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原矛头蝮蛇毒的抗凝作用

李亚男１，２，孙黔云２

（１．贵州大学生命科学学院，贵州 贵阳 ５５００２５；２．贵州省中国科学院天然产物化学重点实验室，
贵州 贵阳 ５５０００２）

　　摘要：目的　研究原矛头蝮蛇毒（ＰＭＶ）对血液系统的作用。方法　将ＰＭＶ０．２ｍｇ·ｋｇ－１一次性尾静
脉注射给予ＳＤ大鼠。注射后０．５，１，３，６和２４ｈ分别取下腔静脉血，制备抗凝全血、抗凝血浆和富血小
板血浆（ＰＲＰ）。利用血细胞计数板对抗凝全血和ＰＲＰ进行血小板计数；将抗凝血浆用生理盐水稀释５倍，
在４１２ｎｍ测定血红蛋白含量；采用凝血酶时间（ＴＴ）、凝血酶原时间（ＰＴ）、活化部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）
和纤维蛋白原（ＦＩＢ）含量测定试剂盒分别测定抗凝血浆的 ＴＴ，ＡＰＴＴ，ＰＴ和 ＦＩＢ含量；用发色底物法测定
抗凝血浆酶切发色底物Ｓ２２５１的活性。给昆明小鼠一次性尾静脉注射ＰＭＶ０．２８ｍｇ·ｋｇ－１，在０．５，１，３，
６和２４ｈ测定尾部出血时间。结果　给予ＰＭＶ０．２ｍｇ·ｋｇ－１３０ｍｉｎ大鼠抗凝全血血小板计数减少至正常
对照组的１／３（Ｐ＜０．０１），ＰＲＰ中血小板计数减少至正常对照组的１／２０（Ｐ＜０．０１），抗凝血浆血红蛋白含
量增加约６倍（Ｐ＜０．０１）；给予ＰＭＶ６ｈＡＰＴＴ明显延长（Ｐ＜０．０５），３和６ｈＴＴ明显延长（Ｐ＜０．０１），１
和３ｈＰＴ明显缩短（Ｐ＜０．０１）；ＦＩＢ含量和抗凝血浆酶切发色底物 Ｓ２２５１的活性无明显变化。给予小鼠
ＰＭＶ０．２８ｍｇ·ｋｇ－１３０ｍｉｎ小鼠尾部出血时间达（２３４１±７４２）ｓ，较正常对照组小鼠（８１±１１）ｓ明显延长（Ｐ＜
０．０１），１ｈ逐渐缩短（Ｐ＜０．０１），２４ｈ仍未恢复至正常水平（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＭＶ具有明显的抗凝作用。
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　　原矛头蝮蛇，又称烙铁头蛇，属于蝰蛇科原矛头
蝮属，主要分布于我国长江以南和台湾地区，是常见

的剧毒蛇，其蛇伤较为常见。蛇伤的临床表现主要

为皮下出血、血尿、全身内脏出血甚至失血性休

克［１－２］。迄今，对原矛头蝮蛇毒（Ｐｒｏｔｏｂｏｔｈｒｏｐｓ
ｍｕｃｒｏｓｑｕａｍａｔｕｓｖｅｎｏｍ，ＰＭＶ）的研究主要集中
于诱导血小板聚集的蛋白［４－５］和纤溶蛋白［３，６－７］，

关于 ＰＭＶ对血液系统的作用尚缺少较全面的研
究。本研究观察 ＰＭＶ冻干粉对血液系统的作用，
为临床蛇伤防治和相关新药研究提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　动物、药物、试剂和仪器
ＳＰＦ级ＳＤ大鼠，雄性，体质量２５０～２７０ｇ；

　
　　基金项目：国家自然科学基金项目（８１２６０４９４）；贵州
省社会发展攻关项目〔黔科合ＳＹ（２０１０）３０５０号〕
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事天然药物成分和药理活性研究；孙黔云（１９６８－），男，
博士，研究员，硕士生导师，主要从事心血管药理与新药

研究。
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昆明种小鼠，雌雄各半，体质量２５～３３ｇ，均购自重
庆腾鑫生物有限公司，合格证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７
２００５。实验动物饲养于室温 ２０～２５℃，湿度
６０％～７０％环境中，实验前均自由进食饮水。动物
福利和实验均符合相关实验动物管理条例和实验动

