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ë ViÖt Nam, cã mét sè loµi bä c¹p thuéc c¸c 
hä Buthudae, Scorpionidae vµ Chaerilidae [1-5]. 
Nh÷ng nghiªn cøu ®Çu tiªn cña chóng t«i cho thÊy 
ë hai tØnh B×nh Ph−íc vµ B×nh D−¬ng cã c¸c loµi 
bß c¹p Lychas mucronatus và Heterometrus 
petersii petersii. Khi nghiªn cøu näc bß c¹p cña 
loµi L. mucronatus, chóng t«i ®· x¸c ®Þnh ®−îc cã 
hai nhãm tèc-xin víi khèi l−îng ph©n tö 3500-
5000 vµ 6000-8000 Da [6]. Tõ näc bß c¹p nµy, 
chóng t«i ®· t¸ch ra vµ lµm s¹ch b¶y tèc-xin ng¾n 
(Mr = 3500-5000 Da); nh÷ng tèc-xin nµy cã t¸c 
dông øc chÕ d©y thÇn kinh bÞ kÝch thÝch. Trong sè 
nh÷ng tèc-xin ®ã, chóng t«i ®· x¸c ®Þnh ®−îc cÊu 
tróc bËc 1 cña tèc-xin 14 [7], víi tr×nh tù nh− sau: 
VSIGIKCDPSIDLCEGQCRIRYFTGYCSGDTC
HCS. 

Trong nghiªn cøu nµy, chóng t«i tr×nh bµy 
kÕt qu¶ tinh chÕ c¸c n¬-r«-tèc-xin 5, 7, 9, 13 vµ 
19 b»ng ph−¬ng ph¸p s¾c ký láng cao ¸p trùc 
tiÕp tõ näc th«, kh«ng qua b−íc läc qua gel vµ 
b−íc ®Çu x¸c ®Þnh cÊu tróc bËc 1 cña chóng. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. Nguyªn liÖu 

Bß c¹p n©u (L. mucronatus) ®−îc thu thËp ë 
tØnh B×nh Ph−íc, trong c¸c th¸ng 5-6 cña hai 
n¨m 2003 vµ 2004. Bß c¹p ®−îc nu«i trong chËu 
nhùa trªn cã phñ cá, l¸ kh«; thøc ¨n cña chóng 
lµ c«n trïng. Näc bß c¹p ®−îc thu b»ng xung 
®iÖn, råi ®em lµm kh« trªn CaCl2 khan vµ gi÷ ë 
nhiÖt ®é -20oC cho ®Õn khi dïng. §Ó t¸ch chiÕt 
vµ lµm s¹ch c¸c tèc-xin, chóng t«i ®· sö dông 
c¸c hãa chÊt cña h·ng Merck. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

- T¸ch, lµm s¹ch vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù axit 
amin cña c¸c tèc-xin 5, 7, 9, 13 vµ 19. 

S¾c ký láng cao ¸p ®¶o pha (RP-HPLC) 
®−îc tiÕn hµnh trªn m¸y ph©n tÝch Beckman 
system gold vµ m¸y ®iÒu chÕ Flonged MOD col 
(Mü) víi cét Phenomenex Jupiter (250 × 35 
mm, 15 µm, 300 A) C18; tèc ®é röa cét 20 
ml/phót. Cét s¾c ký ®−îc röa b»ng gradient 
tuyÕn tÝnh cña c¸c dung dÞch sau: A lµ 0,06% 
TFA trong n−íc vµ B lµ 0,06% TFA trong 55% 
axªtonitrin trong n−íc. Ch−¬ng tr×nh röa cét: 0-
50% B trong thêi gian 90 phót vµ sau ®ã 50-
100% B trong thêi gian 90 phót. 

Ho¹t tÝnh sinh häc cña c¸c ph©n ®o¹n tèc-
xin t¸ch ra ®−îc thö lªn ®éng m¹ch cña gièng 
chuét b¹ch C57BL/6 b»ng m¸y x¸c ®Þnh møc ®é 
co c¬. §éng m¹ch cña chuét ®−îc ng©m trong 
dung dÞch sinh lý: 4 g (10 mM) dextroza, 4,2 g 
(25 mM) NaHCO3, 13,8 g (120 mM) NaCl, 10 
ml (4,7 mM) KCL, 10 ml (1,2 mM) K2PO4, 10 
ml (2,4 mM) MgSO4, 5 ml (2,5 mM) CaCl2, 
2000 ml n−íc lµ thÓ tÝch cuèi cïng cña dung 
dÞch sinh lý. 

