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　 　 【摘要】 　 目的　 研究中华眼镜蛇毒对大鼠凝血功能的影响ꎮ 方法　 体外实验采用中华眼镜蛇毒及其分离峰

与大鼠全血孵育ꎬ测定血栓弹力图ꎻ体内采用尾静脉或肌肉注射眼镜蛇毒ꎬ取不同时间点全血测定血栓弹力图ꎻ取
体内外实验分离的血浆测定 ＬＤＨ 活力、血红蛋白、ｖＷＦ、Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 含量并采用酶切发色底物法测定凝血相关酶活

性ꎮ 结果　 体内外实验结果表明ꎬ眼镜蛇毒及其部分分离峰可明显引起大鼠凝血功能的异常ꎬ表现为凝血因子减

少、纤维蛋白原水平低下、血小板功能减弱ꎻ同时大鼠血浆血红蛋白含量及 ＬＤＨ 活力显著升高ꎮ 体外实验中眼镜

蛇毒及其部分分离峰可显著下调酶切凝血酶及纤溶酶底物活性ꎮ 体内实验中肌肉注射后血浆中 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 含量

０􀆰 ５ ｈ 时显著升高ꎬ酶切凝血因子Ⅹａ 底物活性 ６ ｈ 内显著上调ꎻ尾静脉注射后血浆酶切凝血酶底物活性 ２ ｈ 内显著

上调ꎬ６ ｈ 内 ｖＷＦ 含量明显升高ꎮ 结论　 中华眼镜蛇毒能明显引起大鼠凝血功能的异常ꎬ其作用主要与激活凝血

系统导致凝血因子消耗、纤维蛋白原减少以及血小板消耗等有关ꎮ
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　 　 蛇伤是危害劳动者生命健康的全球公共卫生

问题ꎬ根据世界卫生组织报道ꎬ每年毒蛇咬伤多达

２７０ 万人ꎬ其中眼镜蛇伤较为普遍[１]ꎮ 在我国ꎬ眼镜

蛇伤的发病率居蛇伤的第二位(１６􀆰 ６８％)ꎬ病死率

为 １􀆰 ６％ꎬ其临床表现主要有局部水肿ꎬ坏死ꎬ麻痹ꎬ
运动障碍等[２－３]ꎮ 临床眼镜蛇伤患者中有的表现出

凝血功能的异常[４]ꎬ而有的患者没有表现出凝血功

能的异常[５]ꎬ由于临床蛇伤的复杂性ꎬ对于凝血功

能的异常是否是眼镜蛇伤的必然结果并没有明确

的结论ꎬ迄今关于眼镜蛇毒对凝血功能的影响研究

较少ꎬ且早期研究大多采用血浆测定凝血 ４ 项[６－７]ꎬ
测定过程无血细胞参与ꎬ无法完全反映凝血变化过

程ꎬ因此有必要进一步开展眼镜蛇毒对凝血功能的

影响研究ꎮ 本研究基于全血凝血功能测定的方法ꎬ
进行眼镜蛇毒对大鼠凝血功能的影响ꎬ以期为临床

救治及相关新药研究提供科学参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

８０ 只 ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ体重 １８０ ~
２００ ｇꎬ购于北京华阜康生物科技股份有限公司

【ＳＣＸＫ(京)２０１９－０００８】ꎮ ＳＰＦ 级饲料购于北京华

阜康生物科技股份有限 公 司 【 京 饲 证 ( ２０１９ )
０６０７６】ꎬ饲养环境:相对湿度 ４０％ ~ ７０％ꎬ温度控制

在 ２２ ~ ２５℃ꎬ饲养期间各组大鼠自由饮水ꎬ饲养于

贵州医科大学天然产物化学重点实验室 【 ＳＹＸＫ
(黔)２０１８－０００１】ꎮ 实验动物方案经贵州医科大学

实验动 物 伦 理 委 员 会 审 查 通 过 ( 审 批 号: Ｎｏ.
２１０１０８２)ꎬ动物福利均符合相关实验动物管理

条例ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

中华眼镜蛇毒(Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ)冻干粉(贵州

省中国科学院天然产物化学重点实验室)ꎬ蛋白分

离介质 ＳＰ Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ (ＧＥ Ｈｅａｔｈｃａｒｅ 公司ꎬ美
国)ꎬ血栓弹力图试剂盒普通杯(北京乐普生物科技

有限公司ꎬ中国)ꎬ乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)试剂盒(南京

建成生物工程研究所有限公司ꎬ中国)ꎬｖＷＦ 以及

Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 试剂盒 (武汉基因美科技有限公司ꎬ中
国)ꎻ纤维蛋白原( ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎꎬＦＩＢ)试剂盒(上海太

阳生物技术有限公司ꎬ中国)ꎬ纤溶酶底物 Ｓ２２５１、凝
血因子Ⅹａ 底物 Ｓ２７６５、凝血酶底物 Ｓ２２３８、组织型

纤溶酶原激活剂底物 Ｓ２２８８、血浆激肽酶底物底物

Ｓ２３０２(上海船夫生物技术有限公司ꎬ中国)ꎬ其他所

用试剂均为国产分析纯ꎬ符合实验要求ꎮ
ＣＦＭＳ ＬＥＰＵ￣８８００ 血栓弹力图仪(北京乐普生

物科技有限公司ꎬ中国)ꎬＳｐｅｃｔｒａ ＭＡＸ￣１９０ 连续波长

酶标仪(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司ꎬ美国)ꎬＭｉｌｌｉ Ｑ 超纯

水系统(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎬ美国)ꎬ５８１０Ｒ 冷冻离心机

(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎬ德国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 眼镜蛇毒及其分离峰制备

