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蝮蛇毒诱导小鼠心肌损伤与血清 NT鄄proBNP 表达的相关性

李招兵,马小峰,邓立普,罗摇 刚

(南华大学附属南华医院心内科,湖南 衡阳 421002)

摘摇 要:摇 目的摇 观察蝮蛇毒诱导的小鼠心肌损伤与血清 NT鄄proBNP 表达情况,以探讨蝮蛇毒诱导心肌损伤

的机制。 摇 方法摇 96 只小鼠随机分成蝮蛇毒组和正常组,蝮蛇毒组 1. 50 mg / kg 蝮蛇毒肌注,正常组生理盐水肌

注。 肌注后 1 h、12 h、24 h、48 h 时酶联免疫吸附测定(ELISA)检测血清肌钙蛋白(cTnT)和 N 末端 B 型尿钠肽原

(NT鄄proBNP)水平,并观察心肌组织病变。 对心肌病变积分、血清 cTnT 水平与血清 NT鄄proBNP 水平行直线相关分

析。 摇 结果摇 蝮蛇毒组各时相点心肌病变积分和血清 NT鄄proBNP 表达水平高于正常组(P < 0. 05),且随时间延长

而增高(P < 0. 05);除 1 h 组外,蝮蛇毒组各时相点血清 cTnT 水平均高于正常组(P < 0. 05),且随时间延长而增高

(P < 0. 05)。 小鼠心肌病变积分与血清 NT鄄proBNP 水平呈显著正相关( r = 0. 647,P < 0. 05),血清 cTnT 水平与 NT鄄
proBNP 水平呈显著正相关( r = 0. 529,P < 0. 05)。 摇 结论摇 蝮蛇毒可致小鼠急性心肌损伤,随时间的延长心肌损伤

加重,NT鄄proBNP 水平增高。 NT鄄proBNP 的合成与释放增加可能是蝮蛇毒诱导心肌损伤的机制之一。
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Correlation Between Myocardial Injury and Serum NT鄄proBNP on
Mice Induced by Agkistrodon Halys Pallas Venom

LI Zhaobing, MA Xiaofeng, DENG Lipu,et al
(Department of Cardiology, the Nanhua Affiliated Hospital, University of South China,

Hengyang, Hunan 421002,China)

Abstract:摇 Objective摇 Observe serum NT鄄proBNP levels to explore the mechanisms by Agkistrodon snake venom鄄
mediated myocardial injury on mice. 摇 Methods 摇 The 96 mice were randomly divided into experimental and control
groups. Experimental group was delivered by intramuscular injection of 1. 50 mg / kg and control group was delivered by in鄄
tramuscular injection of saline. Serum cTnT and NT鄄proBNP were detected by ELISA and pathological changes of myocardi鄄
al were observed after 1 h, 12 h, 24 h, 48 h. Linear correlation analysis were performed in myocardial histopathologic
scores, serum cTnT and NT鄄proBNP levels. 摇 Results摇 Myocardial histopathologic scores and serum NT鄄proBNP levels at
each time point in experimental group were higher than control group(P < 0. 05), and increased with time(P < 0. 05); Be鄄
sides 1 h group, serum cTnT levels at each time point in experimental group were higher than control group(P < 0. 05),
and increased with time(P < 0. 05); myocardial histopathologic scores was significantly and positively correlated with serum
NT鄄proBNP levels ( r = 0. 647, P < 0. 05); serum cTnT levels was significantly and positively correlated with serum NT鄄
proBNP levels ( r = 0. 529, P < 0. 05). 摇 Conclusion摇 Agkistrodon snake venom can lead to acute myocardial injury of
mice. With the extension of time, the more severe myocardial injury, the higher serum NT鄄proBNP levels increased signifi鄄
cantly. Over鄄expression of NT鄄proBNP may be one of the mechanisms that agkistrodon snake venom鄄mediated myocardial
injury.
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摇 摇 在衡阳地区毒蛇咬伤主要以蝮蛇为主[1],蝮蛇

伤患者可出现休克、心绞痛、心肌梗死、心电图改变

及心肌酶学指标升高,推测蝮蛇毒素能作用于心肌

细胞膜、血管和凝血系统,导致心肌损伤。 如何防治

蝮蛇伤后心肌损伤、心力衰竭,降低其死亡率,已成

为目前研究的热点。 本课题组前期研究发现蝮蛇毒

可导致小鼠急性心肌损伤[2],本研究拟建立蝮蛇毒

致小鼠心肌损伤模型,观察其心肌病变与积分,检测

血清心肌肌钙蛋白 T (cardiac troponin T, cTnT)水
平及心肌 N 末端 B 型尿钠肽原(N鄄terminal pro鄄brain
natriuretic peptide, NT鄄proBNP)蛋白的表达,以探讨

