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云南孟加拉种眼镜蛇蛇毒因子在灵长类动物内 

应用的免疫原性研究 

向  莹1，陈  松1，李俊华1，钟  山1，王婉瑜2，*，熊郁良2，陈  实1，陈  刚1,*

（1. 华中科技大学 同济医学院附属同济医院器官移植研究所, 湖北 武汉  430032； 
2. 中国科学院昆明动物研究所 动物毒素实验室, 云南 昆明  650223） 

摘要：眼镜蛇蛇毒因子（CVF）能特异性清除机体循环中的补体C3，从而可能在防治补体介导的损伤或疾病

中发挥重要的治疗作用。云南孟加拉种眼镜蛇蛇毒因子（Y-CVF）较文献报道的其他各种CVF具有更高的活性和

较少的用药量。为探讨Y-CVF静脉使用是否诱导灵长类动物体内产生特异性中和抗体和异种天然抗体，给2只正

常食蟹猴每两周静脉注射一次治疗剂量（0.05 mg/kg）的Y-CVF，共4次，检测注射前后不同时间点血清内补体C3
水平、总补体活性（CH50）、抗Y-CVF抗体和抗猪内皮细胞异种抗体的变化。结果显示，前2次注射Y-CVF后均有

良好的清除补体效果，第3次注射Y-CVF后补体仅被部分灭活，第4次注射Y-CVF后则基本无效。免疫印迹和酶联

免疫吸附试验均证实特异性抗Y-CVF抗体产生，且其滴度随着Y-CVF注射次数增加而递增。多次注射Y-CVF后，

并没有在血清内检测到明显的抗猪内皮细胞抗体的变化。因此，多次静脉注射Y-CVF能诱导灵长类动物产生特异

性抗体，从而导致Y-CVF失效，但未发现抗α-Gal异种天然抗体明显增加。 
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Abstract: Cobra venom factor (CVF) depletes complement C3 and may therefore be important in preventing the 
complement-mediated damage and disease. In comparison with various CVF reported previously, Yunnan-cobra venom 
factor (Y-CVF) has higher anticomplement activity. The goal for this research is to investigate whether Y-CVF could 
induce the specific neutralized anti-Y-CVF antibody and xenoantibodies in non-human primates. Thus two cynomolgus 
monkeys were intravenously injected with Y-CVF (0.05 mg/kg) every two weeks for totally four times. The serum C3, 
CH50, anti-Y-CVF antibody and xenoantibody levels were measured at different time points before and after Y-CVF 
injection. The results revealed that, complement C3 was effectively depleted during the first two injections, and 
incompletely depleted during the third injection, but almost not depleted during the last injection. The results of Western 
blot and ELISA confirmed the production of anti-Y-CVF antibody, and its titer increased with the injection. Additionally 
no significant changes of anti-porcine endothelia cell xenoantibodies were found measured by flow cytometry.  We 
concluded that multiple injection of Y-CVF stimulated anti-Y-CVF antibody production in monkeys, which resulted in 
the invalid of Y-CVF. The induction of anti-alpha -Gal xenoantibody by Y-CVF in primates was not observed. 
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眼镜蛇蛇毒中的抗补体因子(anticomplement 
factor)又称为眼镜蛇蛇毒因子(cobra venom factor, 
CVF)，具有特异性清除补体 C3 的生物活性，从而

能有效抑制补体依赖的体液性免疫损伤，有可能在

器官移植，尤其是异种移植的体液性排斥防治方面

发挥重要的作用。但是 CVF 毕竟是来源于蛇类的

异种蛋白，与人类存在巨大的种属差异性，多次体

内注射 CVF 可能会诱导产生特异性抗 CVF 抗体和

种属差异性异种抗体（例如抗 α-Gal 抗体），从而导

致继续注射 CVF 无效和增强异种移植的排斥反应

（Taniguchi et al, 1996）。研究 CVF 的免疫原性对

CVF 的未来临床应用意义重大。 
Y-CVF（Yunnan-cobra venom factor）是从我国

云南南部产的孟加拉种眼镜蛇蛇毒中分离出的一

个高活性的抗补体因子（Chen et al, 2004）。经过

MALDI-TOF-MS（Bruker，Reflex III）测定，Y-CVF
的确切分子量为 147  234.22 Da（未发表资料）。与

其他来源的 CVF 相比，Y-CVF 的抗补体活性要高

5－20 倍，用药剂量要低 5－10 倍（Sun et al, 2001; 
Sun et al, 2003），已在大鼠、猴及狒狒的移植实验

中显示了良好的抑制补体活性的作用，但其在机体

内的免疫原性强弱尚不清楚。本实验在接近于人类

的灵长类动物体内多次注射足量的 Y-CVF，以观察

抗 Y-CVF 抗体和种属差异性异种抗体的产生情况

及 Y-CVF 的药效变化。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物及样本采集 
正常健康食蟹猴 2 只，编号为 06cy01 和