物伦理要求。ＰＭＶ冻干粉购自湖南省沅陵县徐氏
蛇场。凝血酶时间（ｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ，ＴＴ）、凝血酶原
时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ，ＰＴ）、活化部分凝血活酶
时 间 （ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，
ＡＰＴＴ）和纤维蛋白原（ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，ＦＩＢ）含量测定试
剂盒均购自上海太阳生物技术有限公司；发色底物

Ｓ２２５１为意大利 Ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｘ公司产品。Ｇｅｎｅ
Ｑｕａｎｔ紫外分光光度计（瑞典 ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａ
ｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公司）；ＳｐｅｃｔｒａＭＡＸ１９０连续波长酶
标仪（美国 ＭＤ公司）；５８１０Ｒ冷冻离心机（德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。
１．２　动物处理和标本制备

将３６只ＳＤ大鼠随机分为正常对照组、ＰＭＶ处
理０．５，１，３，６和２４ｈ组，每组６只。ＰＭＶ冻干粉溶
于ＰＢＳ，将ＰＭＶ０．２ｍｇ·ｋｇ－１一次性尾静脉注射给予
ＰＭＶ处理组大鼠，正常对照组注射同体积ＰＢＳ。ＰＭＶ
处理组大鼠分别在注射后０．５，１，３，６和２４ｈ再ｉｐ
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给予１％戊巴比妥钠麻醉条件下，经下腔静脉取血，抗
凝全血１３０×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清得到富血小板血浆
（ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ，ＰＲＰ）；并取部分抗凝全血
９６０×ｇ离心１５ｍｉｎ取上清制备抗凝血浆。
１．３　血小板计数和血红蛋白含量测定

分别取抗凝全血和ＰＲＰ２０μｌ加入０．７８ｍｌ血
小板稀释液，轻微振荡并混匀１ｍｉｎ。取血小板悬
液充入血细胞计数板计数池中，静置１５ｍｉｎ，在显
微镜下进行血小板计数。将抗凝血浆用生理盐水稀

释５倍，取２００μｌ加入９６孔板，测定４１２ｎｍ吸光
度（Ａ４１２ｎｍ）值，表示血红蛋白相对含量。
１．４　抗凝血浆酶切发色底物Ｓ２２５１活性测定［８］

取 ５０μｌ抗凝血浆和 ５０μｌＳ２２５１底物
０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１加入９６孔板，在水平摇床轻轻摇动
１０ｓ后避光３７℃孵育，每１０ｍｉｎ测定 Ａ４０５ｎｍ，连续
５ｈ，取最大Ａ４０５ｎｍ。
１．５　血浆ＴＴ，ＰＴ，ＡＰＴＴ和ＦＩＢ含量测定

按照试剂盒说明书方法测定。ＴＴ测定：取
３７℃预温３ｍｉｎ的抗凝血浆２００μｌ，加入２００μｌＴＴ
试剂，测定凝固时间。ＡＰＴＴ测定：取抗凝血浆
１００μｌ，加入３７℃预温的ＡＰＴＴ试剂１００μｌ，３７℃孵
育５ｍｉｎ，再加入３７℃预温的 ＣａＣｌ２２５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１

溶液１００μｌ，测定凝固时间。ＰＴ测定：取抗凝血浆
１００μｌ，３７℃孵育３ｍｉｎ，加入３７℃预温的 ＰＴ试剂
２００μｌ，测定凝固时间。ＦＩＢ测定：将抗凝血浆用缓
冲液作１∶１０稀释，取２００μｌ，３７℃预温３ｍｉｎ，加入
凝血酶溶液１００μｌ，测定凝固时间，同时用标准品测
定标准曲线，根据标准曲线计算ＦＩＢ含量。
１．６　出血时间测定

参照文献［９］方法加以改动。昆明种小鼠随机
分成６组，每组６只，雌雄各半。ＰＭＶ处理组一次性
尾静脉注射给予ＰＭＶ０．２８ｍｇ·ｋｇ－１，正常对照组注
射等体积ＰＢＳ，分别在注射０．５，１，３，６和２４ｈ后，
距尾部末端１．０ｃｍ处切深度１～２ｍｍ的伤口，将尾
部放在预温３７℃的生理盐水中，记录出血时间。
１．７　实验结果数据用ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１６．０
进行单因素方差分析。Ｐ＜０．０５认为差异具有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＰＭＶ对大鼠血小板计数的影响
图１结果表明，与对照组相比，大鼠尾静脉一次

