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［摘　要］目的：观察眼镜蛇毒神经毒素（科博肽注射液）的急性毒性，为药物的临床安全使用提供依据。方
法：选取３个批次的眼镜蛇毒神经毒素（样品１、２、３），通过预实验设计各样品组数和剂量，分别给每组小鼠一次
性肌肉注射相应批次和剂量的眼镜蛇毒神经毒素，观察给药后１４ｄ内各受试小鼠的反应、死亡情况及主要脏器
有无明显病理改变；Ｂｌｉｓｓ法计算出各样品的半数致死量（ＬＤ５０）及其９５％可信限。结果：小鼠肌肉注射眼镜蛇毒
神经毒素注射液后，部分小鼠从出现右后肢（给药侧）跛行，逐渐发展至全身肌张力降低，出现呼吸减慢，最后死

亡，部分小鼠症状持续约２～６ｈ后开始缓解并逐渐恢复正常，尸检结果显示各脏器肉眼观察均未见明显异常；３
个批次的眼镜蛇毒神经毒素经ＬＤ５０及其９５％的可信限分别为：样品１ＬＤ５０为２０２．０９７μｇ／ｋｇ，９５％的可信限为
１７４．３５８～２３４．２４９μｇ／ｋｇ；样品２ＬＤ５０为１４６．４２５μｇ／ｋｇ，９５％的可信限为１３２．９０４～１６１．３２２μｇ／ｋｇ；样品３ＬＤ５０
为１６０．７２６μｇ／ｋｇ，９５％的可信限为１３８．８６３～１８６．０３０μｇ／ｋｇ。结论：眼镜蛇毒神经毒素注射液具有一定急性毒
性，且其毒性作用可能主要累及肌肉神经系统。
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　　眼镜蛇毒神经毒素是一种非麻醉性镇痛
剂［１］，具有不成瘾、不产生耐受、镇痛作用强、疗效

持久等优点，对慢性特别是持续性、顽固性疼痛有

独特疗效，临床上用于慢性、顽固性疼痛及晚期癌

症疼痛的治疗，疗效确切［２］。本研究采用的科博

肽注射液主要成分为眼镜蛇毒神经毒素，该毒素为

眼镜蛇毒的主要成分之一，是眼镜蛇毒中最主要的

致死成分［３］。本研究选取３个批次的科博肽注射
液进行小鼠急性毒性试验，为眼镜蛇毒神经毒素的

临床安全应用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　药物试剂与动物
眼镜蛇毒神经毒素（科博肽注射液），批号分

别为：２０１１０１０１（简称样品１）、２０１１０６０１（简称样品
２）及 ２０１１０６０２（简称样品 ３），规格均为 ２ｍＬ：
７０μｇ（云南南诏药业提供）。置于 ４℃冰箱中保
存，使用前临时用０．９％ ＮａＣｌ注射液配制。健康
昆明种小鼠，体质量１８～２２ｇ，雌雄各半（购于重庆
滕鑫生物技术有限公司，动物合格证号 ＳＣＸＫ（渝）
２００７－００５）；小鼠雌雄分笼饲养，５只／笼。动物
室光照充足，通风良好，环境温度为１８～２５℃，相
对湿度为５０％～７０％，按常规定期消毒；动物适应
性饲养３ｄ后，用于实验。
１．２　方法

通过预实验找出各受试样品的最小全死量

（Ｄｍ）和最大全不死量（Ｄｎ），根据各样品的 Ｄｍ和
Ｄｎ值设计组数，按下式［４－５］计算出相邻两组剂量

之比（即公比），Ｋ：１Ｋ＝（Ｎ－Ｄ）
Ｄｍ
槡Ｄｎ

（式中Ｎ为

所设组数），再根据所得Ｋ值和要设定的组数设计
好各样品的相应剂量。根据预试验结果对各样品

进行的分组及剂量设计，样品１：Ｄｍ＝２８０μｇ／ｋｇ、
Ｄｎ＝１０５μｇ／ｋｇ、Ｄｍ／Ｄｎ≈２．６７倍，可分为５个
剂量组，则相邻两剂量之比 Ｋ≈０．７８；故样品１试
验动物分为对照组、剂量１组（２８０．０００μｇ／ｋｇ）、剂
量２组（２１８．４００μｇ／ｋｇ）、剂量３组（１７０．３５２μｇ／
ｋｇ）、剂量 ４组（１３２．８７５μｇ／ｋｇ）及剂量 ５组
（１０３６４２μｇ／ｋｇ）６个组。样品２：Ｄｍ＝２２７．５μｇ／

