种来源红细胞

的溶血活性ꎻ采用 ＫＢ 平板扩散法检测抗菌活性ꎮ 结果表明ꎬ通过 ＳＰ Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 阳离子交换层

析和 ＲＰ￣ＨＰＬＣ Ｃ１８ 反相层析ꎬ从中华眼镜蛇毒中分离纯化获得一个均一的抗补体蛋白质ꎬ将其命

名为 ＣＴＸ￣ＣＩꎮ 还原性 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 测得 ＣＴＸ￣ＣＩ 的表观分子量为 １２􀆰 ７ ｋＤꎬ凝胶过滤法测得分子量为

９􀆰 ７ ｋＤꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 测得精确分子质量为 ７􀆰 ０ ｋＤꎻ变性条件下测得 ＣＴＸ￣ＣＩ 的等电点为 ９􀆰 ８１ꎻ
Ｎ￣端氨基酸序列为 ＬＫＣＨꎮ 相关活性测定结果表明ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 能有效抑制人血清补体经典途径ꎬ其

ＩＣ５０为 ０􀆰 ０４６ ｇ / Ｌꎬ但对补体旁路途径无明显抑制作用ꎻ机制研究表明ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 能抑制补体经典途径

Ｃ３ 转化酶的形成ꎮ 同时ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 对肿瘤细胞株 Ａ５４９、Ｋ５６２ 和 ＭＣＦ￣７ 细胞表现出抑制作用ꎬ其 ＩＣ５０

分别为 ０􀆰 ３２ ｇ / Ｌ、０􀆰 ５８ ｇ / Ｌ、０􀆰 ６３ ｇ / Ｌꎻ对豚鼠红细胞有轻微的溶血作用ꎻ能抑制枯草芽孢杆菌和藤

黄微球菌的生长ꎮ 综上所述ꎬ本研究从中华眼镜蛇毒中分离纯化出一个新的抗补体蛋白质￣ＣＴＸ￣
ＣＩꎬ其理化性质和生物学活性表明其属于细胞毒素ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 能明显抑制补体经典途径ꎬ其机制与抑

制经典途径 Ｃ３ 转化酶的形成有关ꎮ
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ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ３ ｃｏｎｖｅｒｔａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｈｏｗｅｄ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ
ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ Ａ５４９ꎬ Ｋ５６２ ａｎｄ ＭＣＦ￣７ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＩＣ５０ｖａｌｕｅ ｗｅｒｅ ０􀆰 ３２ ｇ / Ｌꎬ ０􀆰 ５８ ｇ / Ｌꎬ
ａｎｄ ０􀆰 ６３ ｇ / Ｌꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｉｔ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ａｎｄ
Ｓａｒｃｉｎａ Ｌｕｔｅａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｌｉｇｈｔ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ａ ｎｅｗ
ａｎｔｉｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｆｒｏｍ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ. Ｉｔｓ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｉｔ ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ ｃｙｔｏｔｏｘｉｎ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ３
ｃｏｎｖｅｒｔａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍꎻ ａｎｔｉｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔꎻ ｃｙｔｏｔｏｘｉｎꎻ Ｃ３ ｃｏｎｖｅｒｔａｓｅꎻ
ＣＴＸ￣ＣＩ

