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　　摘要：梭菌毒素作为产气荚膜梭菌的主要致病因子可引起家畜的多种疾病，其中β１毒素和β２毒素是由Ｃ型菌产

生的２种引起动物坏死性肠炎的主要致病因子。基因工程重组毒素蛋白已作为潜在候选疫苗用于预防该菌所引起的
多种传染性疾病，大肠杆菌不耐热肠毒素Ｂ亚单位（ＬＴＢ）是一种常用的黏膜免疫佐剂。本研究将 ｌｔｂ－ｃｐｂ２－ｃｐｂ１及

ｌｔｂ－ｃｐａ融合基因进行ＩＰＴＧ的诱导表达，制备了包涵体粗提物，并对小白鼠进行免疫攻毒试验及其免疫后抗原免疫
保护期的免疫原性的研究。结果显示，经ＬＴＢ－ＣＰＢ２Ｂ１及ＬＴＢ－ＣＰＡ重组蛋白免疫后的小白鼠在第２８、第５６天时用

产气荚膜梭菌强毒攻击，可获得很好的保护，产气荚膜梭菌毒素与 ＬＴＢ融合基因重组菌株能够有效刺激免疫小白鼠
产生特异性抗体。说明该重组菌株可以作为预防产气荚膜梭菌所引起疾病的候选菌株。
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　　产气荚膜梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｐｅｒｆｒｉｎｇｎｓ）属腐生性厌氧芽孢
致病菌，在土壤中广泛存在，具有广泛的疫源地，是引起动物

出血性坏死性肠炎、肠毒血症以及人类食物中毒、创伤性气性

坏疽的主要病原菌之一，主要引起动物猝死症和肠毒血

症［１］。该菌分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ等５型，其致病因子主要是菌
体产生的外毒素，各种毒素引起的动物猝死症和幼畜出血性

坏死性肠炎（羔羊痢疾、犊牛肠毒血症等）是一类世界性的人

兽共患传染病，在我国广大牧区的流行十分严重，有较高的发

病率（３０％～８０％）和死亡率（１０％～３０％），即使是病愈存活
的幼畜，其生长发育和生产性能也会受到严重的影响，给畜牧

业造成巨大的经济损失，对我国畜牧业生产构成严重威

胁［２］。该菌的免疫预防是控制这类疾病的最佳选择。安全

高效预防产气荚膜梭菌的基因工程疫苗市场前景广阔。

β１毒素是多种产气荚膜梭菌的一种重要的致死性毒素，
能引起仔猪出血性坏死性肠炎。Ｈｕｎｔｅｒ等首先克隆了 β１毒
素基因，其大小为１．０ｋｂ，分子量为３４ｋｕ，但它在种族菌株中
常以多聚体形式存在［３］。许崇波等将从 Ｃ型产气荚膜梭菌
中克隆的β毒素基因与大肠杆菌耐热肠毒素基因（ＳＴ）融合，
成功表达出了相应的融合蛋白，该表达产物免疫小白鼠后，可

诱发机体产生中和抗体［２］。１９９７年法国巴斯德研究所的
Ｇｉｂｅｒｔ等首次报道，从１株分离自仔猪坏死性肠炎病例的 Ｃ
型产气荚膜梭菌（ＣＷＣ２４５）的培养上清中纯化到一种 β２毒
素，结果表明，β２毒素的基因序列与 β１毒素及其他已知的产

气荚膜梭菌毒素的序列没有明显的同源性，但具有同样的生

物学活性，它们都可导致肠壁的出血和坏死，对小白鼠均有致

死活性；而且β２毒素和 β１毒素的免疫学相关性较差
［４］。王

玉炯等已克隆了β１毒素基因和 β２毒素基因，并测定了其核
苷酸序列［５］，Ｚｅｎｇ等将从Ｃ型产气荚膜梭菌中克隆的 α、β１、
β２毒素基因融合，成功表达出了相应的融合蛋白，该表达产
物免疫小白鼠、牛及猪后，可诱发机体产生中和抗体［６］。

大肠杆菌热不稳定性肠毒素（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｈｅａｔ－ｌａｂｉｌｅ
ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ，ＬＴ）是由大肠杆菌产毒株合成的一种毒素，是继霍
乱弧菌肠毒素 ＣＴＢ后发现的一种新公认的强效黏膜免疫原
和黏膜免疫佐剂，该毒素及其亚单位在过去２０年中研究范围
较广［７］。ＬＴ的作用与其 Ａ、Ｂ亚单位紧密联系。ＬＴＡ特有
ＡＤＰ核糖基化活性，可致肠上皮细胞持续合成 ｃＡＭＰ和大量
电解质及肠液的分泌，引起腹泻；ＬＴＢ与表达于细胞表面的
ＧＭ１神经节苷脂及其受体有极高亲和力，在 ＬＴ的免疫原性
和佐剂作用中扮演极重要的角色［８］。将其与目的抗原混合