称取 ０􀆰 １ ｇ 眼镜蛇蛇毒冻干粉溶于 １ ｍＬ ＰＢＳ
缓冲液ꎬ３０００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清分装冻存ꎮ

经 ＳＰ Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 柱分离眼镜蛇毒ꎬ参照文

献[８]收集样品ꎬ编号为 ＦⅠ~ ＦⅦꎮ 测定 ＯＤ 值后换

算成蛋白含量ꎬ再使用含 ０􀆰 １５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的醋酸钠

缓冲液稀释成所需要的浓度后分装冻存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物样本采集

(１)体外实验:１０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠适应

性喂养 ３ ｄ 后禁食 １２ ｈꎬ腹腔注射 １０ ｍｇ / ｍＬ 戊巴比

妥钠麻醉ꎬ经腹主动脉取血ꎬ枸橼酸钠抗凝管中混

匀ꎬ每两只混合后共制备 ６０ ｍＬ 全血ꎬ一共 ５ 批全血

供实验使用ꎮ 取眼镜蛇蛇毒、ＦⅠ~ ＦⅦ分离峰不同

浓度 ５０ μＬ 加入至 １ ｍＬ 大鼠全血中ꎬ以 ＰＢＳ 为对

照ꎬ混匀ꎬ３７℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ取 ３４０ μＬ 血样测定血栓

弹力图ꎬ其余血样 ３０００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清分

装冻存ꎮ
实验设置眼镜蛇蛇毒高、中、低剂量组为 １２５、

１２􀆰 ５、１􀆰 ２５ μｇ / ｍＬꎻＦⅠ ~ ＦⅦ为 ２５ μｇ / ｍＬꎻＦＩ 高、
中、低剂量组为 ２５、２􀆰 ５、０􀆰 ８ μｇ / ｍＬꎻＦⅥ高、中、低剂

量组为 ５０、２５、１２􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎮ 上述浓度均为终浓度ꎮ
(２)体内实验:７０ 只 ＳＤ 大鼠适应性喂养 ３ ｄꎬ

随机分为肌肉注射组、尾静脉注射组和 ＰＢＳ 对照

组ꎬ每组 ６ ~ ９ 只不等ꎬ分别将眼镜蛇毒 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ
一次性尾静脉注射和 １ ｍｇ / ｋｇ 一次性肌肉注射至大
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鼠体内ꎬ于注射后 ０􀆰 ５、１、２、６ ｈ 取血ꎬ将血样混匀后

取 ３４０ μＬ 血样进行血栓弹力图测定ꎬ其余血样

３０００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清分装冻存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 血栓弹力图(ＴＥＧ)测定

血栓弹力图普通杯测试试剂盒恢复至室温ꎬ血
栓弹力图仪升温至 ３７℃ꎬ取全血血样 １ ｍＬ 与试剂 １
混合ꎬ颠倒 ４ ~ ５ 次后静置 ４ ｍｉｎꎬ取 ３４０ μＬ 血样加

入普通杯杯槽中ꎬ加入 ２０ μＬ 试剂 ２ꎬ测定血栓弹

力图ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＬＤＨ 活性测定

取体内或体外制备的大鼠血浆按照酶活测定

方法测定 ＬＤＨ 活性ꎮ
按式(１)计算 ＬＤＨ 活性(Ｕ / Ｌ):

ＬＤＨ 活性 ＝
测定 ＯＤ４５０ － 对照 ＯＤ４５０

标准 ＯＤ４５０ － 空白 ＯＤ４５０

× ０􀆰 ２ × １０００(１)

１􀆰 ２􀆰 ５　 血浆血红蛋白含量测定

表 １　 ＦⅠ~ ＦⅦ血栓弹力图测定结果(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＥＧ ｏｆ ＦⅠ~ ＦⅦ(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

凝血因子激活时间(ｍｉｎ)
Ｒ(ｍｉｎ)

血块形成速率(ｍｉｎ)
Ｋ(ｍｉｎ)

血凝速率(°)
Ａｎｇｌｅ(°)

最大振幅(ｍｍ)
ＭＡ(ｍｍ)

综合凝血指数
ＣＩ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 ００ ７９􀆰 ４７ ± ０􀆰 ８０ ７５􀆰 １０ ± ３􀆰 ０５ ６􀆰 ００ ± ０􀆰 ３６
ＦⅠ ３０􀆰 １３ ± ２􀆰 １５∗∗ － － － －
ＦⅡ ２􀆰 ０３ ± ０􀆰 ２１ １􀆰 ０７ ± ０􀆰 ３８ ７５􀆰 ９３ ± ５􀆰 ５７ ７０􀆰 ０３ ± ３􀆰 ９９ ４􀆰 ８０ ± １􀆰 ０４
ＦⅢ ２􀆰 ２７ ± ０􀆰 ５０ １􀆰 １０ ± ０􀆰 ３０ ７５􀆰 ０３ ± ３􀆰 ７５ ７０􀆰 ４０ ± ３􀆰 ７０ ４􀆰 ６０ ± ０􀆰 ７０∗