ｋｇ、Ｄｎ＝１０５μｇ／ｋｇ、Ｄｍ／Ｄｎ≈２．１６倍，可分为 ５
组，则相邻两剂量之比Ｋ≈０．８２；故样品２试验动物
分为对照组、剂量１组（２２７．５００μｇ／ｋｇ）、剂量２组
（１８６．５５０μｇ／ｋｇ）、剂量３组（１５２．９７１μｇ／ｋｇ）、剂量
４组（１２５．４３６μｇ／ｋｇ）及剂量５组（１０２．８５８μｇ／ｋｇ）６
个组。样品３：Ｄｍ＝２８０μｇ／ｋｇ、Ｄｎ＝１０５μｇ／ｋｇ、
Ｄｍ／Ｄｎ≈２．６７倍，可分为５个剂量组，则相邻两剂
量之比Ｋ≈０７８；故样品３试验动物对照组、剂量１
组（２８００００μｇ／ｋｇ）、剂量２组（２１８．４００μｇ／ｋｇ）、剂
量３组（１７０．３５２μｇ／ｋｇ）、剂量４组（１３２．８７５μｇ／ｋｇ）
及剂量５组（１０３．６４２μｇ／ｋｇ）６个组。按以上各样
品设计的组数将小鼠按体重进行随机分组，每组

１０只，雌雄各半。将３个样品分别用０．９％ ＮａＣｌ
注射液梯度稀释成所需浓度，再将稀释好的各溶液

按０．１ｍＬ／１０ｇ体重的容积一次性肌肉注射给相
应小鼠，对照组小鼠肌肉注射等容积０．９％ ＮａＣｌ注
射液。给药时，用碘酒、酒精依次消毒小鼠右后肢外

侧皮肤，将注射针头插入肌肉内注射给药。

１．３　观察指标
给药后，观察１４ｄ内动物所发生的异常反应

及死亡情况，并将死亡动物及时进行解剖，肉眼观

察各主要脏器有无明显病理改变，未死亡动物于两

周后处死进行尸检，观察主要脏器有无病理改

变［６］。

１．４　统计学方法
将各样品组数、各组剂量、各组动物数和各组

死亡动物数输入Ｂｌｉｓｓ统计软件包中，按 Ｂｌｉｓｓ法计
算出各样品的半数致死量（ＬＤ５０）及 ９５％可信
限［７］。各样品死亡雌雄动物数采用卡方检验进行

比较［８］。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

对照组小鼠给药后表现正常。３个样品各剂
量组动物给药后约１５ｍｉｎ内活动自如，少数动物
有舔舐注射部位现象。自给药后１５ｍｉｎ起，有小
鼠陆续出现异常表现并进行性加重，最后部分动物

死亡，而部分动物能重新恢复正常。小鼠从出现异

常表现到死亡的发展过程为：首先出现右后肢（给

药侧）跛行，然后表现为活动减少、双后肢无力、行
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走时双后肢向后拖，随后发展至全身肌张力降低，

俯卧于笼中、腹部贴地，腹式呼吸，翻正反射消失，

继而逐渐出现呼吸减慢，进而进一步出现叹息样呼

吸，最后死亡。部分动物死亡时眼球明显外凸。若

反应过程中未出现呼吸显著减慢的动物，在症状持

续约２～６ｈ后开始缓解并逐渐恢复正常。给药
后，在３０ｍｉｎ左右开始有动物死亡，６ｈ后未记录
到动物死亡，各样品死亡动物与其性别无关。死亡

小鼠尸检时肉眼未见心、肝、脾、肺、肾、脑等脏器出

现明显异常改变。所有给药后存活的小鼠在给药

２４ｈ后表现完全正常，其毛皮光滑，饮食、大小便
正常，眼、口、鼻未见异常分泌物，黏膜无明显充

血、水肿等表现。体重增长与对照组比较，差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。观察１４ｄ后，处死存
活小鼠，对心、肝、脾、肺、肾、脑、胃及肠等主要脏