07cy10，分别来自中国科学院昆明动物研究所实验

动物中心和广州蓝岛生物技术有限公司华南灵长

类研究开发中心，体重为 5.0 kg 和 4.5 kg，均为雄性。 
血清标本采集：用促凝管采血 3 mL，室温静置

30 min 后在 4℃冰箱内静置 1 h，然后 3 800 r/min 离

心 10 min（德国 Eppendorf 离心机，型号：5810），
获得血清，分装后置-80℃冰箱冻存。 
1.2  Y-CVF 的来源及使用方案 

Y-CVF 冻干粉剂由中国科学院昆明动物研究

所动物毒素实验室研制，用去离子水配制成了 0.3 
mg/mL 浓度后，0.22 µm 无菌过滤分装，-20℃冰箱

冻存。 
Y-CVF 的单次使用剂量为 0.05 mg/kg，分别在

用药开始的第 0、14、28 和 42 天静脉注射，共 4

次。留取第 0（注射前）、1、2、3、7、14、15、16、
21、28、29、35、42、43 和 44 天血清，-80℃冰箱

冻存备用。 
1.3  血清补体 C3 水平的测定 

各个时间点的血清内补体C3 水平的检测由华

中科技大学同济医学院检验科完成，采用免疫散射

比浊法，所用仪器为德国Dade Behring BN Ⅱ全自

动血浆蛋白分析系统。 
1.4  血清总补体活性（CH50）的测定 

所用试剂和仪器：绵羊红细胞溶血素（浙江省

玉环县南方试剂厂，使用效价 1∶4000）；2%绵羊

红细胞悬液（湖北省疾病控制中心）；pH7.4 巴比妥

缓冲液（Evans et al, 1981）；全自动酶标仪（BioTek 
Synergy 2）。 

用改良试管法（Mayer et al, 1961）检测血清总

补体活性（CH50）：①致敏绵羊红细胞：将溶血素

用pH7.4 巴比妥缓冲液稀释至 2U。取 2%绵羊红细

胞悬液与等体积 2 U溶血素混合，于 37℃水浴 30 
min，并不时振摇。②制备标准管：2%绵羊红细胞

2 mL加蒸馏水 8 mL混合即为全溶血管，取 2 mL全溶

血管液体加pH7.4 巴比妥缓冲液 2 mL，即为 50%溶

血标准管。③加样：取待测血清 0.2 mL，加入pH7.4
巴比妥缓冲液 3.8 mL，配制成稀释度为 1∶20 的稀

释血清。在 1－10 管中按表 1 添加成份，混匀后 37℃
水浴 30 min，并不时摇晃使细胞保持悬浮状，然后

2 500  r/min离心 5 min。④比色：用全自动酶标仪测

量 1－10 管液体及 50%溶血管在 542 nm波长的吸光

度（OD542），吸光度 接近 50%溶血管吸光度的一

管即为溶血终点管。⑤计算总补体溶血活性：总补

体溶血活性（U/mL）=溶血终点管血清体积（mL）
×血清稀释倍数（1/20）。 
1.5  免疫印迹法（Western blot）检测血清内抗 

Y-CVF 抗体 
用 Y-CVF 作为靶蛋白，每泳道上样量为 20 µL

（含 Y-CVF 6  µg），分离胶浓度为 12%，在含十二

烷基硫酸钠（SDS）的还原条件下电泳。不同时间

点的血清为一抗（1∶2000 稀释），二抗为辣根过氧

化物酶标记的羊抗人 IgG（PIERCE 分装，1∶5000
稀释）。其他步骤为常规 Western Blot 步骤。 
1.6  酶联免疫吸附试验（ELISA）测定血清内抗 

