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摘要：目的 测定银环蛇毒素组分是否抑制人神经

胶质瘤细胞ＳＷＯ的生长，以及确定抑制的原因是诱
导凋亡或是杀伤。方法 用 ＭＴＴ和流式细胞术等
方法探讨银环蛇粗毒及其有效组分对人神经胶质瘤

细胞ＳＷＯ的作用。结果 ＭＴＴ试验结果显示，ＳＷＯ
细胞对银环蛇粗毒、第Ⅲ峰毒素、α银环蛇毒素（α
ＢＴＸ）的作用比较敏感，同时ＳＷＯ细胞比３Ｔ３细胞更
敏感。ＳＷＯ对其他组分的作用不敏感。３种毒素作
用于ＳＷＯ细胞，流式细胞术检测未见凋亡峰。结论
银环蛇粗毒、第Ⅲ峰毒素、αＢＴＸ对 ＳＷＯ细胞有杀
伤作用，无凋亡作用。
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银环蛇毒是神经毒，其抗肿瘤作用已有许多研

究［１，２］，但研究主要集中在对消化道和呼吸系统恶

性肿瘤的作用方面文献，研究对于神经胶质瘤的作

用作者目前尚未见报道。本研究的目的主要在于确

定银环蛇毒素是否能诱导神经胶质瘤细胞 ＳＷＯ凋
亡，或者只是杀伤作用，以及查找出银环蛇粗毒中导

致ＳＷＯ细胞凋亡或杀伤的毒素组分。

１ 材料与方法

１．１ 细胞与试剂

ＳＷＯ神经胶质瘤细胞、Ｋ５６２和３Ｔ３细胞由暨南
大学医学院病理实验室提供。银环蛇粗毒购自江西

樟树养蛇场，α银环蛇毒素（αｂｕｎｇａｒｏｔｏｘｉｎ，αＢＴＸ）
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标准品购自美国Ｓｉｇｍａ公司。羧甲基纤维素５２购自
美国Ｗｈａｔｍａｎ公司，分离纯化蛋白 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００购
自Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司。低分子量标准蛋白从 ＧｉｂｃｏＢＲＬ
公司购得。细胞培养基 ＲＰＭＩ１６４０，美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司，小牛血清则购自杭州四季青公司。显色剂噻唑蓝

（ＭＴＴ）、碘化丙啶（ＰＩ）染料均购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２ α银环蛇毒素的分离、纯化及鉴定

羧甲基纤维素 ５２柱分离银环蛇粗毒［３］，收集
各峰毒素，浓缩，脱盐。ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００分离纯化第

Ⅲ峰毒素，收集各峰毒素，浓缩，脱盐。十二烷基硫

酸钠聚丙烯酰胺电泳技术（ＳＤＳＰＡＧＥ）测定蛋白分
子量，Ｌｏｗｒｙ法测定蛋白含量。昆明小鼠，１８～２２ｇ，

♀♂各半，每组１０只，改良寇氏法测定ＬＤ５０。
１．３ 银环蛇粗毒及其有效组分α银环蛇毒素对
ＳＷＯ细胞的体外实验

ＭＴＴ法测定ＩＣ５０：将终浓度５×１０８Ｌ－１对数生长
期的细胞接种于 ９６孔细胞培养板，每孔 １００μＬ，
３７℃，体积分数为０．０５的ＣＯ２孵箱培养２４ｈ。空白
对照组（不加任何液体）、阴性对照组（不加药物）、阳

性对照组〔５ｍｇ·Ｌ－１的放线菌酮环己酰亚胺，（ｃｙｃｌｏ
ｈｅｘｉｍｉｄｅ，ＣＨＸ）加到 Ｋ５６２细胞中〕及银环蛇毒素组
（按不同浓度加样，银环蛇粗毒的始浓度为１ｇ·Ｌ－１，
各峰毒素的始浓度为０．６ｇ·Ｌ－１，αＢＴＸ的始浓度为
０．１ｇ·Ｌ－１，然后均按５倍递减稀释）。ＣＯ２孵箱继续
培养１２，２４，３６，４８或７２ｈ。取出培养板，每孔加５
ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ１０μＬ，４ｈ后每孔加１０％ＳＤＳ１００μＬ，ＣＯ２
孵箱培养过夜，取出测吸光度值（Ａ），测量波长为
５７０ｎｍ，参比波长为 ６３０ｎｍ，计算癌细胞生长抑制
率，绘制曲线，求出细胞生长抑制 ５０％时的药物浓
度，即 ＩＣ５０，表示细胞对药物的药敏性。
１．４ 流式细胞仪实验