　 　 补体系统是天然免疫系统的重要组成部分[１]ꎮ
补体系统正常激活时能发挥免疫防御功能ꎬ但过度

激活时则会导致严重组织损伤和炎症反应ꎮ 补体系

统在多种疾病中扮演了重要的角色[２]ꎬ如免疫性疾

病、缺血再灌注损伤、急性肺损伤和脓毒症等[３￣６]ꎮ
研究中的抗补体药物有大分子药物和小分子药物ꎬ
其中 Ｃ５ 单克隆抗体已成功应用于临床[７]ꎬ目前可

供临床使用的抗补体药物仍十分有限ꎮ 因此ꎬ从天

然资源中寻找和发现新型抗补体药物具有重要意义

和价值ꎮ

天然蛇毒成分复杂ꎬ大多为蛋白质和肽类分子ꎬ
具有血液循环系统、神经系统等毒性ꎬ并表现出抗

菌、抗肿瘤和镇痛等生物学活性ꎬ是现代新药研究的

丰富资源库[８￣１１]ꎮ 迄今为止ꎬ从不同眼镜蛇毒中分

离纯化获得了多种抗补体蛋白质:眼镜蛇毒因子

(ｃｏｂｒａ ｖｅｎｏｍ ｆａｃｔｏｒꎬ ＣＶＦ) [１２]、ＣＩ[１３] 和 Ａｔｒａｓｅ Ｂ[１４]

等ꎮ 本课题组在前期工作中发现ꎬ中华眼镜蛇毒中

还存在其他抗补体分子ꎬ因此本工作旨在从中华眼

镜蛇毒中纯化出新的抗补体蛋白质ꎬ并进行相应的

研究ꎬ以评价其潜在的应用价值ꎮ
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第 ９ 期 石　 磊等:眼镜蛇毒中一个新的抗补体蛋白质的分离纯化和性质研究

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

ＳＰ￣Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５、低分子量标志物、两性电解

质 Ａｍｐｈｏｌｉｎｅ(３􀆰 ５ ~ ９􀆰 ５)均购于美国 ＧＥ 公司ꎮ 绵

羊红细胞及实验动物购于贵州医科大学和遵义医学

院实验动物中心ꎮ 人血清由健康志愿者献血制备ꎮ
胎牛血清和 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅꎻＭＴＴ
购于 Ａｍｒｅｓｃｏꎮ 中华眼镜蛇毒(Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ)、肿
瘤细胞株 Ｋ５６２、Ａ５４９ 和 ＭＣＦ￣７ 以及金黄色葡萄球

菌(ＣＭＣＣ２６１１２)、枯草芽胞杆菌(ＣＭＣＣ６３５０１)、藤
黄 微 球 菌 ( ＣＭＣＣ２８００１ )、 大 肠 埃 希 氏 菌

(ＣＭＣＣ４４１１３)、伤寒沙门氏菌(ＣＭＣＣ５７００１)、铜绿

假单胞菌(ＣＭＣＣ１０２２１)均由贵州省中国科学院天

然产物化学重点实验室活性筛选室提供ꎮ 其他试剂

均为进口或国产分析纯ꎮ
Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ 高效液相层析系统(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ

公 司 )ꎻ ＡＫＴＡ ｐｒｉｍｅ 蛋 白 纯 化 仪 ( Ａｍｅｒｓｈａｍ
Ｐｈａｒｍａｃｉａ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司)ꎻ连续波长酶标仪(美国 ＭＤ
公司)ꎻ ＦＤＵ￣１１００ 冷冻干燥机 (日本东京理化)ꎻ
Ｆｏｒｍａ ３１１１ ＣＯ２ 细胞培养箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ
ＮＩＫＯＮ 相差显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ 公司)ꎻＲｅｖｏｃ 超低

温冰箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻＭｉｌｌｉ Ｑ 超纯水系统(美
国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)
１􀆰 ２　 抗补体蛋白质的分离纯化

２􀆰 ０ ｇ 中华眼镜蛇毒以 １２ ｍＬ 醋酸钠缓冲液

(０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ ５􀆰 ８) 溶解ꎬ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎꎬ取上清液上样于已用相同缓冲液平衡的 ＳＰ￣
Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 柱(２􀆰 ６ ｃｍ×４０ ｃｍ)ꎬ充分洗脱后ꎬ以
０ ~ １ ｍｏｌ / ＬＮａＣｌ 进 行 线 性 梯 度 洗 脱ꎮ 流 速 为