或与目的抗原偶联起来免疫动物，可促进黏膜细胞对目的抗

原的摄取，激发机体的免疫应答。ＬＴＢ还具有消除机体对免
疫抗原的耐受，诱发机体对免疫抗原的长期记忆［９］，所以 ＬＴＢ
不但对有大肠杆菌热不稳定性肠毒素所引起的腹泻具有一定

预防作用，也可作为免疫佐剂加强其他抗原的免疫应答。为了

充分发挥ＬＴＢ的免疫佐剂作用和免疫原性，利用基因工程可
构建抗原融合蛋白、纯化重组ＬＴＢ与其他抗原协同诱发免疫
机体的免疫应答反应。在人口腔常驻菌戈登变形链球菌表面

表达的ＬＴＢ－Ｍ６融合蛋白，刺激ＢａｌＢ／Ｃ小白鼠高水平的局
部和系统免疫反应。Ｒａｓｋ等以人丙种球蛋白模拟蛋白抗原与
ＬＴＢ混合或化学偶联，再与无毒ＬＴ联合时诱导的免疫反应也
大大增强［９］。将ＬＴＢ的编码基因导入载体ｐＮＵ２１２后，在短杆
菌中高水平表达，这种重组 ＬＴＢ的氨基酸序列、分子量、ＧＭ１
黏结能力与天然ＬＴＢ几乎相同，有良好应用前景［１０］。
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笔者所在实验室已利用基因工程技术构建了 β２－β１毒
素融合基因并在大肠杆菌中得到了表达，同时还进行了免疫

原性研究［１１］。在研究中发现，该基因工程灭活疫苗还存在免

疫原性不稳定、免疫效果与生产工艺密切相关等问题。ＬＴＢ
是一种常用的黏膜免疫佐剂，由于ＬＴＢ与靶细胞神经节苷脂
结合的功能，常作为抗原载体，与抗原联合时以佐剂作用加强

免疫细胞对抗原的摄取［１０］。本研究构建了ｌｔｂ－ｃｐｂ２－ｃｐｂ１融
合基因，在大肠杆菌中实现了表达，并以融合蛋白作为免疫原

进行小白鼠免疫攻毒试验，获得了理想的保护效果。该研究为

生产工艺简化的产气荚膜梭菌疫苗提供良好的候选菌株，最终

解决了仔猪红痢和反刍动物坏死性肠炎或肠毒血症免疫预防

这一难题。

１　材料与方法

１．１　菌株
受体菌ＢＬ２１（ＤＥ３）（ＬＴＢ－ＣＰＡ）（含 ｌｔｂ－ｃｐａ融合基因）、

ＢＬ２１（ＤＥ３）（ＬＴＢ－ＣＰＢ２Ｂ１）（含 ｌｔｂ－ｃｐｂ２－ｃｐｂ１融合基因）由
西部特色生物资源保护与利用教育部重点实验室构建并保存；

Ｃ型产气荚膜梭菌强毒株Ｃ５９－４４购自中国兽药监察所。
１．２　试验动物

１８～２０ｇＩＣＲ小白鼠购自宁夏医学院实验动物中心。
１．３　试验方法
１．３．１　免疫用抗原的制备
１．３．１．１　ＬＴＢ－ＣＰＡ及ＬＴＢ－ＣＰＢ２－ＣＰＢ１融合蛋白的表达及
包涵体的纯化　取ＢＬ２１（ＤＥ３）（含ＬＴＢ－ＣＰＡ质粒）、ＢＬ２１（ＤＥ３）
（含ＬＴＢ－ＣＰＢ２Ｂ１质粒）冻存菌种各１支，在含 ３０μｇ／ｍＬ卡
那霉素 的ＬＢ平板上划线，挑取 ＬＢ平板的单个菌落，接种于
２５ｍＬ含３０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＬＢ试管中，于３７℃下振荡至
Ｄ６００ｎｍ值达１０为止，加ＩＰＴＧ诱导４ｈ，取 ２５ｍＬ以超声破碎
仪超声处理５个１０ｓ后，洗涤沉淀，获得融合蛋白的包涵体；
将制备的ＬＴＢ－ＣＰＡ及 ＬＴＢ－ＣＰＢ２－ＣＰＢ１包涵体粗提物以
ＢＣＡ蛋白定量法定量后用灭菌生理盐水稀释，按质量比１∶１
均匀混合，至终浓度为２ｍｇ／ｍＬ，作为免疫用抗原［１２］。

