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　　摘要：为检测牛、羊等反刍动物的气肿疽梭菌，筛选出更为特异、敏感的ＰＣＲ检测方法，分别以ｆｌｉＡ（Ｃ）、ｎａｎＡ、ｃｃｔＡ
为靶基因进行ＰＣＲ检测，并对其敏感性、特异性等方面进行比较。结果表明，以ｃｃｔＡ为靶基因的ＰＣＲ检测方法敏感性
最高，最小检测ＤＮＡ量为１２．３０×１０－５ｐｇ／μＬ；以ｆｌｉＡ（Ｃ）、ｎａｎＡ为靶基因的ＰＣＲ检测方法敏感性较低，最小检测ＤＮＡ
量为０．１２３ｎｇ／μＬ；３种靶基因引物菌未扩增出Ｄ型产气荚膜梭菌、Ｅ型产气荚膜梭菌、腐败梭菌、巴氏杆菌等基因片
段，具有较好的特异性。本试验为气肿疽的快速诊断提供了更为敏感、特异的检测技术。
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　　气肿疽别称黑腿病，是由气肿疽梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｃｈａｕ
ｖｏｅｉ）引起的牛、羊等反刍动物的急性、热性、败血性传染
病［１］。动物感染气肿疽梭菌的典型症状为触诊肌肉部位有

捻发音，穿刺或切开肿胀处如同天然孔，流出泡沫样的暗红色

血液［２－３］。气肿疽呈散发性流行或地方性流行，一年四季均

可发病，尤以炎热干旱的夏季容易发生，冬季则较少见。气肿

疽梭菌的芽孢具有很强的存活力，可在土壤中存活５年之久，
在腐败的尸体中也可存活３个月，因此难以从根本上预防并
控制本病的发生和流行，使畜牧业蒙受巨大的经济损失［４－５］。

本试验根据ＧｅｎＢａｎｋ上已公布的气肿疽梭菌 ｆｌｉＡ（Ｃ）基因序
列（ＡＢ０５８９３１）、ｎａｎＡ基因序列（ＦＭ２１３０８２）、ｃｃｔＡ基因序列
（ＪＱ６９２５８３）设计了３对引物，并从特异性、敏感性方面对建
立的ＰＣＲ检测方法进行比较分析，以期为气肿疽的快速诊断
筛选出更简便、快捷、高效的检测技术。

１　材料与方法

１．１　模板与试剂
以气肿疽梭菌标准株 Ｃ５４－１全基因组 ＤＮＡ为模板。

ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶购自大连宝生物工程有限公司；ＮＩ－ＤＬ
３０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自 ＮｅｗｂｉｏＩｎｄｕｓｔｒｙ公司；Ｄ型产气荚膜
梭菌、Ｅ型产气荚膜梭菌、腐败梭菌、巴氏杆菌均由延边大学
预防兽医学实验室保存。其他试剂均为国产分析纯。

１．２　引物设计与合成
根据ＧｅｎＢａｎｋ上已公布的气肿疽梭菌 ｆｌｉＡ（Ｃ）基因序列

（ＡＢ０５８９３１）、ｎａｎＡ基因序列（ＦＭ２１３０８２）、ｃｃｔＡ基因序列
（ＪＱ６９２５８３），采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计３对特异性引
物（表１），由北京新产业公司合成。

表１　试验所用引物及ＰＣＲ产物大小

基因序列 上游引物 下游引物 ＰＣＲ产物大小（ｂｐ）
ｆｌｉＡ（Ｃ） ５′－ＡＧＴＴＡＴＴＡＧＡＴＧＧＴＧＧＴＴＴＣ－３′（Ｐ１） ５′－ＡＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＴＣＣＴＴＡ－３′（Ｐ２） ７５０
ｎａｎＡ ５′－ＣＡＧＧＴＧＡＡＡＣＴＡＣＡＧＣＧＡＡＡＧ－３′（Ｐ３） ５′－ＴＣＣＴＧＧＴＣＣＴＧＴＴＣＣＴＡＡＡＡ－３′（Ｐ４） ７０４
ＣｃｔＡ ５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＧＴＧＧＧＴＡＴＴＡＴＣＡＡＧＣ－３′（Ｐ５） ５′－ＣＣＣＴＣＧＡＧＡＧＴＴＣＣＴＴＴＴＧＧＴＧＣ－３′（Ｐ６） ５０１