ＦⅣ ３􀆰 ５７ ± １􀆰 １０ １􀆰 ３０ ± ０􀆰 ３６ ７１􀆰 ６３ ± ４􀆰 ４４∗ ６９􀆰 ２７ ± ４􀆰 ２０ ３􀆰 ２７ ± ０􀆰 ７８∗∗

ＦⅤ ３􀆰 ２３ ± ０􀆰 ８１ １􀆰 １０ ± ０􀆰 １７ ７３􀆰 ９０ ± １􀆰 ９５∗∗ ６９􀆰 ９７ ± ２􀆰 ９７ ３􀆰 ８３ ± ０􀆰 ５５∗∗

ＦⅥ ３􀆰 ５７ ± ０􀆰 ６８∗ １􀆰 ６３ ± ０􀆰 ４２ ６５􀆰 ４０ ± ４􀆰 ０３∗∗ ６７􀆰 １７ ± ２􀆰 ０６∗ ２􀆰 ４７ ± ０􀆰 ９５∗∗

ＦⅦ ２􀆰 ６７ ± ０􀆰 ４２∗ ０􀆰 ８７ ± ０􀆰 １２ ７６􀆰 ５７ ± ３􀆰 ２７ ７３􀆰 ０３ ± ２􀆰 ６８ ４􀆰 ８３ ± ０􀆰 ３２∗

注:与空白组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ (下表同)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ)

　 　 取体内或体外制备的血浆用 ＰＢＳ 稀释 １０ 倍后

取 ２００ μＬ 加入 ９６ 孔板ꎬ于 ４１２ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ
以 Ａ４１２ ｎｍ 值表示血红蛋白含量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 酶切发色底物活性测定

参照文献[９]ꎬ取体内或体外制备的血浆采用单

一时间点法和酶动力学方法测定酶切纤溶酶底物

Ｓ２２５１、凝血因子Ⅹａ 底物 Ｓ２７６５、凝血酶底物 Ｓ２２３８、
组织型纤溶酶原激活剂底物 Ｓ２２８８、血浆激肽酶底

物 Ｓ２３０２ 活 性ꎬ 以 １ ｍｇ / ｍＬ 原 矛 头 蝮 蛇 毒

(Ｐｒｏｔｏｂｏｔｈｒｏｐｓ ｍｕｃｒｏｓｑｕａｍａｔｕｓ ｖｅｎｏｍꎬＰＭＶ)为阳性

对照ꎬＰＢＳ 为阴性对照ꎬ取血浆 ２０ μＬ 或 ４０ μＬ、相
关底物 ４０ μＬ 或 ２０ μＬ、ＰＢＳ ４０ μＬꎬ总体系为 １００
μＬꎬ混匀后 ３７℃恒温避光孵育ꎬ设置孵育时间 ４ 或

６ ｈ、间隔检测时间 １５ 或 ３０ ｍｉｎ 测定 Ａ４０５ ｎｍꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＦＩＢ、Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ、ｖＷＦ 含量

取制备的血浆采用 ＥＬＩＳＡ 法测定 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ、

ｖＷＦ 含量ꎬ采用凝固法测定 ＦＩＢ 含量ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据以平均值 ± 标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎮ 采

用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 表示差

异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 眼镜蛇毒分离峰的制备

眼镜蛇毒经 ＳＰ Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 分离后获得 ７ 个

主要分离峰(图 １)ꎮ 命名为 ＦⅠ~ ＦⅦꎮ

图 １　 眼镜蛇毒 ＳＰ￣Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 层析图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｏｎ￣ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ
ｏｎ ａ ＳＰ￣Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ ｃｏｌｕｍｎ

２􀆰 ２　 体外实验结果

２􀆰 ２􀆰 １　 血栓弹力图结果

表 １ 显示ꎬ与空白组相比ꎬＦⅠ、ＦⅥ、ＦⅦ分离峰

能显著延长 Ｒ 值(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ提示凝血因子性低

凝ꎮ ＦⅣ、ＦⅤ、ＦⅥ分离峰显著减小 Ａｎｇｌｅ 值(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ表明纤维蛋白原功能性低凝ꎮ ＦⅢ、ＦⅣ、
ＦⅤ、ＦⅥ、ＦⅦ分离峰 ＣＩ 值显著减小(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ提
示血液处于低凝状态ꎮ

表 ２ 可知ꎬ与空白组相比 ＦⅠ(２５、２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)
及 ＦⅥ(５０ μｇ / ｍＬ)均延长 Ｒ 值(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 除 ＦⅠ
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(２５ μｇ / ｍＬ)ꎬＦⅠ、ＦⅥ其余各浓度均增大 Ｋ 值(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ减小 Ａｎｇｌｅ 值(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ提示纤维蛋白原

功能性低凝ꎮ ＦⅥ(５０、２５ μｇ / ｍＬ) 减小 ＭＡ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ提示血小板性低凝ꎮ ＦⅠ、ＦⅥ各浓度均降低

ＣＩ 值(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
表 ３ 显示ꎬ眼镜蛇毒(１２５、１２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)延长 Ｒ

值( Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ ３ 个浓度均降低 Ａｎｇｌｅ 值 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ降低 ＣＩ 值(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ且浓度越大ꎬＣＩ 值

越小ꎮ
图 ２ 可知眼镜蛇毒 １２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、ＦⅠ ２􀆰 ５ μｇ /