１．３．１．２　ＣＰＡ及 ＣＰＢ２－ＣＰＢ１包涵体的制备及化学佐剂的
添加　取ＢＬ２１（ｐＣＰＡ）、ＢＬ２１（ｐＣＰＢ２Ｂ１）冻存菌种各１支，在
含３０μｇ／ｍＬ卡那霉素的 ＬＢ平板上划线，制备包涵体，ＢＣＡ
法定量。将制备好的ＣＰＡ及ＣＰＢ２－ＣＰＢ１包涵体粗提物用灭
菌生理盐水稀释，按质量比 １∶１均匀混合，至终浓度为
２ｍｇ／ｍＬ，加入氢氧化铝凝胶至终浓度为１０％，作为对照组小
白鼠免疫用抗原［１２］。

１．３．２　Ｃ型产气荚膜梭菌毒素粗提物的制备及 ＩＣＲ小白鼠
ＬＤ１００测定　将Ｃ型产气荚膜梭菌强毒株（Ｃ５９－４４）接种于肝
片肉汤厌氧培养基中，３７℃过夜培养；４℃ ５０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，以０．４４μｍ微孔滤膜过滤除菌制成毒素粗提物；将毒
素粗提物用灭菌生理盐水稀释 １０倍后以不同剂量（０．０１、
００２、０．０５、０．１、０．２、０．５ｍＬ原液）分别腹腔注射６组ＩＣＲ小
白鼠，每组４只；４８ｈ后观察各组小白鼠死亡情况，确定 ＩＣＲ
小白鼠ＬＤ１００

［１３］。

１．３．３　小白鼠免疫接种　取１８～２０ｇ雌性小白鼠１８０只，
随机分成９组，每组２０只，其中第１、第２、第３组皮下注射
ＬＴＢ－ＣＰＡ、ＬＴＢ－ＣＰＢ２Ｂ１包涵体抗原各０．５ｍＬ，第４、第５、

第６组小白鼠腹腔注射 ＬＴＢ－ＣＰＡ、ＬＴＢ－ＣＰＢ２Ｂ１包涵体抗
原各０．５ｍＬ，第７、第８组小白鼠腹腔注射ＣＰＡ、ＣＰＢ２Ｂ１包涵
体氢氧化铝胶体抗原０．５ｍＬ，第９组小白鼠皮下注射相同剂
量生理盐水（对照），间隔１４ｄ进行二免。
１．３．４　小白鼠攻毒保护试验　将毒素粗提物以１×ＬＤ１００剂
量分别对第１、第４、第７组免疫小白鼠进行攻毒，以２×ＬＤ１００
剂量对第２、第５、第８组免疫小白鼠进行攻毒，同时以１×
ＬＤ１００剂量注射对照组小白鼠，４８ｈ后观察各组小白鼠的死亡
情况，观察免疫保护效果。

１．３．５　解剖学检查　取生理盐水组攻毒死亡后的小白鼠和
免疫组攻毒后未死亡的小白鼠，进行解剖观察。

１．３．６　ＬＴＢ－ＣＰＡ、ＬＴＢ－ＣＰＢ２Ｂ１融合蛋白免疫小白鼠免疫
保护期初步测定　初次免疫 ５６ｄ后，将毒素粗提物以 １×
ＬＤ１００剂量对第３、第６组免疫小白鼠腹腔注射进行攻毒，４８ｈ
后观察各组小白鼠死亡情况及免疫保护效果。

２　结果与分析

２．１　Ｃ型产气荚膜梭菌毒素粗提物的制备及 ＩＣＲ小白鼠
ＬＤ１００的测定

将毒素粗提物用灭菌生理盐水稀释１０倍后以不同剂量
（０．０１、０．０２、０．０５、０．１、０．２、０．５ｍＬ原液）分别腹腔注射６组
ＩＣＲ小白鼠，每组４只；４８ｈ后观察各组小白鼠死亡情况，确
定Ｃ型产气荚膜梭菌培养上清的ＬＤ１００为０．０５ｍＬ（表１）。

