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东亚钳蝎粗毒蛋白质热稳定性的研究
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摘要 目的：通过蝎毒热溶解性和毒性实验，探索蝎毒蛋白稳定性与分子量间的关系。方法：对蝎毒粗毒煮沸后的可溶成分进行急

性毒力实验和 SDS-PAGE 电泳分析。结果：蝎毒粗毒加热处理组的 LD50 为 16.228mg/kg, 粗毒对照组的 LD50 为 3.66mg/kg，显示蝎

毒经加热后毒力明显降低，但仍具有一定的毒性。SDS-PAGE 结果显示，经加热处理的粗蝎毒之沉淀主要为大分子蛋白质，在可

溶成分中含有小分子肽类。结论：蝎毒的大分子蛋白质热稳定性差，而小分子多肽部分耐热性强，而且蝎毒的小分子多肽组分具

有相对稳定的毒性。
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ABSTRACT Objective: To investigate the relationship between the thermal stablility and protein molecular weight of scorpion
venom from Bathus martiensii (BMSV) by detecting the solubility and toxicity after boilling. Methods: Boiled and non-boiled BMSV
were centrifuged, and the supernatants were detected by SDS-PAGE analysis and toxicity detection. Results: Supernatant from boiled
BMSV showed higher LD50 than that from non-bioled BMSV, and most proteins with high molecular weight were preciapteted and
exhibated low toxicity. Supernatant from boiled samples maintained certain toxicity. Conclusion: The proteins with hjgh molecular
weight from BMSV had low thermal stablility while the small peptides from BMSV had high thermal stablility.
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前 言

全蝎是一味传统中药，其主要有效成分是蝎毒[1]，对人肿瘤

细胞具有显著的细胞毒作用[2]。蝎毒的主要成分蛋白质含有多

种生物活性，但因其毒副作用而使其应用受到很大限制。为降

低蝎毒的毒性并保留其功效，除对蝎毒有效成分进行纯化外，

加热法也被用于降低其毒性，以往对蝎毒的热稳定性的实验结

果存在分歧。研究显示蝎毒蛋白的某些活性组分具有耐热特点
[3]；且其耐热蛋白对人肿瘤细胞具有细胞毒作用[4，5]，也与抗癫痫

有关[6]。但另一些实验则表明，蝎毒蛋白一般不具有耐热性[7]。为
探讨蝎毒蛋白在煮沸条件下的溶解性变化，以及对小鼠毒性的

影响，本实验通过测定煮沸的蝎毒的溶解性和毒性变化，分析

蝎毒中不同分子量蛋白质的耐热性，为深入研究蝎毒的稳定性

以及推测蝎毒有效部位提供必要的实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验药材 东亚钳蝎蝎毒冷冻干粉，大连医科大学生理学

教研室惠赠；体重 25～35g 雄性昆明小鼠，由大连医科大学动

物实验中心（SPF）提供。
1.1.2 仪器及试剂 GL20A 全自动高速冷冻离心机 （湖南仪器

仪表厂离心机厂）；MV-III 型小型单垂直式电泳槽（大连竞迈生

物科技有限公司）；型号酶标仪（美国 Thermal 公司）；pH 计（意

大利 HANNA 公司）。丙烯酰胺，甲叉双丙烯酰胺，过硫酸铵，四

甲基乙二胺，2- 巯基乙醇，Tris base，十二烷基硫酸钠等（美国

Sigma 公司）。
1.2 方法

1.2.1 蝎毒毒力测定 自体重为 25～35g 的 100 只雄性昆明小

鼠中，随机取 54 只用于蝎毒剂量的确定，余之用于毒力实验。
取雄性小鼠 54 只，随机分 18 组（每组 3 只），腹腔注射给药，蝎

毒剂量从 0 mg/ml-10 mg/ml，获得 Dm（小鼠全部死亡的最低剂

量）和 Dn（小鼠全部未死亡的最高剂量）。依据上述结果，配制

不 同 浓 度 的 蝎 毒 溶 液 （0.18mg/ml，0.36mg/ml，0.72mg/ml，
0.90mg/ml，1.80mg/ml，2.70mg/ml，3.60 mg/ml，5.40 mg/ml），

每组两份，每份 3ml。取每个剂量组中的一份煮沸 1 h，12,000
rpm，离心 10min，分别保留沉淀和上清液。取雄性小鼠 45 只，

随机均分 9 组，分别取蝎毒粗毒及蝎毒粗毒煮沸 1 h 后的离心

上清液，经腹腔注射测定急性毒性。其中蝎毒粗毒的腹腔注射

剂量分为 4 个剂量组，从 1.2mg/kg 剂量开始，剂量组组距为

1.2mg/kg。加热煮沸处理分为 5 个剂量组，从 6mg/kg 剂量开
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注：粗蝎毒加热煮沸 1 h 后腹腔注射的 LD50 为 16.228 mg/kg，95%的可信区间为（8.577～25.045）。

表 2 煮沸 1 小时蝎毒上清液腹腔注射结果

Table 2 The results of BMSV supernatant boiled one hour(IP)

组别（Group）
剂量(Dose) 动物数(The number of animal) 死亡数(Death doll) 死亡率(Mortality)

（mg/kg） （只）(Number)
（阳性反应数）(The number of

positive reaction)
（阳性反应率）(The rate of

positive reaction)

1 6.00 5 0 0%

2 12.00 5 2 40%

3 18.00 5 3 60%

4 24.00 5 3 60%

5 36.00 5 5 100%

注：粗蝎毒腹腔 LD50 为 3.66 mg/kg 95%的可信区间为（1.764～5.565）。

组别（Group）

剂量(Dose) 动物数(The number of animal) 死亡数(Death doll) 死亡率(Mortality)