３０ ｍＬ / ｈꎬ每管收集 ６ ｍＬꎮ 取分离纯化后的样品分

别进行抗补体活性筛选ꎬ收集有抗补体活性的蛋白

质峰ꎬ合并后冻干ꎮ
取上述有抗补体活性的组分进行透析并冻干ꎬ

以超纯水溶解后ꎬ采用反相高效液相色谱 ( ＲＰ￣
ＨＰＬＣ)进行分离纯化ꎮ 色谱柱选用 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ Ｃ１８ 柱

(４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ)ꎻ流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％三氟乙酸￣
水ꎬ流动相 Ｂ 为 ０􀆰 ０８％三氟乙酸￣７０％乙腈ꎬ波长 ２３５
ｎｍꎬ流速 ｌ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温 ２５ ℃ꎮ 洗脱后收集有抗补

体活性的洗脱峰ꎬ冻干ꎬ－２０ ℃存放ꎮ
１􀆰 ３　 分子量和等电点的测定

参照 ＬａｅｍｍＬｉ[１５] 的方法进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 还原

电泳ꎬ并采用考马斯亮蓝 Ｒ￣２５０ 进行染色ꎮ 凝胶过

滤检测分子量则采用 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ￣１００ 凝胶柱(１􀆰 ０

ｃｍ×６３􀆰 ５ ｃｍ)ꎬ以 ＰＢＳ 充分平衡凝胶柱ꎬ流速为 ３０
ｍＬ / ｈꎮ 采用 ＡＫＴＡ ｐｒｉｍｅ 蛋白纯化仪分别测定葡聚

糖蓝的洗脱体积(Ｖｅ)和已知分子量标志以及未知

分子量样品的洗脱体积(Ｖ０)ꎮ 将纯化的蛋白质交

由中国人民解放军军事医学科学院生物医学分析中

心质谱室进行 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 质谱分析ꎮ 检测仪

器为 ＢＲＵＫＥＲ ＲＥＦＬＥＸ ＩＩＩ 质谱仪(德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公

司)ꎮ 检测条件: Ｎ２ 激光源ꎬ波长 ３３７ ｎｍꎻ以芥子酸

为基质进行线性检测ꎮ
等电点的测定参照 Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ 等[１６] 的方法ꎬ绘

制 ｐＨ 曲线ꎬ并计算目标蛋白质的等电点ꎮ
１􀆰 ４　 Ｎ￣端氨基酸序列测定

将已纯化的目标蛋白质进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和膜转

移电泳ꎬ对 ＰＶＤＦ 膜染色检测后ꎬ交由上海基康生物

技术有限公司测定 Ｎ￣端氨基酸序列:采用 Ｅｄｍａｎ 降

解 法 进 行 检 测ꎬ 检 测 仪 器 为 ＡＢＩ ＰＲＯＯＣＩ
ＳＥＴＭ４９２ｃＬＣꎮ
１􀆰 ５　 经典途径抗补体活性检测

经典途径抗补体活性检测:取样品溶液、致敏绵

羊红细胞悬液、稀释血清各 １００ μＬ 分别加入试管

中ꎬ３７ ℃孵育 ０􀆰 ５ ｈꎬ每隔 ５ ｍｉｎ 振摇 １ 次ꎮ 加入 １
ｍＬ 冷生理盐水ꎬ终止反应ꎬ ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎꎮ 取上清液于 ４０５ ｎｍ 处测定样品吸光值[１７]ꎮ

旁路途径抗补体活性检测:取样品溶液、兔红细

胞悬液、正常人血清各 １００ μＬ 加入试管中ꎬ３７ ℃孵

育 ３０ ｍｉｎ 后加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 冷生理盐水终止反应ꎬ
２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎮ 取上清液于 ４０５ ｎｍ 处测

