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眼镜蛇毒因子的研究进展
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摘要 目的}介绍眼镜蛇毒因子的性质o应用现状及发展前景∀ 方法}参考国内外的文献o介绍眼镜蛇毒因子的理化性质!分子

生物学特性!免疫学作用机制及其临床应用∀ 结果与结论}眼镜蛇毒因子作为一种强效的补体抑制剂o具有突出的优点和特异

的临床应用范围o有广阔的开发前景∀
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  眼镜蛇毒因子k≤ ²¥µ¤√ ±̈²° ©¤¦·²µo≤ ∂ ƒ lo又称为眼镜

蛇抗补体蛋白k≤ ²¥µ¤¤±·¬¦²° ³̄ °̈ ±̈·¤µ¼ ³µ²·̈¬±lo是眼镜蛇

毒中的主要抗补体成分∀ 本世纪初 ƒ ¯̈ ¬± µ̈和 �²ª∏¦«¬即发

现眼镜蛇毒具有抗补体作用∀ 到 ys年代o�¨̄¶²±!� ∏̄¯̈ µ等

发现眼镜蛇毒中抗补体的主要成分是 ≤ ∂ ƒ
≈tp u ∀随后的二十

年o许多实验室用各种方法分离提纯眼镜蛇毒因子≈vp ts o其

理化性质!体内代谢动力学!分子生物学特性!免疫学作用才

逐渐被阐明∀ t||w 年 ƒµ¬·½∏ª̈ µ等还克隆得到了 ≤ ∂ ƒ 的

¦⁄�� 序列≈tt ∀ 近年来o由于 ≤ ∂ ƒ 具有长效的脱补体作用o

因此被广泛应用于基础医学的研究o具有广阔的临床应用前

景o正日益受到人们的关注∀ 本文对 ≤ ∂ ƒ 的理化性质!分子

生物学特性!免疫学作用机理!应用现状作一简要综述如下∀

1  ≤ ∂ ƒ 的理化性质

≤ ∂ ƒ 是一种带负电荷较多的球状糖蛋白分子o由 Α!Β!Χ

三个亚基通过二硫键及其它非共价键的次级键相互联接而

成∀在电子显微镜下o≤ ∂ ƒ 分子呈圆柱形o一端稍宽ktvz? tv

∼ ≅ {u? tt∼ l≈tup tv ∀ 它的分子量因各实验室提纯方法!测

定分子量的方法及眼镜蛇毒来源的不同而有所差异∀全分子

≤ ∂ ƒ 的分子量为 tvssss∗ uvssssk道尔顿o以下同lo三个亚

基的分子量分别为}Α}yysss∗ {zsss~Β}wzsss∗ zxsss~Χ}

u{sss∗ yysss≈vp ts ∀等电点k³�l为 xqu∗ yqx≈yo|otu ∀≤ ∂ ƒ 对温

度有较好的稳定性ots∗ yxε 稳定oyxε 以上迅速变性失

活≈yo|otwotx ∀

≤ ∂ ƒ 的氨基酸组成没有特殊性o含有较多的酸性氨基

酸o二级结构以 Β折叠为主o占 wzh ~Α2螺旋占 tth ≈xp zotu ∀