ｍＬ、ＦⅥ ２５ μｇ / ｍＬ 浓度下血栓弹力图与对照组相比

均产生明显变化ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＬＤＨ 结果

图 ３ 显示ꎬ与空白组相比ꎬ眼镜蛇蛇毒(１２５、
１２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)、ＦⅠ (２５、２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)、ＦⅣ及 ＦⅦ分离

峰孵育后血浆显著增高 ＬＤＨ 活力(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ

表 ２　 ＦⅠ和ＦⅥ血栓弹力图测定结果(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＥＧ ｏｆ ＦⅠ ａｎｄ ＦⅥ(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

凝血因子激活时间(ｍｉｎ)
Ｒ(ｍｉｎ)

血块形成速率(ｍｉｎ)
Ｋ(ｍｉｎ)

血凝速率(°)
Ａｎｇｌｅ(°)

最大振幅(ｍｍ)
ＭＡ(ｍｍ)

综合凝血指数
ＣＩ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０６　 ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 ００　 ７９􀆰 ４７ ± ０􀆰 ８　 ７５􀆰 １０ ± ３􀆰 ０５ ６􀆰 ００ ± ０􀆰 ３６　

ＦⅠ

２５􀆰 ０ ３０􀆰 １３ ± ２􀆰 １５∗∗ －　 － － －　
２􀆰 ５ ２􀆰 ８０ ± ０􀆰 ２６∗∗ １􀆰 ７３ ± ０􀆰 ２１∗ ６６􀆰 ６７ ± ２􀆰 ７４∗∗ ６４􀆰 ７７ ± ６􀆰 ３８ ２􀆰 ７０ ± ０􀆰 ９５∗∗

０􀆰 ８ ３􀆰 ２０ ± ０􀆰 ９５ １􀆰 ４３ ± ０􀆰 ２１∗ ７０􀆰 ４３ ± ２􀆰 １９∗∗ ６８􀆰 ７７ ± ２􀆰 １１∗ ３􀆰 ３３ ± ０􀆰 ５０∗∗

ＦⅥ

５０􀆰 ０ ３􀆰 ０７ ± ０􀆰 １５∗∗ １􀆰 ７０ ± ０􀆰 １０∗∗ ６６􀆰 ６７ ± ２􀆰 ２０∗∗ ６０􀆰 ４３ ± ６􀆰 １６∗ ２􀆰 ０３ ± ０􀆰 ９１∗∗

２５􀆰 ０ ３􀆰 ０７ ± ０􀆰 ６４ １􀆰 ３７ ± ０􀆰 １２∗ ６８􀆰 ６０ ± ３􀆰 ３９∗∗ ６７􀆰 １０ ± ２􀆰 １７∗ ３􀆰 １０ ± ０􀆰 ２６∗∗

１２􀆰 ５ ２􀆰 ２７ ± ０􀆰 ３２ １􀆰 ３７ ± ０􀆰 １５∗ ７０􀆰 ９０ ± １􀆰 ０８∗∗ ６７􀆰 ５３ ± ８􀆰 ５１ ３􀆰 ８３ ± ０􀆰 ９２∗

表 ３　 眼镜蛇毒不同浓度血栓弹力图测定结果(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＥＧ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

凝血因子激活时间(ｍｉｎ)
Ｒ(ｍｉｎ)

血块形成速率(ｍｉｎ)
Ｋ(ｍｉｎ)

血凝速率(°)
Ａｎｇｌｅ(°)

最大振幅(ｍｍ)
ＭＡ(ｍｍ)

综合凝血指数
ＣＩ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０６　 ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 ００　 ７９􀆰 ４７ ± ０􀆰 ８０　 ７５􀆰 １０ ± ３􀆰 ０５　 ６􀆰 ００ ± ０􀆰 ３６　

眼镜蛇毒
Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ

１２５􀆰 ００ ６􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０６∗∗ ２􀆰 ４０ ± ０􀆰 ４４∗ ５９􀆰 ８７ ± ５􀆰 ２０∗ ６３􀆰 ０３ ± ５􀆰 ４５∗ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ４０∗∗

１２􀆰 ５０ ３􀆰 ６３ ± ０􀆰 ２９∗∗ １􀆰 ６０ ± ０􀆰 ６０ ６５􀆰 ２３ ± ２􀆰 ９８∗∗ ７１􀆰 ４０ ± ３􀆰 ９１ ２􀆰 ９３ ± ０􀆰 ７２∗∗

１􀆰 ２５ ２􀆰 ８０ ± ０􀆰 ００ １􀆰 １３ ± ０􀆰 ０６∗∗ ７４􀆰 ３０ ± ０􀆰 ７２∗∗ ６９􀆰 ５０ ± ０􀆰 ８５∗ ４􀆰 １０ ± ０􀆰 １０∗∗

注:Ａ:对照ꎻＢ:眼镜蛇毒 １２􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎻＣ:ＦⅠ ２􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎻＤ:ＦⅥ ２５ μｇ / ｍＬ

图 ２　 体外孵育后大鼠全血血栓弹力图变化

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｂ. Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ １２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ. Ｃ. ＦⅠ ２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ. Ｄ. ＦⅥ ２５ μｇ / ｍＬ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ＴＥＧ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

２􀆰 ２􀆰 ３　 血红蛋白含量

图 ４ 可知眼镜蛇蛇毒 ( １２５、 １２􀆰 ５、 １􀆰 ２５ μｇ /
ｍＬ)、ＦⅠ(２５、２􀆰 ５、０􀆰 ８ μｇ / ｍＬ)、ＦⅡ、ＦⅣ、ＦⅥ(５０、
２５、１２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)及 ＦⅦ分离峰血红蛋白含量显著升