性注射给予 ＰＭＶ后 ０．５，１，３，６和 ２４ｈ，全血和
ＰＲＰ中血小板计数明显减少（Ｐ＜０．０１），ＰＲＰ中
血小板计数比全血中减少更明显。

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰｒｏｔｏｂｏｔｈｒｏｐｓｍｕｃｒｏｓｑｕａｍａｔｕｓｖｅｎ
ｏｍ（ＰＭＶ）ｏｎｐｌａｔｅｌｅｔｃｏｕｎｔｉｎｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄ（Ａ）ａｎｄ
ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ（Ｂ）ｏｆｒａｔｓ．ＡｓｉｎｇｌｅｄｏｓｅｏｆＰＭＶ
０．２ｍｇ·ｋｇ－１ｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｔｏｒａｔｓｂｙｔａｉｌｖｅｉｎ．Ａｆｔｅｒ０．５，１，３，６ａｎｄ
２４ｈ，ｔｈｅｐｌａｔｅｌｅｔｓｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｄｗｉｔｈｈａｅｍｏｃｙｔｏｍｅｔｅｒ．ｘ±ｓ，ｎ＝６．
Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ（０ｈ）ｇｒｏｕｐ．

２．２　ＰＭＶ对大鼠血红蛋白含量的影响
图２结果表明，ＰＭＶ体内给药３０ｍｉｎ大鼠血

浆中血红蛋白含量升高最为明显（Ｐ＜０．０１），随后
下降，６ｈ时降至正常水平。

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＭＶｏｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｉｎｒａｔ
ｐｌａｓｍａ．ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ（０ｈ）ｇｒｏｕｐ．

２．３　ＰＭＶ对大鼠血浆酶切发色底物 Ｓ２２５１活性
的影响

图３结果表明，各组血浆酶切发色底物Ｓ２２５１
的活性无显著变化。

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＭＶｏｎｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇｓｕｂｓｔｒａｔｅｓＳ２２５１
ｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ．ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ｘ±ｓ，ｎ＝３．
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２．４　ＰＭＶ对大鼠凝血功能的影响
表１结果表明，与正常对照组相比，大鼠一次性

尾静脉注射给予ＰＭＶ０．５，１和３ｈ时ＰＴ明显缩短
（Ｐ＜０．０１）；３和６ｈ时 ＴＴ明显延长（Ｐ＜０．０１）；
６和２４ｈ时ＡＰＴＴ明显延长（Ｐ＜０．０５）；ＦＩＢ无明显
变化。

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＭＶｏｎｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ（ＴＴ），ｐｒｏ
ｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ（ＰＴ），ａｃｔｉｖａｔｅｄｐａｒｔｉａｌｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ
ｔｉｍｅ（ＡＰＴＴ）ａｎｄｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ（ＦＩＢ）ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒａｔｓ

Ｔｉｍｅ／ｈ ＴＴ／ｓ　 ＰＴ／ｓ　 ＡＰＴＴ／ｓ　　 ＦＩＢ／ｇ·Ｌ－１

０ ３２．３±２．１ １７．０±１．８ ３３±９ １．１０±０．２１
０．５ ３２．８±０．７ １４．８±１．３ ３２±６ １．１１±０．２５
１ ３３．８±２．９ １４．２±０．８ ３１±９ １．１１±０．３７
３ ３７．０±１．２ １３．７±１．６ ３８±４ １．１０±０．２３
６ ４２．０±３．６ １６．２±２．２ ５０±１０ １．０５±０．３３
２４ ３４．３±１．６ １６．８±１．５ ４５±６ １．１０±０．１０

ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ（０ｈ）ｇｒｏｕｐ．

２．５　ＰＭＶ对小鼠尾部出血时间的影响
图４结果表明，与正常对照组相比，小鼠一次性

尾静脉注射给予ＰＭＶ３０ｍｉｎ尾部出血时间明显延
长（＞２３００ｓ）（Ｐ＜０．０１），１ｈ后逐渐缩短，２４ｈ仍
未恢复至正常水平（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＭＶｏｎｂｌｅｅｄｉｎｇｔｉｍｅｏｆｍｉｃｅ．ＰＭＶ
０．２８ｍｇ·ｋｇ－１ｗａｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄｔｏｍｉｃｅｂｙｔａｉｌｖｅｉｎ．Ａｆｔｅｒ０．５，
１，３，６ａｎｄ２４ｈ，ｂｌｅｅｄｉｎｇｔｉｍｅｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄ．ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ（０ｈ）ｇｒｏｕｐ．