Y-CVF 抗体滴度 
96 孔ELISA酶标板按每孔 1 µg Y-CVF抗原量进

行包被（4℃过夜）。一抗为 1∶100－1∶204800 共

http://www.mdsin.com/product/7/29597.html
http://www.mdsin.com/product/7/29597.html
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12 个倍比稀释梯度的血清（37℃孵育 60 min）。二

抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗人IgG（PIERCE分
装，1∶8000 稀释，37℃孵育 30  min）。显色底物为

四甲基联苯胺（TMB）（武汉凌飞科技，37℃显色

10 min）。显色后，2 mol/L H2SO4终止液终止显色，

读取 450  nm波长的吸光值（OD450）。在同一个稀释

比下，OD值越高，血清内抗Y-CVF的滴度越高；在

相同的OD值下，稀释比越大，血清内抗Y-CVF的滴

度越高。 

表 1  CH50 测定 
Tab.1  CH50 Assay 

试管号 Tube No. 
成分 Constituents（mL） 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1∶20 血清 Serum 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5 0 

巴比妥缓冲液 Barbitone buffer 1.4 1.35 1.3 1.25 1.2 1.15 1.1 1.05 1.0 1.5 

致敏红细胞 Sensitized red cell 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

 
1.7  流式细胞仪检测血清内种属差异性异种抗体 

为了研究 Y-CVF 能否诱导产生种属差异性异

种抗体（主要是抗 α-Gal 抗体），本实验采用猪血管

内皮细胞作为靶细胞（SV40-猪血管内皮细胞系，

瑞典 Karolinska 学院 J. Holgersson 教授馈赠），不同

时间点的血清（1∶20 稀释）作为一抗，PE 标记的

羊抗人 IgG（美国 Jackson 公司）作为为二抗，检

测猪内皮细胞表面结合抗体后的几何平均荧光强

度（geometric mean florescence intensity，G-Mean）
来显示抗猪内皮抗体的产生及滴度（Chen et al, 
2005），以单纯二抗作用的猪内皮细胞作为阴性对

照。 

2  结  果 

2.1  血清内 C3 水平和 CH50 变化 
两只猴血清内的补体 C3 水平均在第一次注射 

Y-CVF 后 24 h 内降到 低水平（<0.05 g/L），14 天

后仅回升到注射前基础水平的 2/3 左右；第 2 次注

射 Y-CVF（第 1 次注射后 14 天）后 24 h 内补体 C3
仍然可以降到很低水平（<0.15 g/L 左右），但是回

升速度明显较第 1 次注射后快；第 3 次注射 Y-CVF
后（第 1 次注射后 28 天），C3 水平仅有较小幅度降

低；第 4 次注射 Y-CVF（第 1 次注射后 42 天）后，

C3 水平变化不大（图 1）。 
两只猴不同时间点血清的总补体活性（CH50）

和补体 C3 水平的变化规律基本相似。第 1 次和第 2
次注射 Y-CVF，均可以使血清总补体活性降到 0 U，

但第 3次及第 4次注射Y-CVF后血清总补体活性则

仅见轻微变化（图 2）。 
2.2  血清内抗 Y-CVF 抗体的变化 

Western Blot 结果显示：猴 07cy10 在第 3 次注

射 Y-CVF 时（第 28 天）可检测出明显的抗 Y-CVF
抗体条带，第 4 次注射 Y-CVF 时（第 42 天），血清

内抗 Y-CVF 的抗体进一步增高；猴 06cy01 则在第 

      
图 1  注射 Y-CVF 前后食蟹猴的血清 C3 水平变化 

Fig. 1  The changes in the serum C3 level in cynomolgus 
monkeys after Y-CVF injection 

 

图 2  注射 Y-CVF 前后食蟹猴的血清总补体活性 
（CH50）变化 

Fig. 2  The changes in total serum complement activity (CH50 
Assay) in cynomolgus monkeys after Y-CVF injection 
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2 次注射 Y-CVF 时（第 14 天）即可检测出较弱的