Khèi l−îng ph©n tö cña c¸c tèc-xin ®−îc 
x¸c ®Þnh trªn m¸y Mass-spectrum Voyager 
(Mü). 

§Ó x¸c ®Þnh sè l−îng gèc xystein trong ph©n 
tö, c¸c protein ®−îc khö hãa vµ an-kin hãa theo 
quy tr×nh sau: c¸c protein s¹ch (30 µg) ®−îc hßa 
trong 3 ml ®Öm 0,6 M Tris-HCl pH = 8,6 cã 
chøa 6 M guanidin hydroclorit. Thªm vµo dung 
dÞch nµy 30 µl β-mercaptoetanon vµ gi÷ trong 
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khÝ acgon ë nhiÖt ®é phßng trong 3 giê. Sau ®ã, 
thªm vµo ®ã 0,3 ml 500 mM iodoaxªtat, quÊy vµ 
gi÷ trong tèi ë nhiÖt ®é 37oC trong 1 giê ®Ó an-
kin hãa protein ®· khö. Qu¸ tr×nh lµm s¹ch muèi 
cña c¸c protein ®· S-an-kin hãa ®−îc tiÕn hµnh 
b»ng s¾c ký láng cao ¸p (HPLC) trªn cét C8. 

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. Thu mÉu vµ lÊy näc cña loµi bß c¹p n©u 
L. mucronatus 

Bß c¹p ph©n bè nhiÒu ë miÒn Nam n−íc ta, 
trong ®ã chñ yÕu ë vïng §«ng Nam bé vµ tØnh 
§¾c N«ng. ViÖc b¾t bß c¹p th−êng ®−îc tiÕn 
hµnh vµo ®Çu mïa m−a (tõ gi÷a th¸ng 5 ®Õn ®Çu 
th¸ng 7); ®ã còng lµ mïa sinh s¶n cña chóng. 
§Çu mïa m−a n¨m 2003, chóng t«i ®· tiÕn hµnh 
b¾t bß c¹p n©u ë miÒn Nam råi mang ra Hµ Néi 
nu«i vµ lÊy näc; do khÝ hËu kh¸c nhau nªn bß 
c¹p chÕt rÊt nhanh, v× vËy trong mïa ®ã, tõ 1300 
bß c¹p lÊy ®−îc 450 mg näc, mµ näc kh«ng 
®−îc tèt (l−îng cÆn kh«ng tan trong n−íc chiÕm 
10%) vµ viÖc t¸ch c¸c tèc-xin gÆp nhiÒu khã 
kh¨n. Do kÕt qu¶ nh− vËy nªn mïa m−a n¨m 
2004, chóng t«i ®· quyÕt ®Þnh b¾t l−îng bß c¹p 
nhiÒu lªn vµ lÊy näc t¹i chç ®Ó t¨ng sè l−¬ng 
näc thu ®−îc. Chóng t«i ®· tiÕn hµnh kh¶o s¸t 
bß c¹p ë c¸c tØnh §¾c N«ng, T©y Ninh, Bµ RÞa-
Vòng Tµu vµ B×nh Ph−íc. KÕt qu¶ cho thÊy ë 
tØnh §¾c N«ng, cã nhiÒu bß c¹p ®en H. petersii 
petersii (h×nh 2), cßn ë vïng §«ng Nam bé cã 
nhiÒu bß c¹p n©u L. mucronatus (h×nh 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

H×nh 1. Bß c¹p n©u L. mucronatus  

Trong c¸c loµi bß c¹p nµy, chóng t«i quan 
t©m ®Õn näc cña bß c¹p n©u vµ dùa vµo kÕt qu¶ 
cña kh¶o s¸t nµy, chóng t«i ®· tæ chøc b¾t ®−îc 
kho¶ng 4000 con bß c¹p n©u t¹i tØnh B×nh 
Ph−íc, nu«i vµ lÊy näc cña nh÷ng bß c¹p nµy t¹i 
thµnh phè Hå ChÝ Minh. ViÖc nu«i bß c¹p t¹i 
thµnh phè Hå ChÝ Minh phï hîp víi khÝ hËu nªn 
bß c¹p sèng vµ ph¸t triÓn tèt, gióp cho viÖc thu 
®−îc l−îng näc cÇn thiÕt. Sau 1 th¸ng nu«i vµ 
lÊy näc, chóng t«i ®· thu ®−îc 1000 mg näc kh« 
víi chÊt l−îng tèt.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
H×nh 2. Bß c¹p ®en H. petersii petersii 