≤ ∂ ƒ 经碳水化合物分析发现o其糖的含量约占 uq{∗ zqwh o

其中有较多的岩藻糖o极少有唾液酸∀ Α链有 u∗ v个糖基化

位点oΒ链有一个oΧ链则没有∀寡糖链主要是双天线复合型o

末端为非还原的 Α2半乳糖残基o以 �2糖苷键与肽链上的天

冬酰胺连接o见图 t∀≤ ∂ ƒ 脱糖基化后o其二级结构无明显变

化o对其补体激活作用亦没有较大的影响∀由此推测 ≤ ∂ ƒ 的

寡糖链不是其补体激活作用所必需的o而可能与 ≤ ∂ ƒ 的热

稳定性有关≈tx∗ tz ∀

另外o∂ ²ª̈ ¯等还报道了 ≤ ∂ ƒ 其它方面的理化性质o如

沉降系数!扩散系数!消光系数!电泳迁移率等≈z ∀

2  眼镜蛇毒因子的 ¦⁄�� 序列及其延伸的初级结构

t||w 年 ƒµ¬·½¬±ª̈ µ等首先报道 ≤ ∂ ƒ 的 ¦⁄�� 序列∀

≤ ∂ ƒ 的 ° � �� 全长 x|uw核苷酸k±·loxj端前 v±·和 vj端的

||w±·不翻译o中间为) w|yu±·的开放读码框o可翻译成

tywu个氨基酸的前蛋白原o如图 u所示∀

≤ ∂ ƒ 前蛋白原的 �2端 uu个氨基酸残基为信号肽o富含

疏水性氨基酸∀信号肽后为 yuz个氨基酸残基的 Α链oΑ链有

v个�2糖苷化位点ktvtotvyot{zl∀Α链的 ≤ 端连接 w个精氨

酸残基及一个类似 ≤ v¤的 z|氨基酸残基的肽段o类 ≤ v¤肽

段的 yws位有一个糖苷化位点∀Χ链始于 ztt位氨基酸残基o

但其 ≤ 末端未确定o可能具有种间特异性∀ Χ链 ≤ 末端连接
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uz|个氨基酸残基的类 ≤ v§肽段∀ ≤ ∂ ƒ 的 Β链从 tuwu位氨

基酸起延伸 vz|个氨基酸残基o在 tvuw位有一个 �p 糖苷

化位点∀ ≤ ∂ ƒ 的前蛋白原的类 ≤ v¤o类 ≤ v§肽段在翻译后被

切除o成熟的 ≤ ∂ ƒ 中没有这两个肽段≈tt ∀

图 1 ≤ ∂ ƒ 主要的糖链结构

¬ qv±·©µ²°·«̈ xj∏±·µ¤±¶̄¤·̈§µ̈ª¬²±o¤±§||w±·©µ²°·«̈ ·«̈ vj∏±·µ¤±¶̄¤·̈§µ̈ª¬²±

­ qΧ2¦«¤¬± ¬¶¶·¬̄̄ ∏±®±²º ± ¤±§¬¶¤³³¤µ̈±·̄¼ «̈ ·̈µ²ª̈ ± ²̈∏¶

® q� ¶¶∏°¬±ª·«̈ ≤ ·̈°¬±²∏¶²©·«̈ Χ2¦«¤¬± ·² ¦²µµ̈¶³²±§·² ·«̈ ≤ ·̈µ°¬±∏¶²©·«̈ ≤ vª§²°¬± ¬± «∏°¤± ·«̈
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图 2  ≤ ∂ ƒ 的 ¦⁄�� 序列及其延伸的氨基酸序列