表１　Ｃ型产气荚膜梭菌培养上清的ＬＤ１００测定结果

注射剂量

（ｍＬ）
存活数量／试验数量

（只）

０．０１ ２／４
０．０２ １／４
０．０５ ０／４
０．１０ ０／４
０．２０ ０／４
０．５０ ０／４

２．２　重组菌株表达产物的小白鼠攻毒保护性分析结果
从表２可看出，ＬＴＢ－ＣＰＡ与 ＬＴＢ－ＣＰＢ２Ｂ１融合蛋白联

合作用时对产气荚膜梭菌毒素的保护效果很好，抵御 １×
ＬＤ１００与２×ＬＤ１００毒素攻击时的保护率均达１００％；与氢氧化
铝胶体作用化学佐剂添加组的保护效果相当。皮下免疫途径

与腹腔免疫途径未发现有差异。从攻毒保护结果可看出，初

次免疫５６ｄ后，用１×ＬＤ１００剂量的Ｃ５９－４４强毒株毒素进行
攻毒，免疫组小白鼠依然具有较高的保护率，与初免后２８ｄ
攻毒保护率相差不大，表明该ＬＴＢ－ＣＰＡ及ＬＴＢ－ＣＰＢ２Ｂ１融
合蛋白的免疫原性较好，ＬＴＢ能诱发机体产生针对免疫抗原
的长期免疫应答，对小白鼠免疫保护期至少为２个月。
２．３　解剖学检查结果

取生理盐水组攻毒死亡后的小白鼠和免疫组攻毒后未死

亡的小白鼠进行剖检，结果显示病变主要在回肠和空肠部分。

攻毒死亡小白鼠肠壁脆弱、扩张、充满气体，内有黑褐色肠容

物，可出现肠壁出血；对照组空肠肠壁菲薄，黏膜充血。而氢

氧化铝胶体佐剂组小肠虽未有病变，但脾脏肿大，组织间有粘

连现象出现，而ＬＴＢ作为免疫佐剂组与正常小白鼠结果没有
肉眼可见的差别（图１）。
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表２　免疫小白鼠Ｃ型产气荚膜梭菌毒素攻毒保护性试验结果

试验组

存活率（％）
ＬＴＢ－ＣＰＡ加ＬＴＢ－ＣＰＢ２Ｂ１

皮下免疫

ＬＴＢ－ＣＰＡ加ＬＴＢ－ＣＰＢ２Ｂ１
腹腔免疫

ＣＰＡ＋ＣＰＢ２Ｂ１
包涵体加铝胶免疫组

生理盐水

１×ＬＤ１００ａ １００ １００ １００ ０
２×ＬＤ１００ａ １００ １００ １００ ０
１×ＬＤ１００ｂ １００ １００ １００ ０

　　注：ａ表示末次免疫１４ｄ后的攻毒结果；ｂ表示末次免疫４２ｄ后的攻毒结果；ｎ＝２０只。

３　结论与讨论

随着生物技术的发展，利用重组蛋白制备安全、高效及价

廉的人或动物疫苗的研究正受到人们越来越广泛的关注。产

气荚膜梭菌毒素是通过黏膜系统感染机体、动物及人体的小

肠黏膜后引起机体一系列的毒性反应。而在机体黏膜微环境

中会产生分泌型 ＩｇＡ（ｓＩｇＡ）及特异的免疫淋巴细胞，从而构
成机体抵御病原体感染的第一道防线［１２］。大肠杆菌热不稳

定性肠毒素是继霍乱弧菌肠毒素 ＣＴＢ后发现的一种公认的
新的强效黏膜免疫原和黏膜免疫佐剂，该毒素及其亚单位在

过去２０年中研究较广［７］。其中，ＬＴＢ与表达于细胞表面的
ＧＭ１神经节苷脂及其受体有极高的亲和力，在 ＬＴ的免疫原
性和佐剂作用中扮演着极其重要的角色［８］。

本试验结果表明，ＬＴＢ作为免疫佐剂与 ＣＰＡ或 ＣＰＢ１、
ＣＰＢ２融合时能促进免疫动物的黏膜细胞对目的抗原的摄取，
发挥良好的免疫佐剂效应，从而使免疫动物抵御１×ＬＤ１００与
２×ＬＤ１００毒素攻击时的保护率均达到１００％；与氢氧化铝胶体
作用化学佐剂添加组的保护效果相当。众所周知，化学佐剂

虽有加强抗原免疫应答的能力，但其本身的毒性也不容忽视，

注射于动物机体中常常会在注射部位形成肉芽肿，若注射于

腹腔，常会引起动物炎性反应而使组织器官粘连，免疫动物常

常较为痛苦；而ＬＴＢ本身即为蛋白，不但对机体的刺激性较
小，而且可以作为产肠毒性大肠杆菌的部分抗原。本试验选

取了皮下免疫与腹腔免疫２种免疫途径，但未发现二者有所
差异，其原因有待深入研究。
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