高(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４　 酶切发色底物活性测定结果

由图 ５Ａ、５Ｂ、５Ｃ、５Ｄ 可知与空白组相比眼镜蛇

毒(１２５、１２􀆰 ５、１􀆰 ２５ μｇ / ｍＬ) 及 ＦⅥ分离峰 (５０、２５

μｇ / ｍＬ)均下调酶切凝血酶 Ｓ２２３８ 底物活力(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ

由图 ５Ｅ、５Ｆ 可知空白组相比眼镜蛇毒(１２５、
１２􀆰 ５、１􀆰 ２５ μｇ / ｍＬ)酶切纤溶酶 Ｓ２２５１ 底物活性随

浓度增加而减小(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 图 ５Ｇ、５Ｈ、５Ｉ、５Ｊ、５Ｋ、
５Ｌ 可知 ＦⅠ、ＦⅡ、ＦⅢ、ＦⅥ(５０、２５ μｇ / ｍＬ)、ＦⅦ分离

峰酶切纤溶酶底物 Ｓ２２５１ 活性均显著上调 (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ

９１３
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注:Ａ:不同浓度眼镜蛇毒ꎻＢ:ＦⅠ~ＦⅦꎻＣ:不同浓度 ＦⅠꎻＤ:不同浓度 ＦⅥꎻ与空白相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ (下图同)

图 ３　 体外孵育后大鼠血液中 ＬＤＨ 变化(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｂ. ＦⅠ~ ＦⅦ. Ｃ. ＦⅠ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｄ. ＦⅥ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ) .

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＬＤＨ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)

注:Ａ:不同浓度眼镜蛇毒ꎻＢ:ＦⅠ~ＦⅦꎻＣ:不同浓度 ＦⅠꎻＤ:不同浓度 ＦⅥꎮ

图 ４　 体外孵育后大鼠血液中血红蛋白含量变化

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｂ. ＦⅠ~ＦⅦ. Ｃ. ＦⅠ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｆ. ＦⅥ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｒａｔ ｂｌｏｏｄ ａｆｔｅｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 体内实验结果

２􀆰 ３􀆰 １　 血栓弹力图结果

表 ４ 可知ꎬ肌肉注射组 ０􀆰 ５、２、６ ｈ 内 Ｋ 值显著

增大(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬＡｎｇｌｅ 及 ＣＩ 值 ６ ｈ 内显著减小(Ｐ
< ０􀆰 ０１)ꎬ１ ~ ６ ｈ ＭＡ 值显著减小(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ且该

注射方式 ６ ｈ 出现一定程度的纤溶亢进ꎬ与空白组

相比具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ提示低凝出血风

险增大ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ静脉注射眼镜蛇毒 １ ｈ 内 Ｋ
值显著增大(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬＡｎｇｌｅ、ＭＡ、ＣＩ 显著减小(Ｐ
< ０􀆰 ０１)ꎬ１ ｈ 达最小值ꎬ提示低凝出血风险增大ꎮ
由图 ６ 可知肌肉注射和尾静脉注射组血栓弹力图与

空白组相比均有明显变化ꎮ
表 ４　 肌肉注射组不同时间点血栓弹力图测定结果(􀭰ｘ ± ｓ)

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＥＧ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ(􀭰ｘ ± ｓ)
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ 凝血因子激活时间(ｍｉｎ)

Ｒ(ｍｉｎ)
血块形成速率(ｍｉｎ)

Ｋ(ｍｉｎ)
血凝速率(°)
Ａｎｇｌｅ(°)

最大振幅(ｍｍ)
ＭＡ(ｍｍ)

综合凝血指数
ＣＩ

纤溶速率(％)
ＬＹ３０(％)

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ １􀆰 ７８ ± ０􀆰 ５７ ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 ００ ８１􀆰 ８７ ± １􀆰 ９６ ７５􀆰 ４２ ± １􀆰 ８４ ６􀆰 １７ ± ０􀆰 ５６ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
０􀆰 ５ ｈ ７ ２􀆰 ９６ ± １􀆰 ０５∗ １􀆰 ０４ ± ０􀆰 ２１∗ ７５􀆰 ０９ ± ３􀆰 ７４∗∗ ７０􀆰 ７６ ± ４􀆰 ９７ ４􀆰 ２３ ± １􀆰 ２７∗∗ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
１ ｈ ７ ２􀆰 ４４ ± ０􀆰 ９６ １􀆰 ０３ ± ０􀆰 ２５ ７５􀆰 ７７ ± ４􀆰 １１∗∗ ６９􀆰 ７１ ± ３􀆰 ３３∗∗ ４􀆰 １５ ± １􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
２ ｈ ９ ２􀆰 ４３ ± ０􀆰 ６６ １􀆰 １４ ± ０􀆰 ３６∗ ７４􀆰 ４７ ± ５􀆰 ２８∗∗ ６７􀆰 ７８ ± ５􀆰 ４４∗∗ ４􀆰 １３ ± １􀆰 ４６∗∗ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
６ ｈ ６ ２􀆰 ５０ ± ０􀆰 ４３∗ ０􀆰 ９５ ± ０􀆰 １４∗ ７６􀆰 ７８ ± １􀆰 ７５∗∗ ６９􀆰 ６８ ± ４􀆰 ００∗∗ ４􀆰 ５８ ± ０􀆰 ４６∗∗ ８􀆰 ６５ ± ８􀆰 ０１∗∗