3  ≤ ∂ ƒ 的免疫学作用

≤ ∂ ƒ 是一个球形的糖蛋白o在 � ª
un 存在下o与 � 因子

可逆结合∀复合物 ≤ ∂ ƒ p �随即被血清中的 ⁄因子水解成两

个片段o小片段 �¤被释放出来∀ 产物 ≤ ∂ ƒp �¥是个补体激

活替代途径k� ·̄̈µ±¤·¬√¨³¤·«º ¤¼l的 ≤ vÙ≤ x转化酶o具有丝

氨酸蛋白酶活性o能水解 ≤ v的 Α链 zz位肽键k� µªp ≥ µ̈l及

≤ x的 Α链 zw位肽键k� µªp �̈ ∏lo形成 ≤ v¥!≤ x¥o释放过敏

毒素 ≤ v¤!≤ x¤∀ ≤ v¥!≤ x¥促使膜攻击复合物的形成o导致细

胞膜穿孔!细胞溶解≈tp u ∀ ≤ ∂ ƒ 的补体激活全过程如图 v所

示∀

图 3 ≤ ∂ ƒ 对补体激活替代途径的影响

  t|{v年 ∞ªª̈ µ¶·̈±等利用免疫印迹技术证实了 ≤ ∂ ƒ 的

Α链与 ≤ v的 Β链有相同的抗原决定簇o而 ≤ ∂ ƒ 的 Β!Χ链与

≤ v的抗血清无免疫交叉反应∀随后 ∂ ²ª̈ ¯等人从 ≤ ∂ ƒ 与 ≤ v

氨基酸组成!�p 末端序列!远紫外!近紫外!圆二色光谱 二

级结构!等电点及超微结构等方面进行比较分析o推测 ≤ ∂ ƒ

与 ≤ v是同一祖先蛋白分子进化而来o是 ≤ v存在的另一种选

择形式≈tu ∀比较 ≤ ∂ ƒ 与 ≤ v的 ° � �� o发现两者相似程度超

过 xsh o蛋白质水平的相似程度更超过 zsh o尤其是 uz个

半胱氨酸残基o形成硫酯键的位点o� 因子的结合位点高度

保守≈ttout ∀

另一方面o≤ ∂ ƒ 与 ≤ v 中糖的含量与类型有很大的差

异∀ ≠ ≤ ∂ ƒ 的糖含量kuq{∗ zqwh l明显高于人的 ≤ vktq

zh l∀ � ≤ ∂ ƒ 的 Α!Β链的寡糖链为高岩藻糖取代的复合型o

而人类 ≤ v的 Α!Β链的寡糖链为高甘露糖型∀ ≈ ≤ ∂ ƒ 寡糖链
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末端为 Α2半乳糖残基o而哺乳动物体内的 Α2半乳糖转移酶基