１．３　ＤＮＡ模板的制备及浓度测定
采用酚 －三氯甲烷抽提法提取气肿疽梭菌菌体核酸

ＤＮＡ，并用紫外分光光度仪测定其浓度。
１．４　ＰＣＲ反应

以气肿疽梭菌标准株 Ｃ５４－１全基因组 ＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ反应，反应体系：１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、ｄＮＴＰ２μＬ、ＤＮＡ模板
２μＬ、上下游引物各１μＬ（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）、ｒＴａｑ０．２５μＬ，用水补

齐至２５μＬ。以ｆｌｉＡ（Ｃ）、ｎａｎＡ、ｃｃｔＡ为靶基因，优化后的扩增程
序为：９５．０℃预变性５ｍｉｎ；９５．０℃变性４５ｓ，４３．４℃退火
４５ｓ，７２．０℃延伸４５ｓ，３５个循环；７２．０℃延伸１０ｍｉｎ，４．０℃反
应结束。９５．０℃预变性５ｍｉｎ；９５．０℃变性４５ｓ，４２．５℃退火
４５ｓ，７２０℃延伸４５ｓ，３５个循环；７２．０℃延伸１０ｍｉｎ，４．０℃ 反
应结束。９５．０℃预变性５ｍｉｎ；９５．０℃变性４５ｓ，４８８℃退火
４５ｓ，７２．０℃延伸４５ｓ，３０个循环；７２．０℃延伸１０ｍｉｎ，４．０℃ 反
应结束。采用１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果。
１．５　特异性试验

以Ｄ型产气荚膜梭菌、Ｅ型产气荚膜梭菌、腐败梭菌、巴
氏杆菌的基因组ＤＮＡ为模板，以灭菌去离子水为阴性对照，
分别用３对特异性引物进行ＰＣＲ扩增，以判断其特异性。
１．６　敏感性试验

提取气肿疽梭菌菌体 ＤＮＡ并测其 Ｄ２６０ｎｍ值，将 ＤＮＡ模
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板按１∶１０比例连续稀释后，分别用 ３对特异性引物进行
ＰＣＲ扩增。采用１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果，以确
定ＰＣＲ方法的敏感性。

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ的浓度
提取气肿疽梭菌标准株Ｃ５４－１菌体ＤＮＡ后，采用紫外分光

光度计测定其Ｄ２６０ｎｍ值，计算得到ＤＮＡ浓度为１２．３ｎｇ／μＬ。
２．２　特异性试验结果

分别以气肿疽梭菌、Ｄ型产气荚膜梭菌、Ｅ型产气荚膜梭
菌、腐败梭菌、巴氏杆菌的基因组ＤＮＡ为模板，以灭菌去离子
水为阴性对照，按照“１．４”节的扩增体系和反应条件，采用３

对特异性引物进行ＰＣＲ扩增，并采用１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳
检测结果。结果（图１）显示，气肿疽梭菌扩增出了特异性目
的条带，而其他均未出现目的条带，表明３种靶基因的 ＰＣＲ
检测方法均具有较好的特异性。

２．３　敏感性试验结果
将气肿疽梭菌菌体ＤＮＡ标准品按１∶１０比例稀释后，采

用上述 ＰＣＲ方法进行扩增，并采用琼脂糖凝胶电泳检测结
果。结果（图２）显示，３种靶基因的 ＰＣＲ检测方法中，以 ｃｃｔＡ
为靶基因的 ＰＣＲ方法敏感性最高，最小检测 ＤＮＡ量为
１２．３０ｆｇ／μＬ；以ｆｌｉ（Ａ）、ｎａｎＡ为靶基因的 ＰＣＲ方法敏感性较
低，最小检测ＤＮＡ量同为１２３．０ｐｇ／μＬ。