吸光值[１７]ꎮ
１􀆰 ６　 抗肿瘤活性检测

分别将 Ｋ５６２ 细胞、Ａ５４９ 细胞和 ＭＣＦ￣７ 细胞按

７􀆰 ５×１０７ 个 / ｍＬ 的密度接种于 ９６ 孔板ꎬ每孔 ９０ μＬꎬ
置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈꎮ 向 Ｋ５６２
细胞中加入样品培养 ４８ ｈꎬ参考 Ｍｏｓｍａｎｎ[１８]和 Ｔａｄａ
等[１９] 的方法ꎬ采用 ＭＴＴ 法检测细胞的存活率ꎮ
Ａ５４９ 细胞和 ＭＣＦ￣７ 细胞则加入样品溶液后ꎬ继续

培养 ７２ ｈꎬ参考 Ｓｋｅｈａｎ 等[２０]的方法ꎬ采用 ＳＲＢ 法检

测细胞的存活率ꎮ
１􀆰 ７　 溶血活性检测

取绵 羊 红 细 胞、 豚 鼠 红 细 胞 ( ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ
ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓꎬ ＧＰ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ) 和 家 兔 红 细 胞ꎬ 用

Ｈａｎｋｓ 液制成 ３％的红细胞悬液ꎮ 向试管内加入

０􀆰 ２４ ｍＬ 红细胞悬液后ꎬ再加入样品和 Ｈａｎｋｓ 液至 ２
ｍＬ(样品终浓度为 ９０ ｍｇ / Ｌ)ꎮ 将混合物于 ３７ ℃孵

育 ２ ｈꎬ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ５４０ ｎｍ 处测定吸
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收值[２１￣２２]ꎮ
１􀆰 ８　 抗菌活性检测

将 ２００ μＬ 配好的菌液均匀涂抹于含 ２０ ｍＬ Ｍ￣
Ｈ 培养基的培养皿上ꎬ打孔ꎬ再取样品 ４０ μＬ 加在纸

片上ꎬ于 ３７ ℃培养箱内培养 １８~２４ ｈꎮ 以庆大霉素

为阳性对照ꎮ
１􀆰 ９　 抑制补体经典途径 Ｃ３ 转化酶形成试验

取样品溶液、人血清各 １００ μＬ 加入试管中ꎬ
３７℃水浴孵育 １０ ｍｉｎꎬ加入 １００ μＬ 致敏绵羊红细

胞ꎬ３７℃继续孵育 ５ ｍｉｎꎮ 取 １ ｍＬ 生理盐水清洗红

细胞ꎬ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ吸去上清后加入 １００
μＬ 大鼠血清(以含 ０􀆰 ０４ ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ 的 ＧＶＢ 缓冲

液 １ ∶５稀释)ꎬ３７℃水浴孵育 ３０ ｍｉｎꎬ０􀆰 ９ ｍＬ 生理盐

水终止反应ꎮ ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清于

４０５ ｎｍ 处测吸光度ꎮ
１􀆰 １０　 统计学方法

实验数据采用 ｍｅａｎ ± ＳＤ 表示ꎬ以 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０
进行单因素方差分析ꎬ两组间比较采用 ｔ￣ｔｅｓｔꎬ组间

多重比较采用 ＬＳＤ 方法ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＣＴＸ￣ＣＩ 的纯化

眼镜蛇毒经 ＳＰ￣Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 阳离子交换层析

获得 ９ 个洗脱峰(Ｆｉｇ.１)ꎬ其中组分 Ｆ￣Ｉ、Ｆ￣ＩＶ、Ｆ￣ＩＸ
具有明显的抗补体活性ꎬ收集最后一个活性部位ꎬ脱
盐后冻干ꎮ

Ｆｉｇ.２　 ＲＰ￣ＨＰＬＣ Ｃ１８ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｏｌｅｄ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｉｏｎ￣ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ 　 　 Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ
ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ (４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ ｅｌｕｔｅｄ ａｔ ａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ ｌ ｍＬ / ｍｉｎｕｔｅ. Ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｂｙ ｔｈｅ ｂａｒ ｗｅｒｅ ｐｏｏｌｅｄ