抗 Y-CVF 抗体条带，第 3 次和第 4 次注射 Y-CVF
时，血清内抗 Y-CVF 的抗体逐渐增多（图 3）。 

ELISA 结果显示：猴 07cy10 在第 2 次注射

Y-CVF 时，血清内即可检测出较低滴度的抗 Y-CVF
抗体；第 3 次和第 4 次注射 Y-CVF 时，抗体滴度已

上升到很高水平；在相同的 OD 值下，第 3 次和第

4 次注射时的血清稀释比是第 2 次注射时血清稀释

比的 32 倍。猴 06cy01 在未注射 Y-CVF 时即可检测

出预存的低滴度抗 Y-CVF 抗体；在后续的 3 次注射

时，血清内抗 Y-CVF 抗体的滴度逐步升高；在相同

的 OD 值下，第 2 次、第 3 次、第 4 次注射时的血

清稀释比分别是第一次注射时血清稀释比的 6、32、
64 倍（图 4）。 
2.3  血清内抗猪内皮细胞异种抗体的变化 

流式检测结果显示：猴 06cy01 血清内抗猪内

皮细胞 IgG 滴度在第 14 天及 28 天较第 1 次注射前

的基础值无上升，反而小幅度的下降，在第 42 天

也并未见明显升高，仅恢复到接近基础值水平。猴

07cy10 血清内抗猪内皮细胞 IgG 滴度水平仅在第

14 天有小幅上升，第 28 及 42 天与注射 Y-CVF 前

的基础值水平相当，未见明显升高。两例猴体内的

抗猪内皮细胞 IgM 抗体均无明显变化（图 5）。

 

图 3  Western blot 显示注射 Y-CVF 后食蟹猴血清内抗 Y-CVF 抗体的变化 
Fig. 3  Western Blot displayed the presence of anti-Y-CVF antibodies in cynomolgus monkey’s sera after  

Y-CVF injection 

 
图 4  ELISA 显示注射 Y-CVF 后食蟹猴血清内抗 Y-CVF 抗体的变化 

Fig. 4  ELISA displayed the changes of anti-Y-CVF antibodies in cynomolgus monkey’s sera after  
Y-CVF injection 
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图 5  流式细胞技术检测不同时间点食蟹猴血清内抗猪内皮细胞 IgG 及 IgM（以几何平均荧光度表示， 

单纯二抗作用的猪内皮细胞作为阴性对照） 
Fig. 5  Anti-porcine endothelia cell IgG and IgM in cynomolgus monkey’s sera of different time points measured 

by flow cytometry (data shown as geometric mean fluorescence, porcine endothelia cells only reacted  
with secondary antibody served as negative control) 

3  讨  论 

CVF是从眼镜蛇的蛇毒中分离纯化出的一种

酸性糖蛋白，能与血清中的B因子结合，被D因子酶

解后形成CVFBb，具有稳定的C3 转化酶活性，可

激活补体替代途径，不断消耗补体成分，直至耗竭，

从而抑制补体的活性。所报道的CVF分子质量主要

因眼镜蛇蛇毒来源的不同而有所差异。因CVF对补

体有特异性的耗竭作用，使其在器官移植的超急性

排斥及急性体液性排斥的防治方面可能极具研究

价值和药用价值。但由于CVF是来源于蛇类的异种

蛋白，可能具有免疫原性，已有研究表明其所用的

CVF单独应用会诱导狒狒产生抗CVF中和抗体，从

而导致CVF失效（Taniguchi et al1, 1996; Vogel et al, 
2007）。 
3.1  Y-CVF 是一种具有更高抑制补体活性的蛇毒 

因子 
本实验所采用的 Y-CVF 来源于我国云南孟加

拉种眼镜蛇蛇毒，并经过进一步的提纯处理，其抗

补体活力显著高于文献报道的其他来源 CVF，且所

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Taniguchi%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vogel%20CW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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需用药剂量也明显减少。在体外实验中，Y-CVF 的

抗补体活性为 1 515 U/mg（Sun et al, 2001），近期实

验显示其体外抗补体活性更高，甚至高达 2 000－ 
3 000 U/mg（未发表资料），比不同文献报道的各种

来源的CVF抗补体活性均高，如来源于印度眼镜蛇

（Naja naja）的CVF抗补体活性为 200－250 U/mg
（Ballow et al, 1969）、500－1 000 U/mg（Pepys et al, 
1979），来源于中华眼镜蛇(现称为舟山种眼镜蛇，

Naja atra)的CVF抗补体活性为 78.62 U/mg（Shu et al, 
1991）、250 U/mg（Takahashi et al, 1982）。在体内实