因是被抑制的≈tv∗ t| ∀

≤ ∂ ƒ 与 ≤ v的降解产物 ≤ v¥片段相似o都以 tΒ t的比

例可逆地与 � 因子结合成复合物o经 ⁄ 因子水解活化后o形

成 ≤ v转化酶o催化膜攻击复合物的形成∀

然而o≤ ∂ ƒ 与 ≤ v主要有三方面的不同}≠ ≤ ∂ ƒ p �¥比

≤ v¥p �¥更稳定∀vzε 时 ≤ ∂ ƒp �¥的半衰期为 z«o而 ≤ v¥p

�¥的半衰期只有 tqx分钟~� 与 ≤ v¥不同o≤ ∂ ƒ 有抗调节蛋

白 � !�因子的作用o因此 ≤ ∂ ƒ p �¥不易被解离o这可能是

≤ ∂ ƒ p �¥有较长半衰期的原因~≈ ≤ ∂ ƒ p �¥不仅能激活

≤ vo同时也能激活 ≤ xo而 ≤ v¥p �¥只能激活 ≤ vo对 ≤ x没有

激活作用≈t∗ uotx ∀

眼镜蛇蛇毒中除了 ≤ ∂ ƒ o还有另外两种与补体系统相互

作用的成分 ) ) 高分子眼镜蛇蛇毒因子和补体抑制剂∀高分

子量眼镜蛇毒因子k� ¬ª« ° ²̄ ¦̈∏̄¤µº ¬̈ª«·¦²¥µ¤ ©¤¦·²µ� 2

≤ ∂ ƒ l是 �¤̄ ²̄º 等分离 ≤ ∂ ƒ 时发现的o分子量大于 {ssssso

不水解血清中的 ≤ v∀ 抗补体活性为眼镜蛇毒总抗体活性的

vh o作用于补体激活途径的前几个步骤≈tp u ∀ 补体抑制剂

k≤ ²¥µ¤�±«¬¥¬·²µo≤ �lo是 ∂ ²± �¤¥̈ µ等在 t|{t年发现的o它

是一个小分子k分子量约为 uysssl!热不稳定的碱性糖蛋白∀

≤ �作用于补体影响系统的多个步骤o影响补体激活的经典途

径和替代途径≈t∗ u ∀

4  ≤ ∂ ƒ 的应用

研究发现 ≤ ∂ ƒ 的重要靶器官是肝脏~小鼠静脉注射

≤ ∂ ƒ 后o其血浆清除半衰期为 ts«~而腹腔注射后oy«血中

≤ ∂ ƒ 的含量达到最大值o血浆清除半衰期是 t{«
≈uu ∀ 由于

≤ ∂ ƒ 的性质稳定o半衰期长o因此能不断激活补体引起补体

的耗竭∀据文献报道o大鼠腹腔注射 ≤ ∂ ƒtx«后血中的 ≤ v的

含量降低至正常水平的 xh 左右~分批注射 ≤ ∂ ƒ o则在 t∗ w

天内血浆中的 ≤ v能降低至正常的 xh 以下≈t ∀豚鼠腹腔注射

≤ ∂ ƒ u天后o角膜的补体水平能降至很低o并能保持 y天≈uv ∀

随着对 ≤ ∂ ƒ 理化性质和动物体内代谢动力学的研究的

不断深入o≤ ∂ ƒ 作为一种有效的脱补体剂o越来越广泛地应

用于免疫学基础研究及临床研究∀

4q1  免疫学基础研究

zs年代o° ³̈¼¶就发现了 ≤ ∂ ƒ 能抑制大鼠体内依赖于

胸腺的抗体特别是 �ª� 组分的产生≈uw ∀t|{y年 �²··ª̈ µ等报

道 ≤ ∂ ƒ 能够抑制噬菌体 Υ≅ tzwk× 细胞依赖性抗原l在豚鼠

体内引起的体液免疫反应≈ux ∀近年来o≤ ∂ ƒ 多用于诱导补体

缺陷的动物模型≈uy o或用于处理各种患病动物模型o以研究

补体系统在疾病发病机制中的作用∀如 °¤±ª等发现 ≤ ∂ ƒ 能

抑制维生素 ⁄ 诱导的大鼠动脉硬化≈uz ~任先达等人发现