（mg/kg） （只）(Number)
（阳性反应数）(The number of

positive reaction)
（阳性反应率）(The rate of positive

reaction)

1 1.20 5 0 0%

2 2.40 5 1 20%

3 4.80 5 3 60%

4 6.00 5 5 100%

表 1 粗蝎毒腹腔注射结果

Table 1 The results of non-boiled BMSV(IP)

始，剂量组组距为 6 mg/kg。给药后观察小鼠中毒表现，记录小

鼠死亡数，计算每组死亡率。观察时间为 24 h。使用 SPSS
statistics V18.0 软件对实验数据进行 Bliss 法处理分析，计算

LD50
[8]。取蝎毒冻干粉 100 mg，常温下溶于 1ml 三蒸水中，在

4℃下 12，000g 离心 15min (除去蝎毒中粘稠的不溶成分)，取上

清液。将上清液加入预先用三蒸水平衡好的 Sephadex G-50 层

析柱（直径 0.8cm，长 4cm），洗脱剂为三蒸水。得到 4ml 洗脱

液。为进一步除去蝎毒中的杂质，将经过凝胶过滤预处理的蝎

毒加入透析袋中（MCO 7000 Da, 10 cm× 2 cm），在 2L 无菌去

离子水中，4℃搅拌过夜。经透析的蝎毒用低温离心浓缩仪浓缩

至 0.5ml，-20℃储存备用。分别取 40μl 预处理的蝎毒样品，煮

沸 1 h，2 h，3 h，12，000 g 离心，10 min，取沉淀和上清液，用考

马斯亮蓝法检测蛋白质浓度，以 BSA 制备标准曲线[9]。将未煮

沸的蝎毒样品、煮沸处理样品的上清液、煮沸处理样品的沉淀

悬浮液分别加入 5×上样缓冲液，煮沸、离心，取上清液，调节

蛋白质浓度，使 3 种样品的上样量相同，分别加入到 12%的

SDS-PAGE 凝胶中进行电泳。考马斯亮蓝染色、脱色、照相[10]。

2 结果

2.1 蝎毒粗毒和煮沸 1 h 蝎毒的 LD50 测定

小鼠经腹腔注射蝎毒及加热煮沸 1h 的蝎毒上清液后，早

期出现跳跃，竖尾，口鼻及眼分泌物增多，随后出现后肢强直性

麻痹，呼吸加速，昏迷而死亡。且两组均表现出随剂量的增加死

亡率增高的趋势，蝎毒粗毒的 LD50 为 3.66 mg/kg，粗蝎毒加热

煮沸 1 h 后的 LD50 为 16.228 mg/kg，提示加热对蝎毒的减毒有

良好作用。各剂量组数据见表 1，表 2。

2.2 蝎毒溶解性测定

经 凝 胶 过 滤 及 透 析 预 处 理 的 蝎 毒 蛋 白 质 浓 度 为 6.81
mg/ml。经煮沸 2 h 处理及离心后，上清液和沉淀中的蛋白质浓

度分别是 0.84 mg/ml 和 5.97 mg/ml，即分别占总蝎毒的 12.5 %
和 87.5 %。显示多数蛋白质在煮沸后转变为不溶的成分。聚丙

烯酰胺凝胶电泳结果（图 1）显示，加热后蝎毒的大分子蛋白质

的含量大幅度减少，而小分子多肽部分（电泳底部指纹状染色

区）存留在加热上清中。在加热后的沉淀中主要含有大分子量

的蛋白质。

3 讨 论

蝎毒主要由非蛋白质部分和蛋白质部分组成，而其疗效和

毒性主要决定于蛋白质部分[11]，其中蝎毒毒素中的多肽部分在

毒理、离子通道研究工具等领域已得到广泛研究[12]。小剂量的

蝎毒在抑制肿瘤、镇痛、抗癫痫及增强机体免疫力等方面有明

显作用, 但是大剂量的蝎毒会产生强烈的毒副作用[13]。1983 年

中国科学院吉永华首次从蝎毒中分离出神经毒素Ⅰ和Ⅱ[14，15]。
但蛋白质部分却因其不稳定性，而并未得到深入的分析研究。
对于蝎毒蛋白质的热稳定性研究，有助于了解蝎毒的基本物理

学特性和构效关系，也为确定蝎毒的保存条件提供实验证据。
将蝎毒的热稳定性和毒性的研究相结合，对于推测蝎毒成分中

的活性部位具有重要的参考价值和提示作用。
本实验中蝎毒粗毒经加热煮沸 1 h 后，上清液毒性变小，

其 LD50 由 粗 毒 的 3.66mg/kg 增 加 到 16.228mg/kg。结 合
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图 1 蝎毒及离心后不同组分的 SDS-PAGE 电泳

Figure 1 SDS-PAGE electrophoresis of BMSV and different centrifuged

components

SDS-PAGE 电泳结果，提示蝎毒的毒性主要来自于小分子的多

肽成分。根据本实验结果可以推测，如果蝎毒在煮沸后绝大多

数蛋白质变为沉淀，其毒性及其它生物学活性有可能主要来自

于小分子的多肽。换言之，如果蝎毒的某些生物活性在煮沸后

仍然保持，这些活性有可能来自于多肽，而不是大分子的蛋白

质。
由于蝎毒的组成复杂，生物活性多样，本实验结果提示，在

没有得到蝎毒单一成分并确定其热稳定性之前，仍然需要在较

低的温度下进行分离纯化以及功能学研究。
本实验结果还表明，经煮沸的蝎毒仍然具有某些生物学

功能，但需要采用较低的浓度以降低毒副作用[12]。因此，不同的

小分子的多肽是否各自具有药性和毒性，还是同一种多肽同时

具有药性和毒性的系列问题有必要进行深入地研究。
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