离子交换色谱中的混合组分经 ＲＰ￣ＨＰＬＣ Ｃ１８
反相色谱进一步纯化获得单一活性峰(Ｆｉｇ.２)ꎬ收集

含有抗补体活性的色谱峰ꎬ脱盐后冻干ꎮ 将该蛋白

质命名为 ＣＴＸ￣ＣＩꎮ

Ｆｉｇ. １ 　 Ｉｏｎ￣ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ
ｖｅｎｏｍ ｏｎ ａ ＳＰ￣Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ ｃｏｌｕｍｎ　 　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２􀆰 ０
ｇ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ (２􀆰 ６ ｃｍ×
４０ ｃｍ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ ｅｌｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｄｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ ａｔ ａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ ３０ ｍＬ / ｈｏｕｒꎬ ａｎｄ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ６ ｍＬ ｐｅｒ
ｔｕｂｅ. Ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｂａｒ ｗｅｒｅ ｐｏｏｌｅｄ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ａｔ ２８０ ｎｍꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ ｉｓ ｔｈｅ ＮａＣｌ ｇｒａｄｉｅｎ

２􀆰 ２　 ＣＴＸ￣ＣＩ 的分子量和等电点测定

ＣＴＸ￣ＣＩ 经凝胶过滤测定ꎬ其分子量为 ９􀆰 ７ ｋＤꎮ
经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 测定ꎬ在还原条件下呈现单一条带ꎬ分
子量为 １２􀆰 ７ ｋＤ(Ｆｉｇ.３Ａ)ꎮ 等电聚焦电泳测定目标

蛋白质的等电点 ｐＩ 为 ９􀆰 ８１(Ｆｉｇ.３Ｂ)ꎮ
ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测表明ꎬ纯化的 ＣＴＸ￣ＣＩ 分子

量为 ７ ００７􀆰 ７ Ｄ(Ｆｉｇ.４)ꎬ为信号较强的单一吸收峰ꎮ
２􀆰 ３　 ＣＴＸ￣ＣＩ 的 Ｎ￣端氨基酸序列分析

Ｅｄｍａｎ 降解法测定 Ｎ￣端氨基酸序列的结果显

示ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 的前 ４ 位氨基酸序列为 ＬＫＣＨꎬ与目前已

报道的蛇毒细胞毒素的 Ｎ￣端氨基酸序列有较高同

源性(Ｔａｂｌｅ １)ꎮ
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Ｆｉｇ. ３ 　 Ｒｅｄｕｃｅｄ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｏｃｕｓｉｎｇ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ　 　 (Ａ) ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ: １ꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒꎻ ２ꎬ
ＣＴＸ￣ＣＩ. (Ｂ) Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ

２􀆰 ４　 ＣＴＸ￣ＣＩ 抑制人血清补体经典途径

本研究采用人血清、 大鼠血清和豚鼠血清

(ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｓｅｒｕｍꎬＧＰ ｓｅｒｕｍ)检测 ＣＴＸ￣ＣＩ 对补体经

典途径的抑制作用ꎮ 结果表明ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 对上述 ３ 种

血清补体经典途径的抑制作用存在较大差异ꎮ 其

中ꎬ对人血清补体的抑制作用最为明显ꎬ溶血率为

６􀆰 ２２％±０􀆰 ０３％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其次是大鼠血清ꎬ溶血率

为 ３８􀆰 ８９％±０􀆰 ０４％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而对豚鼠血清补体基

本无抑制作用(Ｆｉｇ.５)ꎮ
同时ꎬ实验结果显示ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 对人血清补体经