2. T¸ch, lµm s¹ch vµ kh¶o s¸t ®Æc tÝnh cña 
c¸c tèc-xin 5, 7, 9, 13 vµ 19 

Trong nghiªn cøu nµy, chóng t«i tr×nh bµy 
ph−¬ng ph¸p t¸ch, lµm s¹ch c¸c tèc-xin 5, 7, 9, 
13 vµ 19 cña näc bß c¹p n©u trùc tiÕp tõ näc th« 
b»ng s¾c ký láng cao ¸p, sau ®ã dïng khèi phæ 
®Ó ®Þnh h−íng t¸ch c¸c tèc-xin quan t©m. 

Tr−íc ®©y, c¸c tèc-xin 5, 7, 9, 13 vµ 19 ®· 
®−îc t¸ch ra tõ ®Ønh 3 (sau läc qua gel), kh¶o s¸t 
ho¹t tÝnh lªn d©y thÇn kinh cña Õch vµ x¸c ®Þnh 
khèi l−îng ph©n tö cña chóng t−¬ng øng lµ: 
4316 Da, 4054 Da, 4948 Da, 4133 Da vµ 3958 
Da [6], nh−ng tr×nh tù axit amin ch−a ®−îc x¸c 
®Þnh. Trong nghiªn cøu nµy, dùa vµo khèi l−îng 
ph©n tö cña c¸c tèc-xin ®· biÕt, chóng t«i ®· tiÕn 
hµnh t¸ch c¸c tèc-xin nµy tõ näc th« b»ng 
ph−¬ng ph¸p s¾c ký láng cao ¸p vµ sö dông khèi 
phæ ®Ó ®Þnh h−íng c¸c ph©n ®o¹n cÇn lµm s¹ch; 
ph−¬ng ph¸p nµy ®· lµm t¨ng hiÖu qu¶ t¸ch c¸c 
tèc-xin lªn.  
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Sö dông 600 mg, trong sè 1000 mg näc bß 
c¹p th« ®· thu ®−îc vµo c¸c th¸ng 5-6 cña n¨m 
2004, b»ng ph−¬ng ph¸p s¾c ký láng cao ¸p ®¶o 

pha (RP-HPLC) trªn cét C18, chóng t«i ®· t¸ch 
ra mét lo¹t c¸c protein ®−îc tr×nh bµy trong h×nh 
3. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 3. S¾c ký láng cao ¸p ®¶o pha (RP-HPLC) cña näc th« cña bß c¹p n©u L. mucronatus  
trªn cét C18. C¸c tèc-xin quan t©m n»m ë vïng ®−îc ®¸nh giÊu mòi tªn 

 
§o khèi phæ cña c¸c ph©n ®o¹n ®· t¸ch ra cho 

thÊy nh÷ng tèc-xin mµ chóng t«i quan t©m n»m 
trong vïng ®−îc ®¸nh dÊu mòi tªn trªn s¾c ký ®å 
(h×nh 3). Kh¶o s¸t t¸c dông cña c¸c ph©n ®o¹n nµy 
lªn ®éng m¹ch cæ cña chuét cho thÊy chóng lµm co 
c¬ cña ®éng m¹ch cña chuét; ®iÒu ®ã nãi lªn c¸c 
tèc-xin nµy t¸c dông lªn c¸c kªnh thÇn kinh vµ 
chóng lµ c¸c n¬-r«-tèc-xin, phï hîp víi nh÷ng 

nghiªn cøu tr−íc ®©y cña c¸c tèc-xin nµy. §Ó thu 
®−îc c¸c tèc-xin s¹ch, c¸c ph©n ®o¹n ®· t¸ch ra 
®−îc ®em ®«ng kh« vµ ch¹y l¹i s¾c ký láng cao ¸p 
trªn cét C18 ph©n tÝch hoÆc ®iÒu chÕ, tïy thuéc vµo 
l−îng c¸c ph©n ®o¹n thu ®−îc. Sau vµi lÇn ch¹y s¾c 
ký láng cao ¸p kÕt hîp víi khèi phæ ®Ó ®Þnh h−íng, 
5 tèc-xin ®· ®−îc t¸ch vµ x¸c ®Þnh khèi l−îng ph©n 
tö nh− tr×nh bµy trong c¸c h×nh 4-8.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 4. S¾c ký ®å HPLC vµ khèi phæ cña tèc-xin 5 (Mr = 4326) 