３　讨论

据报道，ＰＭＶ中 Ｃ型凝集素［４－５］、Ｌ氨基酸氧
化酶［１０］和磷脂酶 Ａ２

［１１］等多种蛋白质组分可激活

血小板并诱导其聚集。激活的血小板随后被机体清

除，导致血小板计数明显下降。值得注意的是，全血

和ＰＲＰ中血小板计数存在明显差异，其原因可能是
制备ＰＲＰ过程中活化聚集的血小板在离心时被除
去所致。ＴＴ是ＦＩＢ转化为纤维蛋白的时间，ＡＰＴＴ
反映了内源性凝血系统状况。本研究结果表明，一

次性给予 ＰＭＶ可引起 ＴＴ和 ＡＰＴＴ延长，提示
ＰＭＶ影响内源性凝血途径，ＰＭＶ具有抗凝作用。

ＰＴ是反映外源性凝血系统状况的重要指标，给予
ＰＭＶ０．５，１和３ｈＰＴ缩短，推测ＰＭＶ可能会激活
Ｘ因子成为Ｘａ，从而表现为ＰＴ缩短，随着 Ｘａ因子
的消耗，ＰＴ又逐渐恢复正常水平。文献报道，ＰＭＶ
中含有不同的纤溶酶［３，６－７］，在体外具有明显的纤溶

活性。本研究结果表明，大鼠抗凝血浆中 ＦＩＢ含量
基本无变化，且抗凝血浆酶切底物Ｓ２２５１的活性也
无显著变化。发色底物Ｓ２２５１是一种人工合成的小
肽，可以检测样品中纤溶活性或纤溶酶原激活剂。综

合以上两方面的实验结果提示，在本研究的给药剂量

下，ＰＭＶ在体内无明显的纤溶活性。小鼠尾部出血
时间主要反映了血小板的聚集功能。给予ＰＭＶ后引
起小鼠尾部出血时间极显著延长，推测出血时间极显

著延长可能是血小板减少和凝血功能丧失综合作用

的结果。

本研究发现，大鼠注射ＰＭＶ后约１５ｍｉｎ出现血
尿现象，３ｈ后血尿逐渐消失；注射ＰＭＶ０．５ｈ时血
红蛋白水平显著上升，３ｈ后逐渐恢复正常。据报道，
原矛头蝮蛇伤会出现血尿等临床表现［１］，本研究结果

与其一致。推测注射ＰＭＶ后引起的溶血作用很可能
是由ＰＭＶ中Ｌ氨基酸氧化酶和磷脂酶Ａ２等毒性成
分破坏红细胞膜所造成的。上述结果提示，ＰＭＶ的
毒性作用还可能表现在其引起溶血后影响机体携氧

能力等方面。

　　综上所述，一次性给予 ＰＭＶ可引起大鼠全血
和ＰＲＰ中血小板计数下降、ＴＴ和ＡＰＴＴ延长、血红
蛋白含量升高以及小鼠尾部出血时间明显延长，表

现出显著的抗凝作用。
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ＰＭＶｗａｓ（２３４１±７４２）ｓａｔ３０ｍｉｎｐｏｉｎｔ，ｌｏｎｇｅｒｔｈａｎ（８１±１１）ｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１），ｂｕｔｗａｓ
ｓｈｏｒｔｅｎｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙａｔ１ｈｐｏｉｎｔ（Ｐ＜０．０１）ａｎｄｄｉｄｎ′ｔｒｅｔｕｒｎｔｏｎｏｒｍａｌａｔ２４ｈｐｏｉｎｔ（Ｐ＜０．０５）．ＣＯＮ
ＣＬＵＳＩＯＮ　ＰＭＶｐｏｓｓｅｓｓｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｐｒｏｔｏｂｏｔｈｒｏｐｓｍｕｃｒｏｓｑｕａｍａｔｕｓｖｅｎｏｍ；ｐｌａｔｅｌｅｔｓ；ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎ
　
　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２６０４９４）；ａｎｄＫｅｙ
ＰｒｏｇｒａｍｆｏｒＳｏｃｉａｌＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｅ〔ＱＫＨＳＹ（２０１０）３０５０〕
　　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳＵＮＱｉａｎｙｕｎ，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｑｙ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ，Ｔｅｌ：（０８５１）３８０５０９５

（收稿日期：２０１３０３０５　接受日期：２０１３０７０８）
（本文编辑：齐春会）
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