典途径的抑制作用表现出良好的量效关系ꎬ其 ＩＣ５０

为 ０􀆰 ０４６ ｇ / Ｌ(Ｆｉｇ.６)ꎮ
为了证实这种抑制作用是否具有时效性ꎬ进一

步开展了时效实验ꎮ 结果显示ꎬ预孵加样品组与预

孵未加样品组的溶血活性基本是平行的ꎬ这表明

ＣＴＸ￣ＣＩ 对补体经典途径的抑制作用不具有时效性

(Ｆｉｇ.７)ꎮ

Ｆｉｇ.４　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ　 　 Ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｔｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ＢＲＵＫＥＲ ＲＥＦＬＥＸ ＩＩＩ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ ｗｉｔｈ Ｎ２ ｌａｓｅｒ ｓｏｕｒｃｅꎬ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ３３７ ｎｍꎬ ａｎｄ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ａｓ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｙｔｏｔｏｘｉｎｓ ｆｒｏｍ ｃｏｂｒａ ｖｅｎｏｍｓ
Ｓｎａｋｅ ｖｅｎｏｍ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅｓ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ　 ｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｃｏｂｒａ ｖｅｎｏｍ ｆｒｏｍ Ｈｕｎａｎ ＣＴＸ￣ＣＩ ＬＫＣＨ

ＣＴＸ￣ａｎａｌｏｇｕｅ Ｉ[２３] ＬＫＣＮＫＬＩＰＩＡ
ＣＴＸ￣ａｎａｌｏｇｕｅ ＩＩ[２４] ＬＫＣＮＫＬＶＰＬＦ

Ｃｏｂｒａ ｖｅｎｏｍ ｆｒｏｍ Ｔａｉｗａｎ ＣＴＸ￣ａｎａｌｏｇｕｅ ＩＩＩ[２５￣２６] ＬＫＣＮＫＬＶＰＬＦ
ＣＴＸ￣ａｎａｌｏｇｕｅ ＩＶ[２５] ＲＫＣＮＫＬＶＰＬＦ
ＣＴＸ￣ａｎａｌｏｇｕｅ Ｖ[２７] ＬＫＣＨＮＴＱＬＰＦ
ＣＴＸ￣Ｘ ＬＫＣＮＫＬＩＰＩＡ

Ｎａｊａ ａｔｒａ ｆｒｏｍ Ｆｕｊｉａｎ[２８] ＣＴＸ￣ＸＩ ＬＫＣＮＫＬＶＰＬＦ
ＣＴＸ￣ＸＩＩ ＬＫＣＮＫＬＶＰＬＦ
ＣＴＸ￣ＸＩＩＩ ＲＫＬＮＫＬＶＰＬＦ
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Ｆｉｇ. ５ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｃｌａｓｓｉｃａｌ
ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｓｅｒａ　 　 Ａｆｔｅｒ ＣＴＸ￣ＣＩ ｗａｓ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ
ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓｅｒａꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ
ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｂｙ ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｗｉｔｈ ＬＳＤ ｐｏｓｔ￣ｔｅｓｔꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｒａｔ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ＳＤ)

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ ｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ
ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ 　 　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｔｈｅｎ ｓｈｅｅｐ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｂｙ ｔ￣ｔｅｓｔ. ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ
(ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ＳＤ)

　 　 采用人血清补体检测 ＣＴＸ￣ＣＩ 对补体旁路途径

的抑制作用ꎮ 结果显示ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 对补体旁路途径的

抑制作用较弱ꎬ在终浓度达到 ３􀆰 ３３ ｇ / Ｌ 时ꎬ抑制率

仅为 ５２􀆰 ５％(Ｆｉｇ.８)ꎮ
２􀆰 ５　 ＣＴＸ￣ＣＩ 抑制肿瘤细胞生长

采用 Ａ５４９、Ｋ５６２ 和 ＭＣＦ￣７ 细胞株检测 ＣＴＸ￣ＣＩ
的抗肿瘤活性ꎮ 结果显示ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 对 Ａ５４９ 细胞、
Ｋ５６２ 细胞和 ＭＣＦ￣７ 细胞均有抑制作用ꎬ且呈剂量

依赖性ꎬ其 ＩＣ５０分别为 ０􀆰 ３２ ｇ / Ｌ、０􀆰 ５８ ｇ / Ｌ、０􀆰 ６３ ｇ / Ｌ
(Ｆｉｇ.９)ꎮ

Ｆｉｇ. ７ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅ￣ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ ＣＴＸ￣ＣＩ
Ｔｈｅ ＣＴＸ￣ＣＩ ｗａｓ ｐｒｅ￣ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ｆｏｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓꎬｔｈｅｎ ｓｈｅｅｐ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｔ ４０５ ｎｍ(ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ＳＤ)