蝮蛇毒诱导的心肌损伤与 NT鄄proBNP 表达的关系,
为临床防治蝮蛇毒诱导的急性心肌损伤提供新

思路。

1摇 材料与方法

1. 1摇 动物与材料

摇 摇 鼠龄 12 周,体重 18 依 3 g 的昆明小鼠购自南华

大学医学实验动物学部,动物处置符合 2006 年国家

科学技术部发布的《关于善待实验动物的指导性意

见》。 蝮蛇毒冻干粉剂购自广州市浙龙贸易发展有

限公司;小鼠 cTnT 酶联免疫吸附测定(ELISA)试剂

盒购自上海爱丁堡生物科技有限公司;小鼠 NT鄄
proBNP ELISA 试剂盒购自武汉伊艾博科技有限

公司。
1. 2摇 动物模型的建立

本课题组前期已经初步确定 1. 0 mg / kg 为蝮蛇

毒模型中毒剂量,而 2. 0 mg / kg 为蝮蛇毒致死剂

量[2]。 在此基础上,选取 15 只小鼠随机分成 3 组,
选取右大腿前中部分别肌注 1. 25、1. 50、1. 75 mg /
kg 蝮蛇毒剂量。 肌注后,禁食但自由饮水,24 h 后

观察小鼠中毒症状及死亡情况拟确定肌注蝮蛇毒的

最佳剂量。
1. 3摇 动物分组

96 只小鼠随机分成蝮蛇毒组和正常组,蝮蛇毒

组 1. 50 mg / kg 蝮蛇毒肌注,正常组生理盐水肌注,
肌注后 1 h、12 h、24 h、48 h 时相点的确定均以注射

完所有试剂开始计时。
1. 4摇 酶联免疫吸附测定(ELISA)

摘除小鼠眼球取血液,3 000 rpm 离心 10 min,
取上清 - 20益保存待测。 血清 cTnT 和 NT鄄ProBNP
严格按照试剂盒操作说明书进行检测,450 nm 波长

下 15 min 内用全自动酶标仪测定其吸光度值。
1. 5摇 心肌病变积分的评估

采集心肌组织,HE 染色,根据 Kishimoto 等[3]

方法评估心肌病变积分,即取 5 个高倍视野 /每张切

片,计算每个视野中炎性细胞浸润及坏死区域面积

与整个视野面积的百分比, > 75% 计 4 分,75% ~
50%计 3 分,50% ~ 25% 计 2 分, < 25% 计 1 分,无
病变计 0 分。
1. 6摇 统计学分析

采用 SPSS 15. 0 软件处理实验数据,计量资料

以 x 依 s 表示,数据分析应采用 t 检验,相关性应用直

线相关分析,P < 0. 05 为具有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 蝮蛇毒的最佳剂量

摇 摇 肌注蝮蛇毒后,1. 25、1. 50、1. 75 mg / kg 组小鼠

均出现严重中毒症状,多表现为竖毛、毛色灰暗、毛
发变得凌乱、精神萎靡、饮水减少、活动减少,其中

1. 75 mg / kg 蝮蛇毒剂量组在 6 h 时死亡小鼠 1 只,
在 12 h 时死亡小鼠 2 只,其余两组均无小鼠死亡现

象。 正常组小鼠毛色均匀有光泽,精神正常,饮水、
活动均正常,实验过程中无小鼠死亡。 按照实验的

要求,实验小鼠应在实验过程有中毒症状,但不能出

现死亡,故本实验选取 1. 50 mg / kg 作为本实验小鼠

肌注蝮蛇毒的最佳剂量。
2. 2摇 一般情况及病理学观察

蝮蛇毒组小鼠出现了严重中毒症状,12 h 后完

全表现为严重的竖毛、毛色灰暗、毛发变得凌乱、燥
动不安、精神萎靡、饮水明显减少、活动明显减少。
正常组小鼠毛色均匀有光泽,精神正常,饮水、活动

均正常,实验过程中无小鼠死亡。 病理结果显示蝮

蛇毒组心肌细胞出现变性、坏死,间质水肿及其周围

存在炎性细胞浸润;正常组心肌细胞结构较清晰,心
肌间质无水肿、出血,无炎症细胞浸润,也未见变性、
坏死(图 1)。
2. 3摇 检测指标的比较

蝮蛇毒组各时相点心肌病变积分和血清 NT鄄
proBNP 水平高于正常组(P < 0. 05),且随时间延长

而增高(P < 0. 05);除 1 h 组外,蝮蛇毒组各时相点

血清 cTnT 水平均高于正常组(P < 0. 05),且随时间

延长而增高(P < 0. 05) (表 1)。
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图 1摇 蝮蛇毒组和正常组小鼠心肌病理学改变(HE 伊400)