分组方法同ＭＴＴ实验，收集细胞，２０００×ｇ离心
５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ洗２～３次，７０％乙醇固定３０ｍｉｎ
以上。将固定的细胞以４０００×ｇ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
１～２次，沉淀物悬浮于０．５ｍＬ的ＰＩ（含ＲＮＡ酶）中，
避光放置１０ｍｉｎ，２００目筛网过滤，上流式细胞仪。
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１．５ 统计学处理

实验结果用珋ｘ±ｓ表示，组间差异采用成组 ｔ检
验。

２ 结果

２．１ 银环蛇粗毒的分离纯化及鉴定

江西产银环蛇粗毒经羧甲基纤维素 ＣＭ５２柱
层析共得到 １０个峰，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，可得到 １０多
条蛋白带，分子量最小的为６．５ｋｕ，最大蛋白带的则
为４０ｋｕ［３］。所用的银环蛇粗毒及其若干毒素组分
（Ⅲ峰、Ⅳ峰、Ⅵ峰、Ⅶ峰和Ⅷ峰）的 ＬＤ５０与 Ｃｈａｎｇ
等［４］所分离毒素的 ＬＤ５０相似，提示粗毒及各组分毒
性保持良好（表１）。
２．２ 毒素对ＳＷＯ细胞株杀伤的时效关系

随着毒素对ＳＷＯ细胞作用时间的延长，粗毒、

Ｔａｂ１． ＴｈｅＬＤ５０ｏｆｃｒｕｄｅｖｅｎｏｍ ａｎｄｉｔｓｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔｓ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ＬＤ５０／μｇ·ｇ
－１

Ｃｒｕｄｅｖｅｎｏｍ ０．１７６±０．０２２

ＰｅａｋⅢ ０．１４９±０．０５４

ＰｅａｋⅣ ０．１３０±０．０５２

ＰｅａｋⅥ ０．１５１±０．０６４

ＰｅａｋⅦ ０．２５１±０．１２１

ＰｅａｋⅧ ０．４１８±０．２６０

ＰｅａｋⅨ ０．５１６±０．１０２

ＰｅａｋⅩ ０．１３５±０．０５２

Ｋｕｎｍｉｎｇｍｉｃｅｗｅｒｅｇｉｖｅｎｉｐｃｒｕｄｅｖｅｎｏｎｏｒｉｔｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ．ＬＤ５０ｏｆ
ｅａｃｈｐｅａｋｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙＫａｒｂｅｒ′ｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．

第Ⅲ峰的时效关系较为显著，αＢＴＸ最为显著，其
ＩＣ５０１２ｈ的量是４８ｈ的３．２４倍，而其他毒素的 ＩＣ５０
与作用时间长短无明显依存关系，部分毒素（Ⅵ峰、

Ⅶ峰、Ⅷ峰、Ⅸ峰毒素）由于毒性甚小，无法得出 ＩＣ５０
（表２中未列出）。７２ｈ时毒素 ＩＣ５０与４８ｈ没有很大
差异（表２）。

正常纤维细胞３Ｔ３细胞无论对银环蛇粗毒还是
经分离提纯的第Ⅲ峰毒素，其药敏性均低于 ＳＷＯ细
胞。说明银环蛇毒素对不同细胞的杀伤力不同。

２．３ 流式细胞仪检测

图１Ａ中箭头ａ所指为坏死细胞，箭头ｂ所指为
凋亡细胞，可以看出，凋亡细胞数量明显少于坏死细

胞，图１Ｂ中未见凋亡峰。表明２４ｍｇ·Ｌ－１第Ⅲ峰毒
素只杀伤细胞，不诱导细胞凋亡。而且增殖峰也很

低，提示杀伤细胞的同时抑制细胞增殖。

图１Ｃ为４０ｍｇ·Ｌ－１粗毒毒素 ＤＮＡ含量分布组
方图，图１Ｄ为４ｍｇ·Ｌ－１αＢＴＸＤＮＡ含量分布组方
图。不同浓度、不同毒素作用于ＳＷＯ细胞，作用１２，
２４，３６，４８或 ７２ｈ，取其 Ｒ２区域作图，均得到类似
于上述３种浓度毒素ＤＮＡ含量分布组方图（图略）。