≤ ∂ ƒ 对家犬呼吸窘迫综合症具有保护作用≈u{ ∀

4q2  临床研究方面

{s年代初 ∂ ²ª̈ ¯等就报道了 ≤ ∂ ƒ 的一个相当重要应

用o即利用 ≤ ∂ ƒ 与肿瘤相关抗原的单克隆抗体共价结合o选

择性地杀伤!消灭肿瘤≈u| ∀ 迈入九十年代o≤ ∂ ƒ 2单抗结合物

的抗肿瘤作用的研究越来越广泛和深入o针对不同肿瘤的特

异性杀灭方面的研究取得了长足的进展∀ �∏«̄ 等发现 ≤ ∂ ƒ 2

单抗结合物能促进肿瘤细胞特异性地摄入抗癌胚抗原的抗

体≈vs ~不同的 ≤ ∂ ƒ 2单抗结合物对人神经母胞瘤有不同的细

胞毒性≈vt ∀ • ¤±ª等报道 ≤ ∂ ƒ 2单抗结合物对人鼻咽癌细胞

具有选择性的细胞毒作用≈vu ∀

≤ ∂ ƒ 的另一重要的临床应用研究是利用它可以抑制补

体系统o克服异种移植引起的超急排斥反应和急性血管排斥

反应o是器官异种移植临床应用中有发展潜力的新型抗排斥

药物≈vv ∀ t|{x年�± ¦̈«·̄̈ 等人在比较 ≤ ∂ ƒ !环孢霉素!全身

淋巴照射在抗超急排斥反应方面的作用时发现o在同种异体

大鼠心脏移植前o对超敏状态的大鼠进行全身淋巴照射或合

并注射环孢霉素都无法有效延长大鼠的生存期~而用 ≤ ∂ ƒ

耗竭补体o能使器官存活时间由 usqw? tyqy«k或 vxqy? yq

u«l延长至 ttwqw? vtqs«o从而推测 ≤ ∂ ƒ 能延迟超急性反应

的发生≈vw ∀ 近年来o有关这方面的研究更是如火如荼∀ ≤ ∂ ƒ

与环孢菌素联合o应用于仓鼠p 大鼠的异种心脏移植≈vy ~与

环孢菌素!�ª� ∞÷ � ≤ k¬ ±̈²µ̈¤¦·¬√¨¤±·¬¥²§¼l合用o应用于

小鼠2大鼠的异种心脏移植≈vy o单独应用于在猪p 狒狒的心

脏移植≈vz ~实验结果均表明 ≤ ∂ ƒ 能有效抑制超急排斥反应

而延长宿主的存活时间∀

5  ≤ ∂ ƒ 的研究展望

迄今为止o对 ≤ ∂ ƒ 的理化性质!代谢动力学!基因组结

构已有比较明确的认识o其作用于补体系统的机制也有了进

一步的了解∀ ≤ ∂ ƒ 在抗肿瘤与异种移植两方面的应用研究

仍然是目前研究的热点∀

随着 ≤ ∂ ƒ 研究的日益深入o其突出的优点和特异的临

床应用范围受到人们的广泛关注∀但是作为从眼镜蛇毒中提

取的蛋白有其本身的抗原性o其寡糖链的非还原性 Α2半乳糖

可导致抗 ≤ ∂ ƒ 的 Αp 半乳糖抗体的快速产生o从而减弱

≤ ∂ ƒ 的作用≈38 ~另外 ≤ ∂ ƒ 耗竭补体是全身作用o靶向性差o

也限制了其在临床的实际应用∀通过对 ≤ ∂ ƒ 结构的修饰o包

括切除末端 Αp 半乳糖基≈38 o改善其抗原性~通过各种双功

能交联剂将 ≤ ∂ ƒ 与单克隆抗体结合o增加其靶向性o同时降

低全身毒性≈40p 41 o有助于上述问题的解决o也是今后研究的

方向之一∀

总之o眼镜蛇毒因子作为一种强效的补体抑制剂o具有

广阔的应用前景o有待于进一步深入研究和开发∀
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陈清勇o男ovx岁∀ 现为浙江大学生物医学工程系博士生∀