表 1摇 小鼠心肌病变积分、血清 NT鄄ProBNP 及 cTnT 水平的

比较

指标 时间 正常组 蝮蛇毒组

心肌病变积分 1 h 0 0. 43 依 0. 03a

12 h 0 1. 67 依 0. 14ab

24 h 0 3. 44 依 0. 68abc

48 h 0 5. 02 依 0. 94abcd

NT鄄ProBNP(ng / L) 1 h 57. 1 依 10. 4 145. 2 依 15. 2a

12 h 52. 4 依 9. 1 273. 4 依 21. 2ab

24 h 54. 2 依 8. 9 355. 1 依 34. 6abc

48 h 49. 8 依 8. 3 435. 1 依 56. 2abcd

cTnT(ng / L) 1 h 12. 2 依 3. 1 12. 9 依 3. 8

12 h 12. 5 依 1. 7 38. 6 依 8. 8ab

24 h 11. 8 依 2. 4 76. 7 依 16. 9abc

48 h 13. 2 依 2. 1 115. 5 依 22. 4abcd

摇 摇 与正常组比较,a:P < 0. 05;与同组 1 h 比较,b:P < 0. 05;与同组

12 h 比较,c:P < 0. 05;与同组 24 h 比较,d:P < 0. 05

2. 4 摇 心肌病变积分、血清 cTnT 水平与血清 NT鄄
proBNP 水平的相关性

直线回归与相关分析表明:小鼠心肌病变积分

与血清 NT鄄proBNP 水平呈显著正相关( r = 0. 647, P
< 0. 05);小鼠血清 cTnT 水平与血清 NT鄄proBNP 水

平呈显著正相关( r = 0. 529,P < 0. 05)。

3摇 讨摇 摇 论

蝮蛇毒的有毒成分主要有两类:血循环毒和神

经毒,其中血循环毒还包括心脏毒素。 心脏毒素主

要是直接损伤心肌细胞生物膜,损伤细胞膜上的许

多活性酶,破坏细胞结构,改变其通透性,从而大量

释放出乳酸脱氢酶、肌酸激酶、肌酸激酶鄄同工酶

等[4]。 此外,心脏毒素还能使心肌细胞发生去极

化,使心肌发生变性、出血甚至坏死,从而导致心律

失常、心室纤颤,甚至心脏骤停[5]。 2006 年首次报

道蝮蛇咬伤患者出现心绞痛或者心肌梗塞症状[6]。
研究发现在小鼠动物实验中发现从白眉蝮蛇毒中提

取的 L鄄氨基酸氧化酶可导致心肌发生心肌间质水

肿、变性和出血等病变[7]。 本研究发现随着时间延

长,心肌病变积分和血清 cTnT 值明显升高,这说明

蝮蛇毒诱导的心肌损伤具有时间依赖性。 可能是由

于蝮蛇毒直接作用于心肌细胞,破坏其细胞膜,使游

离的 cTnT 迅速释放入血液中,一般 4 ~ 6 h 后开始

升高;当损伤持续,部分结合原肌球蛋白的结合型

cTnT 也迅速解离释放,从而导致血清中 cTnT 持续

升高[8鄄9]。 最近对离体兔心脏进行灌注时发现心脏

损伤程度与蝮蛇毒的剂量呈正相关[10]。
NT鄄proBNP 目前已被认为是心功能不全的标志

物之一,并且很多研究证实其与心肌损伤存在一定

的关系。 当心肌损伤缺血、坏死,心室容量扩大或心

室壁张力增加时,心室肌细胞快速合成及释放 NT鄄
proBNP 入血,其含量与呼吸困难程度、左心室舒张

末期压力、神经激素调节系统的状态相关[11]。 本研

究发现蝮蛇毒组各时相点心肌病变积分、血清 cTnT
及 NT鄄proBNP 水平表达高于正常组,并且随着时间

延长升高,表明 NT鄄proBNP 可能参与了蝮蛇毒诱导

心肌损伤的发生发展过程,心肌损伤越严重,损伤时

间越久,NT鄄proBNP 水平越高,能够较好地反映心肌

受损程度。 进一步相关性分析发现小鼠心肌病变积

分、血清 cTnT 水平分别与 NT鄄ProBNP 表达呈显著

正相关,提示 NT鄄proBNP 的合成与释放增加可能是

蝮蛇毒诱导心肌损伤的机制之一。 前期研究已证实

蝮蛇毒能诱导心肌组织中 TNF鄄琢 水平升高,结合最

近的相关研究发现,蝮蛇毒诱导的炎症反应可能与

NT鄄proBNP 水平的升高密切相关[2,12],对于其具体

机制,还待于深一步研究。 而 Shor 等[13] 调查发现,
左心室功能正常的部分患者 NT鄄proBNP 水平明显

高于 500 pg / mL,说明 NT鄄proBNP 水平的升高可能
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存在其它机制[13]。
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摇 摇 (上接第 343 页)
总之,本研究高效表达并获得了高纯度重组蛋白

Tp0608,该蛋白具有良好的抗原性和特异性,为深入

探讨其免疫诊断价值奠定了基础。 下一步试验将以

其作为诊断抗原,建立 ELISA 方法,广泛检测临床标

本,评价血清学检测的敏感性、特异性和重复性。
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