３ 讨论

本实验所用的阳离子交换剂为羧甲基纤维素

５２，分离得到１０个蛋白峰，采用凝胶层析从第Ⅲ峰
毒素分离纯化得到αＢＴＸ。各种毒素纯度较高，毒
性保持良好。ＭＴＴ比色法和流式细胞术分析结果显
示，银环蛇毒素组分可能不诱导 ＳＷＯ细胞凋亡，只
诱导杀伤，其杀伤死亡率是药物成分纯度和药物剂

量依赖的，而且对不同细胞有不同的杀伤作用。

Ｔａｂ２． ＩＣ５０ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｏｘｉｎｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＳＷＯｃｅｌｌｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

Ｔｏｘｉｎ
ＩＣ５０／ｇ·Ｌ－１

１２ ２４ ３６ ４８ ７２（ｈ）

Ｃｒｕｄｅｖｅｎｏｍ １．３２１±０．０９６ ０．９６１±０．０７８ ０．７８２±０．０２８ ０．４６１±０．０５２（２．１２０±０．０１９） ０．４６２±０．０３３

ＰｅａｋⅢ ０．７９１±０．０３５ ０．６１３±０．０２１ ０．４３６±０．０３３ ０．２９０±０．０３１（０．７９４±０．０８１） ０．２８８±０．０２２

ＰｅａｋⅣ － ２．８９３±０．０８２ ２．５４６±０．１２１ ２．５０２±０．１４３ ２．２２０±０．０９８

ＰｅａｋⅩ － － ４．７２０±０．１２４ ４．５６２±０．１３３ ４．６７２±０．１２６

αＢＴＸ ０．０６８±０．０１１ ０．０４４±０．００９ ０．０３８±０．００６ ０．０２１±０．００２（０．２０３±０．０２４） ０．０２０±０．００３

ＭＴＴｂｉｏａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ．５×１０４ｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｒｕｄｅｖｅｎｏｍ，ｐｅａｋⅢ，ｐｅａｋⅣ，ｐｅａｋⅩ，αＢＴＸｓｔａｎｄａｒｄ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｆｏｒ１２，２４，３６，４８ａｎｄ７２ｈ．ＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｆｒｏｍｃｕｒｖｅｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｐｌｏｔｔｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆｃｅｌｌ（％）ｖｅｒｓｕｓｔｈｅ
ｓｅｍｉｌｏｇａｒｉｔｈｍｏｆｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．ＴｈｅｄａｔａｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓａｒｅｔｈｅＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｏｎ３Ｔ３ｃｅｌｌ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．
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Ｆｉｇ１． ＤＮＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｅａｋⅢｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓｏｎＳＷＯｃｅｌｌｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
ｆｏｒ４８ｈ．Ａ，Ｂ：２４ｍｇ·Ｌ－１ｐｅａｋⅢ ｔｏｘｉｎ；Ｃ：４０ｍｇ·Ｌ－１
ｃｒｕｄｅｖｅｍｏｎ；Ｄ：４ｍｇ·Ｌ－１αＢＴＸ．

上述结果提示，银环蛇毒素是通过杀伤 ＳＷＯ细
胞而不是诱导细胞凋亡来抑制其增殖，其杀伤作用

可能是有选择性的。正在进行的实验发现，毒素作

用后的细胞表面出现许多小孔，提示毒素可能通过

改变细胞膜的构象，造成物质泄漏，导致肿瘤细胞死

亡。这与毒素只杀伤细胞的结果相符。但这还需要

进一步的实验证明。毒素对不同细胞杀伤力不同，

这可能与不同细胞表面受体不同或细胞表面受体种

类数量差异有关。
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