表 ５　 尾静脉注射组不同时间点血栓弹力图测定结果(􀭰ｘ ± ｓ)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＥＧ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ(􀭰ｘ ± ｓ)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ 凝血因子激活时间(ｍｉｎ)

Ｒ(ｍｉｎ)
血块形成速率(ｍｉｎ)

Ｋ(ｍｉｎ)
血凝速率(°)
Ａｎｇｌｅ(°)

最大振幅(ｍｍ)
ＭＡ(ｍｍ)

综合凝血指数
ＣＩ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ２􀆰 ２７ ± ０􀆰 ４９ ０􀆰 ８５ ± ０􀆰 １２ ７９􀆰 ８２ ± ２􀆰 ６５ ７４􀆰 ４８ ± ２􀆰 ０７ ５􀆰 ５８ ± ０􀆰 ７４
０􀆰 ５ ｈ ８ ３􀆰 １６ ± １􀆰 １３ １􀆰 ２８ ± ０􀆰 ４３∗ ７２􀆰 １８ ± ５􀆰 ９１∗ ６６􀆰 ９３ ± ３􀆰 ８０∗∗ ３􀆰 ５０ ± １􀆰 ４６∗∗

１ ｈ ８ ３􀆰 ３６ ± １􀆰 ０６∗ １􀆰 ２９ ± ０􀆰 ４４∗ ７１􀆰 ９４ ± ５􀆰 ８９∗∗ ６５􀆰 ７１ ± ４􀆰 ６９∗∗ ３􀆰 ０６ ± １􀆰 ６８∗∗

２ ｈ ７ ３􀆰 ２４ ± １􀆰 ２９ ０􀆰 ９９ ± ０􀆰 ３８ ７５􀆰 ６０ ± ５􀆰 ２０ ７０􀆰 ７３ ± ５􀆰 ０７ ４􀆰 １１ ± １􀆰 ９０
６ ｈ ６ ２􀆰 ５５ ± ０􀆰 ３４ ０􀆰 ８７ ± ０􀆰 １６ ７８􀆰 ５０ ± ２􀆰 ８９ ６９􀆰 ９５ ± ４􀆰 ６５ ４􀆰 ７３ ± ０􀆰 ６８

０２３
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注:ＡꎬＢ:不同浓度眼镜蛇毒酶切 Ｓ２２３８ 底物酶动力学曲线及酶活力变化ꎻＣꎬＤ:不同浓度 ＦⅥ酶切 Ｓ２２３８ 底物酶动力学曲线及酶活力变化ꎻ
ＥꎬＦ:不同浓度眼镜蛇毒酶切 Ｓ２２５１ 底物酶动力学曲线及酶活力变化ꎻＧꎬＨ:不同浓度 ＦⅠ酶切 Ｓ２２５１ 底物酶动力学曲线及酶活力变化ꎻＩꎬＪ:
不同浓度 ＦⅥ酶切 Ｓ２２５１ 底物酶动力学曲线及酶活力变化ꎻＫꎬＬ:ＦⅠ~ ＦⅦ酶切 Ｓ２２５１ 底物酶动力学曲线及酶活力变化

图 ５　 体外孵育后血浆酶切 Ｓ２２３８ 和 Ｓ２２５１ 底物酶动力学曲线及酶活力变化(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｂ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｃꎬ Ｄ.
Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ｏｆ ＦⅥ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｅꎬ Ｆ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ
ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２５１ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｇꎬ Ｈ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２５１ ｏｆ ＦⅠ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｉꎬ Ｊ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ
Ｓ２２５１ ｏｆ ＦⅥ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｋꎬ Ｌ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２５１ ｏｆ ＦⅠ~ ＦⅦ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ａｎｄ Ｓ２２５１ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
ｉｎ ｖｉｔｒｏ(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)

１２３
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注:Ａ:肌肉注射对照组ꎻＢ:肌肉注射 ２ ｈꎻＣ:尾静脉注射对照组ꎻＤ:尾静脉注射 １ ｈꎮ

图 ６　 注射眼镜蛇毒后大鼠血栓弹力图变化

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｂ. Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ２ ｈ. Ｃ. Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｄ. Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ １ ｈ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＴＥＧ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｒａｔｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 ＬＤＨ 结果

由图 ７ 可知与空白组对比ꎬ两种注射方式 ６ ｈ
内 ＬＤＨ 活力显著增高(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ３　 血浆血红蛋白含量

由图 ８ 可知ꎬ与空白组相比ꎬ肌肉注射组 １、
６ ｈ 时血红蛋白含量显著增高( Ｐ < ０􀆰 ０５) ꎬ静脉

注射组 ２ ｈ 内 血 红 蛋 白 含 量 显 著 增 高 ( Ｐ <
０􀆰 ０１) ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ４　 ＦＩＢ 测定结果

由图 ９ 知尾静脉注射组 ＦＩＢ 含量在 １ ｈ 和 ６ ｈ
时与空白组相比存在显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ肌肉