茶多酚抗肿瘤的分子生物学研究进展

陈清勇 钱利生t 郭 勇u 郑筱祥v
k杭州 vtsstv 中国人民解放军第 ttz医院t浙江大学生物系博士生u浙江省中医院肿瘤科v浙

江大学生医系博士生导师l

  茶多酚占茶叶干重的 vsh 左右o由 vs多种酚性物质所

组成∀按其化学结构不同分为四类o主要有}tq儿茶素属黄烷

醇类∀ uq黄酮及黄酮醇类∀ vq花白素及花青素∀ wq酚酸类和

缩酚酸类∀ 绿茶多酚中的儿茶素含量最高o约占茶多酚总量

的 ys∗ {sh o红茶中主要有茶黄素和茶红素∀ 有关茶及茶多

酚抗癌作用的研究以往的报告多从化学预防的角度进行探

讨≈tqu o如抑制前体化合物形成终致癌物~一些酶的抑制干涉

化学致癌物在体内的转化过程以及茶多酚作为一种强抗氧

化剂对多种致突变物!致癌物的致突变性及致癌性的抑制∀

近年来有关茶多酚可以抑制细胞增殖o诱导细胞凋亡和阻滞

细胞周期等有较多报道≈vqwqx ∀ 本文从这方面进行综述∀

1  茶多酚诱导肿瘤细胞凋亡

细胞凋亡或称程序性细胞死亡是细胞死亡的一种形式o

是细胞在一定的环境下o由遗传基因控制的适应性反应o是

保证机体内环境稳定的重要手段∀细胞凋亡受到许多因素的

调节∀如 × �ƒ !× �ƒ 等生物活性介质都能影响细胞凋亡的发

生!发展∀凋亡细胞的主要形态学特性是胞质浓缩o细胞体积

缩小o染色质凝集o核固缩及断裂o凋亡小体的形成等∀ 近年

来的研究表明≈yqz o它在肿瘤发生!发展及抗肿瘤药物等方面

具有重要的作用o已发现许多抗癌化疗药物能诱导或强化肿

瘤细胞凋亡∀茶多酚的抗癌机理尚不十分清楚∀大多数人认

为可能与诱导细胞凋亡有关∀ 赵燕等≈{ 采用噻唑蓝k� × × l

还原法o⁄�� 凝胶以及透射电镜技术o观察了茶多酚对胃癌

细胞k� �≤ p {svl凋亡的影响∀结果表明o被 tuxΛª# ° ¯
p t茶

多酚作用 uw«后o� �≤ 细胞凝胶电泳呈现典型的 ⁄�� 条

带o透射电镜下看到凋亡小体∀ 认为茶多酚的抗癌作用与诱

导细胞凋亡有关∀ � «°¤§等≈| 用 ∞�≤�k没食子酰没食子儿

茶素l作用于 � wvt细胞后o发现肿瘤细胞被阻滞在细胞周期

的 �²2�¯期o细胞凋亡与剂量呈依赖关系∀ �¤·§¤µ̈§̈ ±等≈ts 

采用茶多酚等天然化学产物处理癌前病变的人上皮细胞

t{w) �x细胞株o结果产生细胞异常增殖的抑制和凋亡与

°xv的表达密切相关∀≤ � ∞�等≈tt 的研究表明茶多酚可通过

调节 ¦2©²¶和 ¦2°¼¦基因的表达来诱导细胞凋亡∀

≠ ¤±ª等≈tu 用 vsΛ� ∞�≤ �o∞≤ � k没食子酰儿茶素l或

茶黄素处理 � yyt细胞株系 uw«o经 ¤±± ¬̈¬±∂ 细胞凋亡分析

法测定o均可显示诱导细胞凋亡o凋亡率分别 uvh !uyh 和

{h ∀ 当浓度为 tssΛ� 时o细胞凋亡率则为 {uh ! zyh 和

z{h ∀ � yyt细胞株系与 ∞�≤� 一起培养时o可诱导 � u� u的

形成o且呈剂量效应关系∀将 � u� u加入到 � yyt细胞株系中

可产生与 ∞�≤� 处理相似的细胞凋亡现象∀在 � yyt细胞株

中o∞�≤ � 诱导的细胞凋亡现象可完全被外源添加的过氧化

氢酶kxs单位Ù° l̄所抑制∀ 表明 � u� u可能参与细胞凋亡过

程o茶多酚在活体外产生生长抑制活性与其诱导形成 � u� u

有关∀ � u� u诱导的细胞凋亡可能通过增强对转录因子激活

物k�ƒ 2��l的抑制蛋白k���l的解离o激活 �ƒ 2�� 与 ⁄��

结合活性o进一步激活 �ƒ 2�� 相关的转录因子o启动 /死亡

基因/ k如 ¦̈§2v和 ¦̈§2w的同源基因等l的表达}细胞凋亡基

因 ³xv的启动子上有 �ƒ 2�� 的结合位点o�ƒ 2�� 与 °xv基

因启动子结合激活 °xv的表达o而 ³xv蛋白对细胞周期素

k≤ ¼¦̄¬±l中的 ¦§®u的抑制蛋白基因k≤¬³̄ l有正调控作用o使

¦§®u的活性受到抑制o从而 ⁄�� 的合成不能从 � 2̄≥ 而停留

在 �¯期o抑制细胞生长o诱导细胞凋亡≈tv ∀

2  茶多酚与细胞信号

越来越多的研究表明o肿瘤的生长分化与细胞信号有

关∀ 茶多酚抗肿瘤生长的分子机制可能与阻滞信号传导有

关∀ 最近 �¬±等≈tw 认为 ∞�≤ � 抗增殖活性的分子机制是其

阻止上皮生长因子k∞�ƒ l与它的受体相结合o抑制由 ∞�ƒ

或 × °� ktu2氧2四葵酰佛波2tv2u硬l诱导的活性蛋白 tk� °2

#xzt#中国现代应用药学杂志 usst年 y月第 t{卷第 v期                 ≤«¬± �� � °ousst �∏± ö∂ ²̄ qt{ �²qv