 
 
 
  
 
 
 

H×nh 5. S¾c ký ®å HPLC vµ khèi phæ cña tèc-xin 7 (Mr = 4060) 

4326 

4060 
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H×nh 6. S¾c ký ®å HPLC vµ khèi phæ cña tèc-xin 9 (Mr = 4914) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

H×nh 7. S¾c ký ®å HPLC vµ khèi phæ cña tèc-xin13 (Mr= 4138) 

  
 
 

 
  
  
 

 
 
 
 
 

H×nh 8. S¾c ký ®å HPLC vµ khèi phæ cña tèc-xin 19 (Mr = 3965) 

 
ViÖc so s¸nh khèi l−îng ph©n tö cña c¸c 

tèc-xin ®−îc t¸ch ra víi khèi l−¬ng ph©n tö cña 
c¸c tèc-xin 5, 7, 9, 13 vµ 19 ®· ®−îc t¸ch ra 
tr−íc ®©y cho thÊy chóng lµ mét. 

Nh− vËy, bá qua b−íc läc qua gel, kÕt hîp 
hai ph−¬ng ph¸p s¾c ký láng cao ¸p vµ khèi phæ, 

tõ 600 mg näc th«, chóng t«i ®· t¸ch, lµm s¹ch 
vµ kh¶o s¸t ®Æc tÝnh cña 5 tèc-xin. B»ng c¸ch 
nµy, chóng t«i ®· n©ng cao hiÖu qu¶ tinh s¹ch 
c¸c tèc-xin cña näc bß c¹p; tr−íc ®©y, ®Ó thùc 
hiÖn c«ng viÖc nµy, chóng t«i ®· ph¶i sö dông 
2000 mg näc th« [6]. 

4138 

3965 

4914 
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3. X¸c ®Þnh sù cã mÆt cña cÇu ®isunphÝt 
trong ph©n tö cña c¸c tèc-xin ®· t¸ch ra  

§Ó x¸c ®Þnh cÊu tróc bËc mét cña c¸c tèc-
xin nhËn ®−îc, ®Çu tiªn lµ ph¶i tiÕn hµnh khö 
hãa vµ an-kin hãa chóng ®Ó gi¶i phãng c¸c cÇu 
®isunphÝt. V× vËy, chóng t«i ®· tiÕn hµnh khö 
hãa vµ an-kin hãa c¸c tèc-xin nh− m« t¶ trong 
phÇn ph−¬ng ph¸p vµ kÕt qu¶ ®−îc tr×nh bµy 
trong phÇn nµy cña bµi b¸o. §©y lµ b−íc ®Çu 
trong viÖc x¸c ®Þnh cÊu tróc cña chóng.  

KÕt qu¶ khö vµ an-kin hãa c¸c tèc-xin cho 
thÊy :  

- Tèc-xin 5 cã khèi l−îng ph©n tö 4326 Da; 
sau khö hãa vµ an-kin hãa, cã khèi l−îng ph©n 
tö 4684 Da, t¨ng lªn 356 Da, t−¬ng ®−¬ng víi 6 
nhãm C2H4NO (Mr = 58 Da; 356 : 58 = 6,14) ®· 
g¾n vµo c¸c gèc xystein. Nh− vËy, trong ph©n tö 
cña tèc-xin 5 cã 6 gèc xystein t¹o thµnh 3 cÇu 
®isunphÝt. 

- Tèc-xin 7 cã khèi l−îng ph©n tö 4058 Da; 
sau khö hãa vµ an-kin hãa, cã khèi l−îng ph©n 
tö 4423 Da, t¨ng lªn 351 Da, t−¬ng ®−¬ng víi 6 
nhãm C2H4NO (Mr = 58 Da; 351 : 58 = 6,05) ®· 
g¾n vµo c¸c gèc xystein. Nh− vËy, trong ph©n tö 
cña tèc-xin 7 cã 6 gèc xystein t¹o thµnh 3 cÇu 
®isunphÝt.  