器进行大体解剖学观察，均未发现所检器官出现

肿胀、囊肿、萎缩、出血、水肿、颜色异常、粘连、硬

化等异常改变，与对照组比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。３个样品的 ＬＤ５０及９５％的可信限。
见表１。

表１　眼镜蛇神经毒素经肌肉注射后小鼠死亡、ＬＤ５０与９５％可信限
Ｔａｂ．１　Ｄｅａｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｒａｔｓ，ＬＤ５０ａｎｄ９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｌｉｍｉｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｓａｆｔｅｒ

ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｋｅｂｏｔａｉｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ

受试样品 组别 ｎ
死亡动物数

♀ ♂ 共计
ＬＤ５０（μｇ／ｋｇ） ９５％可信限（μｇ／ｋｇ）

样品１

样品２

样品３

对照组 １０ ０ ０ ０
２８０．０００ １０ ５ ４ ９
２１８．４００ １０ ３ ４ ７
１７０．３５２ １０ ０ １ １
１３２．８７５ １０ １ ０ １
１０３．６４２ １０ ０ ０ ０
对照组 １０ ０ ０ ０
２２７．５００ １０ ５ ５ １０　
１８６．５５０ １０ ４ ５ ９
１５２．９７１ １０ ３ ３ ６
１２５．４３６ １０ ０ ２ ２
１０２．８５８ １０ ０ ０ ０
对照组 １０ ０ ０ ０
２８０．０００ １０ ５ ５ １０　
２１８．４００ １０ ４ ４ ８
１７０．３５２ １０ ２ ５ ７
１３２．８７５ １０ １ １ ２
１０３．６４２ １０ ０ ０ ０

２０２．０９７ １７４．３５８～２３４．２４９

１４６．４２５ １３２．９０４～１６１．３２２

１６０．７２６ １３８．８６３～１８６．０３０

３　讨论

ＬＤ５０的测定是一种经典的急性毒性试验方

法［９］。ＬＤ５０测定的方法有多种，其中 Ｂｌｉｓｓ法具有
严谨精确、考虑周密、适应性强等特点，被认为是最

正规的方法［１０］，虽然该方法非常繁复，但由于有相

应计算机软件的出现，计算过程复杂已不再是问

题。

本试验采用Ｂｌｉｓｓ法对眼镜蛇毒神经毒素注射
液３个样品的 ＬＤ５０及其９５％可信限进行了测定，
根据各样品不同剂量组小鼠的死亡情况计算出各

样品的ＬＤ５０分别为２０２．０９７μｇ／ｋｇ、１４６．４２５μｇ／ｋｇ
及１６０．７２６μｇ／ｋｇ；９５％的可信限分别为１７４．３５８
～２３４．２４９μｇ／ｋｇ、１３２．９０４～１６１．３２２μｇ／ｋｇ及
１３８８６３～１８６．０３０μｇ／ｋｇ。而从给药后小鼠的反应
来看，给药后１５ｍｉｎ左右开始出现肌注给药侧肢
体的跛行，进行性加重，至出现全身肌张力降低的

过程考虑主要是给药后小鼠的神经肌肉系统受累

的过程。小鼠给药侧肢体肌肉张力降低使该侧肢

体出现跛行，然后是双后肢肌张力降低致双后肢无

力。再逐渐发展至全身肌肉张力降低，肌张力降低

使小鼠无力维持机体站立姿势，表现为俯卧位，且

腹部贴地。当累及到肋间肌，使小鼠不能完成正常

（下转第６６页）
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的胸式呼吸，而表现为腹式呼吸。此时作翻正反射

检查，动物无力将身体翻转，故翻正反射消失。若

呼吸肌严重受累，致呼吸显著减慢甚至停止，则机

体缺氧而死亡。对死亡小鼠进行解剖，肉眼未见

心、肝、脾、肺、肾、脑等脏器出现明显异常改变。故

推测该药的毒性作用主要累及肌肉神经系统。

综上所述，本研究测定了３个批次的科博肽注
射液的ＬＤ５０，并根据试验中小鼠的反应情况推测
出该药的毒性作用可能主要累及肌肉神经系统，为

眼镜蛇毒神经毒素临床安全用药及进一步研究提

供了依据。
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