验中，Y-CVF在猕猴体内抑制补体的治疗剂量一般

为 30 U/kg或 0.02 mg/kg（Sun et al, 2001），也显著

低于文献报道的其他CVF使用剂量，如来源于印度

眼镜蛇的CVF在狒狒（baboon）体内所需的用药剂

量为 60 U/kg（Leventhal et al, 1993），来源于孟加拉

种眼镜蛇（Naja kaouthia）的CVF在狒狒体内所需

的用药剂量为 0.25－0.5 mg/kg（Kobayashi et al, 
1997; Taniguchi et al, 1996）。在纯度更高，剂量更

小的情况，间断多次静脉使用治疗剂量的Y-CVF是
否可以诱导特异性中和抗体的产生而致失效，其在

灵长类动物体内的免疫原性如何，是在Y-CVF的继

续研发过程中非常值得注意的问题。 
3.2  Y-CVF 能诱导灵长类动物产生中和抗体，从 

而导致 Y-CVF 失效 
本实验结果显示，多次注射足量Y-CVF（0.05 

mg/kg）的灭活补体效果呈递减趋势，第 1 次和第 2
次注射Y-CVF后的补体灭活效果 好，第 3 次注射

时仅有轻微效果，第 4 次注射时则基本无效，其有

效时间在 2 周以上，但比文献报道的其他来源的

CVF效果好。Taniguchi et al（1996）报道，CVF在
第 2 次注射时（第 14 天）就无灭活补体的作用。

Taniguchi所用的CVF也是来源于孟加拉种眼镜蛇

类，但是抗补体活性较Y-CVF低，需要的使用剂量

也较大（0.25 mg/kg）。虽然Y-CVF的失效时间较文

献报道的晚，但仍然存在继续使用失效的问题。失

效的原因仍然可能是诱导产生了特异性抗Y-CVF抗
体。本实验通过Western Blot和ELISA也证实，每 2
周注射一次Y-CVF，在不使用其他免疫抑制剂的情

况下，灵长类动物体内能产生特异性抗Y-CVF抗体，

且其滴度随着Y-CVF注射次数增加而递增。这就表

明，虽然Y-CVF经过了进一步的提纯处理，用药剂

量也得到了大幅度的减少，但是仍然具有一定的免

疫原性。因目前在移植领域采用的抑制补体治疗方

案多为短期，一般小于 2 周，因此Y-CVF仍有一定

的应用前景。而且在移植领域多联合使用其他免疫

抑制剂抗排斥，这些免疫抑制治疗可能在一定程度

抑制中和抗体的产生，从而延长Y-CVF使用的有效

时限。另外，将CVF行人源化改造以减少其免疫原

性，以期可以长期、多次反复使用，也是开发CVF
临床应用有希望的策略之一。 
3.3  Y-CVF 未诱导抗猪抗体（含抗 α-Gal 抗体）的 

水平升高 
Gowda et al （1992）报道其所研究的CVF的主

要寡糖结构中有α-Gal残留结构。Taniguchi et al
（1996）报道，CVF可诱导灵长类动物体内产生抗

α-Gal抗体，可能会增强异种移植的排斥反应，该现

象也是Y-CVF在异种移植领域应用中值得注意的问

题。猪血管内皮细胞上的主要异种抗原是α-Gal，但

也表达相对次要的非α-Gal异种抗原（Chen et al, 
2005）。如果Y-CVF诱导产生抗α-Gal抗体，则与猪

内皮细胞上的α-Gal抗原特异性结合，使结合的抗猪

抗体水平增加。故本实验采用条件比较一致的猪内

皮细胞系作为靶细胞，检测待测猴不同时间点血清

内的抗猪抗体，以间接评价Y-CVF诱导抗α-Gal抗体

的产生情况。结果显示，在反复多次注射Y-CVF后，

虽然Western Blot和ELISA均证实第 28 天、第 42 天

产生明显的抗Y-CVF中和抗体，但灵长类动物体内

的抗猪内皮细胞IgG和IgM水平并未显著增加，提示

Y-CVF诱导产生的中和抗体可能不是抗α-Gal抗体。

这种发现与文献报道（Taniguchi et al, 1996）不符，

其原因可能为：1）Y-CVF糖基结构中可能不含或含

极少量的α-Gal抗原决定簇；2）Y-CVF由于具有更

高的抗补体活性，用药剂量大量减少，以致其α-Gal
等种属差异性蛋白结构对免疫系统的刺激较弱，不

足以产生较大量的抗体；3）也存在检测方法特异

性不够高的可能性。其确切的机制仍需进一步的研

究探讨。 
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