Ｆｉｇ.８ 　 Ｔｈｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ ｏｎ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｐａｔｈｗａｙ　 　 ＣＴＸ￣
ＣＩ ｗａｓ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｒａｂｂｉｔ ｒｅｄ
ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｐａｔｈｗａｙ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｔ￣ｔｅｓｔꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｗｅｒ ｄｏｓａｇｅ
ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ＳＤ)

２􀆰 ６　 ＣＴＸ￣ＣＩ 引起豚鼠红细胞轻度溶血

溶血功能实验表明ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 对绵羊红细胞和兔

红细胞均无溶血作用ꎻ但对豚鼠红细胞有轻微的溶

血作用(Ｆｉｇ.１０)ꎮ
２􀆰 ７　 ＣＴＸ￣ＣＩ 抑制枯草芽孢杆菌和藤黄微球菌

生长

ＫＢ 平板测定结果表明ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 对枯草芽孢杆

菌和藤黄微球菌有抑制作用ꎬ抑菌圈直径分别为

１１􀆰 ９９ ｍｍ 和 ８􀆰 ８６ ｍｍꎻ但对大肠埃希氏菌、伤寒沙

门氏菌、金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌均无抑制

作用ꎮ
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Ｆｉｇ. ９ 　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ　 　 Ａｆｔｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＣＴＸ￣ＣＩ
ｆｏｒ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＭＴＴ
ｍｅｔｈｏｄ (Ｋ５６２) ｏｒ ＳＲＢ ｍｅｔｈｏｄ (Ａ５４９ ａｎｄ ＭＣＦ￣７) (ｎ ＝
６ꎬ 􀭰ｘ ± ＳＤ)

Ｆｉｇ.１０　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ ｏｎ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｄ
ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ　 　 ＣＴＸ￣ＣＩ ｗａｓ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ
ｆｏｒ ２ ｈｏｕｒｓ ａｔ ３７℃ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ
(ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ＳＤ)

２􀆰 ８　 ＣＴＸ￣ＣＩ 抑制补体经典途径 Ｃ３ 转化酶的形成

ＣＴＸ￣ＣＩ 对补体经典途径有明显的抑制作用ꎬ而
对补体旁路途径未表现出抑制活性ꎮ 本研究采用补

体经典途径 Ｃ３ 转化酶形成实验对其抑制作用进行检

测ꎮ ＣＴＸ￣ＣＩ 与致敏绵羊红细胞以及人血清混合孵育

以形成 Ｃ３ 转化酶ꎬ通过洗涤红细胞并加入含有

ＥＤＴＡ 的大鼠血清以启动经典途径的溶血反应ꎮ 结

果表明ꎬ补体经典途径 Ｃ３ 转化酶的形成被明显抑制ꎬ
且该抑制作用呈现一定的剂量依赖性(Ｆｉｇ.１１)ꎮ

３　 讨论

本研究通过 ＳＰ￣Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 阳离子交换层析

和 ＲＰ￣ＨＰＬＣ Ｃ１８ 反相层析ꎬ从中华眼镜蛇毒中分离

纯化获得一个单链、碱性、精确分子质量为 ７ ｋＤ 的

抗补体蛋白质ꎮ 其理化性质表明ꎬ该蛋白质属于眼

镜蛇毒细胞毒素家族成员ꎮ 迄今为止ꎬ从不同眼镜

蛇毒中发现的细胞毒素大约 ６０ 种ꎬ这些细胞毒素均

Ｆｉｇ. １１ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ３
ｃｏｎｖｅｒｔａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙ 　 　
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＴＸ￣ＣＩ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ
ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｓｈｅｅｐ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ５ ｍｉｎｕｔｅｓꎬ ａｆｔｅｒ ｓｈｅｅｐ
ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｗａｓｈｅｄꎬ ｒａｔ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰 ０４
ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｔ ４０５ ｎｍ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｔ￣ｔｅｓｔꎬ∗∗ Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｌｏｗｅｒ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ＳＤ)