注射组各时间点 ＦＩＢ 含量均有一定降低ꎬ但无统计

学意义(数据未列出)ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ５　 酶切发色底物活性实验结果

由图 １０Ａꎬ１０Ｂ 可知尾静脉注射组在 ２ ｈ 内酶切

凝血酶底物 Ｓ２２３８ 活性与空白组相比产生显著性差

异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 由图 １０Ｃꎬ１０Ｄ 可知肌肉注射组 ６ ｈ
内酶切凝血因子Ⅹａ 底物 Ｓ２７６５ 活性与空白组比较

具有显著性差异 (Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 酶切纤溶酶底物

Ｓ２２５１、血浆激肽酶底物 Ｓ２３０２ 及组织型纤溶酶原激

活剂底物 Ｓ２２８８ 活性与空白组相比无显著性差异

(数据未列出)ꎮ

图 ７　 大鼠注射眼镜蛇毒后不同时间点 ＬＤＨ 变化

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＬＤＨ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｒａｔｓ

图 ８　 大鼠注射眼镜蛇毒后不同时间点血红蛋白含量变化

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｒａｔｓ

２２３
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图 ９　 尾静脉注射眼镜蛇毒后不同时间点 ＦＩＢ 变化

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＦＩＢ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ

２􀆰 ３􀆰 ６　 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 测定结果

由图 １１ 可知ꎬ肌肉注射眼镜蛇毒 ０􀆰 ５ ｈ 时

Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 含量显著增高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 静脉注射 ０􀆰 ５
ｈ时 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 有上调但无统计学意义(数据未列

出)ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ７　 ｖＷＦ 测定结果

由图 １２ 可见ꎬ尾静脉注射眼镜蛇毒后 ６ ｈ 内

ｖＷＦ 含量显著增高(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ１ ｈ 时变化最为明

显ꎮ 肌肉注射组有一定升高但无统计学意义(数据

未列出)ꎮ

注:ＡꎬＣ:酶切 Ｓ２２３８ 及 Ｓ２７６５ 底物动力学曲线变化ꎻＢꎬＤ:酶切 Ｓ２２３８ 及 Ｓ２７６５ 底物活力变化ꎮ

图 １０　 注射眼镜蛇毒后大鼠血浆酶切 Ｓ２２３８ 和 Ｓ２７６５ 底物动力学曲线及酶活力变化

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ａｎｄ Ｓ２７６５. Ｂꎬ Ｄ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ａｎｄ Ｓ２７６５.

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ａｎｄ Ｓ２７６５ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ
ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｏｆ ｒａｔｓ

图 １１　 肌肉注射眼镜蛇毒后大鼠血液中 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 变化

Ｆｉｇｕｒｅ １１　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｌｏｏｄ ａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ

图 １２　 注射眼镜蛇毒后大鼠血液中 ｖＷＦ 变化

Ｆｉｇｕｒｅ １２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｖＷＦ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｌｏｏｄ ａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ

３　 讨论

临床上眼镜蛇伤病人情况复杂ꎬ部分眼镜蛇伤

病例中凝血功能障碍不明显[１０]ꎬ但少部分急危重症

眼镜蛇伤病人伴有凝血功能的异常ꎬ主要表现为活

化部分凝血活酶时间(ＡＰＴＴ)延长、凝血酶原时间

(ＰＴ) 延长、凝血酶时间 ( ＴＴ) 延长、纤维蛋白原

(ＦＩＢ)下降[１１－１２]ꎬ眼镜蛇伤是否与凝血功能障碍有

必然联系ꎬ尚未能完全确定ꎮ 目前眼镜蛇伤相关研

究多聚焦在其神经毒、细胞毒等毒素方面的影

响[１３－１４]ꎮ 关于眼镜蛇毒对凝血功能影响的基础研

究不多ꎬ从 １９７３ 年到 ２０２１ 年ꎬ在 ＣＮＫＩ、维普网、万
方数据、ＰｕｂＭｅｄ 数据库上可查询到文献较少ꎬ且早

期研究多采用血浆测定凝血四项ꎬ常规凝血四项主

要采用抗凝血浆检测 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＴＴ、ＦＩＢꎬ血浆中不

含血细胞ꎬ只检测血浆本身凝血功能ꎬ故不能完全

反应凝血变化的病理生理过程ꎮ 因此有必要从基

础研究的角度进一步认识和阐明眼镜蛇毒对凝血

功能的影响情况ꎮ 针对凝血四项的不足ꎬ血栓弹力

图可用全血监测血液凝固动态全过程ꎬ能比较好地

弥补传统凝血检测中无血细胞参与的不足ꎬ更接近

临床实际凝血变化ꎮ 基于此ꎬ本研究利用血栓弹力

３２３
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图研究和评价眼镜蛇毒对大鼠凝血功能的影响ꎬ以
便进一步认识眼镜蛇伤中凝血功能的影响ꎬ为临床