- Tèc-xin 9 cã khèi l−îng ph©n tö 4916 Da; 
sau khö hãa vµ an-kin hãa, cã khèi l−îng ph©n 
tö 5330 Da, t¨ng lªn 413 Da, t−¬ng ®−¬ng víi 7 
nhãm C2H4NO (Mr = 58 Da; 413 : 58 = 7,1) ®· 
g¾n vµo c¸c gèc xystein. Nh− vËy, trong ph©n tö 
cña tèc-xin 9 cã 7 gèc xystein nh−ng t¹o thµnh 
3 cÇu ®isunphÝt.  

- Tèc-xin 13 cã khèi l−îng ph©n tö 4138 Da; 
sau khö hãa vµ an-kin hãa, cã khèi l−îng ph©n 
tö 4490 Da, t¨ng lªn 356 Da, t−¬ng ®−¬ng víi 6 
nhãm C2H4NO (Mr = 58 Da; 356 : 58 = 6,14) ®· 
g¾n vµo c¸c gèc xystein. Nh− vËy, trong ph©n tö 
cña tèc-xin 13 cã 6 gèc xystein t¹o thµnh 3 cÇu 
®isunphÝt.  

- Tèc-xin 19 cã khèi l−îng ph©n tö 3965 Da; 
sau khö hãa vµ an-kin hãa, nã cã khèi l−îng 
ph©n tö 4314 Da, t¨ng lªn 348 Da, t−¬ng ®−¬ng

víi 6 nhãm C2H4NO (Mr = 58 Da; 348 : 58 = 6) 
®· g¾n vµo c¸c gèc xystein. Nh− vËy, qua khö 
hãa vµ an-kin hãa, ®· x¸c ®Þnh ®−îc trong ph©n 
tö cña tèc-xin 19 cã 6 xystein t¹o thµnh 3 cÇu 
®isunphÝt.  

Nh− vËy, viÖc khö hãa vµ an-kin hãa cho 
thÊy trong ph©n tö cña c¸c tèc-xin 5, 7, 9, 13 vµ 
19 cã 3 cÇu ®isunphÝt, gièng nh− cÊu tróc cña 
c¸c n¬-r«-tèc-xin ng¾n cña näc bß c¹p.  

III. KÕt luËn 

1. Sö dông 600 mg, trong 1000 mg näc ®· 
thu ®−îc cña loµi bß c¹p n©u Lychas 
mucronatus, b»ng ph−¬ng ph¸p s¾c ký láng cao 
¸p phèi hîp víi khèi phæ vµ c¨n cø vµo khèi 
l−îng ph©n tö ®· biÕt cña c¸c tèc-xin, chóng t«i 
®· t¸ch vµ lµm s¹ch c¸c tèc-xin 5, 7, 9, 13 vµ 19 
tõ näc th« cña loài bß c¹p nµy.  

2. KÕt qña khö hãa vµ an-kin hãa c¸c tèc-
xin nµy cho thÊy, trong ph©n tö cña chóng, cã 3 
cÇu ®isunphÝt; tÝnh chÊt nµy ®Æc tr−ng cho tÝnh 
chÊt cÊu tróc cña c¸c n¬-r«-tèc-xin cña näc bß 
c¹p.  
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Isolation, purification and preliminary  
structural determination of the toxins  

from scorpion Lychas mucronatus 

Hoang Ngoc Anh, Dang Tran Hoang, Truong Nam Hai, Fournier A.  

Summary 

Our study has showed that the scorpion species H. petersii petersii was abundant in the Dacnong 
province, but the scorpion one L. mucronatus many distributed in the Tayninh, Binhphuoc and Baria-Vungtau 
provinces. Five neurotoxins were isolated, purified and identified from the venom of L. mucronatus by using 
the RP-HPLC on C18 column and Mass-Spectrum. These isolated toxins had molecular masses as: 4326 Da, 
4060 Da, 4914 Da, 4138 Da and 3965 Da respectively, that were similar to the molecular masses of the known 
toxins 5, 7, 9, 13 and 19 [6]. The structural determination of these toxins showed that in their molecules, there 
were three disulfide bridges what were typical for the short scorpion neurotoxins.  

Ngµy nhËn bµi: 4-2-2005 

 