为强碱性的小分子单链多肽ꎬ由 １５~ １７ 种氨基酸约

６０~６２ 个残基组成ꎬ分子质量 ６ ~ ７ ｋＤ[２９]ꎮ 已报道

的细胞毒素具有溶血、抗肿瘤和抗菌活性ꎮ 本研究

发现ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 能有效抑制补体经典途径ꎬ对豚鼠血

细胞有一定溶血作用ꎬ对 Ｋ５６２ 细胞、Ａ５４９ 细胞和

ＭＣＦ￣７ 细胞均有抑制作用ꎬ并能抑制枯草芽孢杆菌

和藤黄微球菌ꎮ
ＣＴＸ￣ＣＩ 对人血清补体经典途径有明显抑制作

用ꎬ而对补体旁路途径抑制作用不明显ꎬ基于该结果

本研究对其可能的作用机制进行了研究ꎮ 采用补体

经典途径 Ｃ３ 转化酶形成实验对其抑制作用进行检

测ꎮ 该实验的原理是样品、致敏绵羊红细胞和人血清

混合孵育一定时间以便能在细胞膜上形成 Ｃ３ 转化

酶ꎬ然后洗涤红细胞ꎬ加入含有 ０􀆰 ０４ ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ 的

大鼠血清补体与其反应ꎬ由于含有 ＥＤＴＡ 的血清不能

再生成新的 Ｃ３ 转化酶ꎬ只有之前已形成的 Ｃ３ 转化酶

才能激发补体经典途径的溶血反应ꎬ且溶血程度与

Ｃ３ 转化酶的数量呈正相关ꎬ因此ꎬ通过该功能实验即

能证明 ＣＴＸ￣ＣＩ 是否影响了 Ｃ３ 转化酶的形成ꎮ
目前ꎬ已从国产眼镜蛇毒中获得的抗补体蛋白

有 ２ 种:ＣＶＦ[３０￣３１]和 Ａｔｒａｓｅ Ｂ[１４]ꎮ 其中ꎬＣＶＦ 是通过

过度激活补体旁路途径使得补体被耗竭而产生抗补

体作用[３０￣３１]ꎬＡｔｒａｓｅ Ｂ 则是通过酶切 Ｂ 因子和 Ｃ６ 达

到抑制补体作用[１４]ꎮ 本工作中的 ＣＴＸ￣ＣＩ 能抑制补

９１０１
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体经典途径ꎮ 其中ꎬ对人血清补体经典途径的抑制

作用明显ꎬ且呈量效关系ꎬ但未表现出时间依赖性ꎬ
提示该蛋白质是以非酶解的方式作用于补体系统ꎮ
机制研究表明ꎬＣＴＸ￣ＣＩ 能抑制补体经典途径 Ｃ３ 转

化酶的形成ꎬ但其抑制作用是通过作用于参与补体

经典途径 Ｃ３ 转化酶形成的补体成分ꎬ还是通过影

响细胞膜的结构进而干扰 Ｃ３ 转化酶在细胞膜上的

形成尚待进一步研究ꎮ 眼镜蛇毒中含有多种细胞毒

素分子ꎬ筛选结果表明ꎬ仅目标蛋白质表现出抗补体

活性ꎮ 因此ꎬ对其进行深入研究将有助于进一步认

识细胞毒素结构与功能的关系ꎮ
综上所述ꎬ本研究从国产眼镜蛇毒中分离纯化

获得一个新的抗补体蛋白ꎬ该蛋白质能明显抑制补

体经典途径ꎬ其机制与抑制经典途径 Ｃ３ 转化酶的

形成有关ꎮ 对其结构与功能的进一步研究ꎬ将有可

能为新型抗补体药物的设计提供有益的参考ꎮ
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