救治和新药研究提供科学参考ꎮ
研究表明眼镜蛇毒属于混合型毒素ꎬ既有血液

毒ꎬ又有神经毒ꎬ其主要功能组分有神经毒素、细胞

毒素、金属蛋白酶、眼镜蛇毒因子、氧化酶类、水解

酶类等成分[１５]ꎮ 为进一步认识眼镜蛇毒不同组分

对凝血功能的影响ꎬ本研究体外实验中采用能较好

地将眼镜蛇毒组分分开的 ＳＰ￣Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 凝胶进

行分离ꎬ得到 ７ 个分离峰ꎬ其中 ＦⅠ峰含有磷脂酶

Ａ２、Ｌ￣氨基酸氧化酶、眼镜蛇毒因子、蛇毒金属蛋白

酶[１６－１７]ꎬＦⅡ中主要含有乙酰胆碱酯酶ꎬＦⅢ中主要

含有磷酸二酯酶[１７]ꎬＦⅣ、ＦⅤ峰中富含半胱氨酸蛋

白、蛇毒金属蛋白酶及神经生长因子[１６]ꎬＦⅥ中主要

含有神经毒素[１７]ꎬＦⅦ中主要含有细胞毒素[１７]ꎮ 血

栓弹力图实验及相关活性结果表明 ＦⅠ峰孵育后全

血 Ｒ 值显著延长ꎬ血液未凝固ꎬ说明血液凝血功能

异常ꎬ这可能由于 ＦⅠ峰中磷脂酶 Ａ２、Ｌ￣氨基酸氧化

酶、蛇毒金属蛋白酶抑制血小板聚集所引起[１８－１９]ꎬ
同时血浆中血红蛋白含量显著上升ꎬＬＤＨ 活力升

高ꎬ表明细胞膜完整性遭到破坏ꎬ这可能由眼镜蛇

毒因子激活补体生成攻膜复合物、磷脂酶 Ａ２ 酶切

卵磷脂产生溶血卵磷脂等引起[２０－２１]ꎮ ＦⅣ峰综合凝

血指数 ＣＩ 显著降低ꎬ血红蛋白含量升高ꎬ提示该峰

中的金属蛋白酶可通过抑制血小板等表现出抗凝

作用ꎬ除此之外可能存在细胞毒素ꎬ造成血红蛋白

的升高ꎮ ＦⅤ、ＦⅥ峰血栓弹力图结果显示凝血因子

减少ꎬ纤维蛋白原减少ꎬ血小板功能减弱ꎬ可能是

ＦⅤ峰中某些金属蛋白酶切割直接凝血因子ꎬ水解纤

维蛋白原ꎬ抑制血小板聚集所导致[２２]ꎮ 此外 ＦⅥ、Ｆ
Ⅶ峰孵育后血浆血红蛋白含量升高ꎬ说明 ＦⅥ、ＦⅦ
组分含有细胞毒素可破坏细胞ꎬ溶解红细胞造成血

红蛋白含量升高[１７]ꎮ 酶切发色底物结果表明ꎬ随眼

镜蛇毒浓度增大ꎬ孵育处理后血浆切割凝血酶底

物、纤溶酶底物活性显著下调ꎬ这与血栓弹力图中

表现出凝血因子减少这一变化保持一致ꎮ
体内血栓弹力图实验表明眼镜蛇毒具有显著

的抗凝作用ꎬ０􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ 浓度下尾静脉注射组大鼠

及 １ ｍｇ / ｋｇ 浓度下肌肉注射组大鼠均表现出凝血因

子、纤维蛋白原减少ꎬ血小板功能的减弱ꎬ１ ｈ 内尾

静脉注射组大鼠抗凝效果略优于肌肉注射组ꎮ 大

鼠注射眼镜蛇毒后凝血因子的减少可能是凝血系

统激活导致凝血因子的消耗ꎮ 文献报导大鼠注射

眼镜蛇毒后能够延长 ＡＰＴＴ、ＰＴꎬ该结果也提示凝血

因子存在减少或缺乏[６]ꎮ 通过测定纤维蛋白原的

含量发现ꎬ尾静脉注射后大鼠血浆各时间点纤维蛋

白原均有一定的下降ꎬ这可能是体内凝血系统被激

活导致纤维蛋白原消耗也可能是纤维蛋白原被酶

切水解所致ꎮ 同时体内注射眼镜蛇毒后 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ、
ｖＷＦ 含量、血红蛋白含量及 ＬＤＨ 活力均有不同程度

的增加ꎮ Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 是内皮细胞和血小板含有的黏

附分子ꎬｖＷＦ 是内皮细胞含有的分子ꎬ二者均可作

为血小板活化和内皮细胞损伤的标志物[２３－２５]ꎮ
Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ、ｖＷＦ 含量上调提示眼镜蛇毒在体内引起

内皮细胞、血小板激活与消耗ꎬ从而在血栓弹力图

中表现为 ＭＡ 值降低ꎬ血小板功能的减弱ꎮ 同时血

浆血红蛋白含量及 ＬＤＨ 活力增高提示细胞损伤ꎬ其
原因为眼镜蛇毒中细胞毒素ꎬ磷脂酶 Ａ２ 等造成细

胞膜的破坏ꎬ进一步造成继发性凝血功能紊乱ꎮ 酶

切发色底物活性测定结果表明两种注射方式酶切

凝血酶、凝血因子Ⅹａ 底物活性均有一定上调ꎬ提示

眼镜蛇毒注射到大鼠体内后激活了凝血系统ꎬ导致

凝血因子被消耗ꎬ从而表现出凝血因子的减少ꎮ
本研究基于大鼠全血凝血功能评价ꎬ结合血管

内皮损伤等指标ꎬ通过体内体外实验展示了眼镜蛇

毒对大鼠凝血功能的影响ꎬ其作用与激活凝血系统

导致凝血因子消耗、纤维蛋白原减少、血小板消耗

等有关ꎮ 上述结果能够进一步认识眼镜蛇毒对凝

血功能毒性机理ꎬ本研究有助于为临床蛇伤防治策

略及新药研究提供参考ꎮ
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