３　结论与讨论

目前，诊断牛、羊等反刍动物的气肿疽病主要采用间接

ＥＬＩＳＡ、普通ＰＣＲ、实时荧光定量 ＰＣＲ、套式 ＰＣＲ、二重 ＰＣＲ、
多重实时定量ＰＣＲ等分子生物学诊断方法［６－１１］。ＰＣＲ检测
方法因其特异性强、灵敏度高而被广泛采用，但由于不同基因

的开放阅读框稳定性不同，其特异性、敏感性受到不同程度的

影响；因此，有必要筛选出特异性好、敏感度高的气肿疽病

ＰＣＲ诊断方法。
近年来，Ｍｏｕｓｓａ报道的气肿疽梭菌鞭毛蛋白不仅是一种

重要的保护性抗原，也是引起生物体感染和发病的重要毒力

因子［１２］。唾液酸酶别称神经氨酸酶、ＮａｎＡ，分子质量为
８１ｋｕ，编码７２２个氨基酸，是由２个分子质量为７２ｋｕ的多肽
所组成的１５０ｋｕ的二聚体。该酶可作为反刍动物抵抗病原
体入侵、防治黑腿病感染的优秀候选基因［１３］。气肿疽梭菌细

胞毒素Ａ（ＣｃｔＡ）是Ｆｒｅｙ等通过全基因序列分析得出的一种
新型蛋白质毒素，该毒素是细菌毒素的杀白细胞素总科、β－
微孔形成毒素家族中的一种。细胞毒素 Ａ是气肿疽梭菌的
主要细胞毒素和溶血素，也是黑腿病疫苗研究中极具价值的

候选基因［１４］。本试验根据 ＧｅｎＢａｎｋ上已公布的气肿疽梭菌

ｆｌｉＡ（Ｃ）基因序列（ＡＢ０５８９３１）、ｎａｎＡ基因序列（ＦＭ２１３０８２）、
ｃｃｔＡ基因序列（ＪＱ６９２５８３）设计了３对引物，并从特异性、敏感
性方面对建立的ＰＣＲ检测方法进行比较分析。结果表明，３对
引物均具有较强的特异性，而以ｃｃｔＡ为靶基因设计的引物最为
敏感，其最小检测ＤＮＡ量为１．２３０×１０－５ｐｇ／μＬ。本试验通过
比较不同靶基因ＰＣＲ检测方法，筛选出以ｃｃｔＡ为靶基因引物
的ＰＣＲ方法，为气肿疽病临床诊断提供了可靠技术手段。
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金雀异黄素壳聚糖纳米粒子体外释放动力学研究

陈　圆１，张　龙１，２，王　莹２，刘天晴２

（１．江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００；２．扬州大学化学化工学院，江苏扬州２２５００２）

　　摘要：采用透析法考察不同介质ｐＨ值和离子浓度对金雀异黄素壳聚糖纳米粒子体外释放的影响，并采用零级动
力学方程、一级动力学方程、Ｈｉｇｕｃｈｉ方程和双相动力学方程，对纳米粒子的体外释放动力学进行探讨。结果表明，该
纳米粒子的体外释放与介质ｐＨ值和离子浓度有关，随着介质ｐＨ值增大，纳米粒子中药物释放量减少；随着介质中离
子浓度的增大，纳米粒子的释药量相应增大。释药数据拟合显示，金雀异黄素对照品在含４０％乙醇的磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）中的体外释放符合零级动力学方程，呈线性释放，释放速率常数为０．１２２ｍｉｎ－１；而该纳米粒子在释放介质中的
释药行为符合双相动力学方程，先快速释药，后缓慢释放，释放速率常数分别为０．１１０、０．０３２ｍｉｎ－１。
　　关键词：金雀异黄素；壳聚糖；纳米粒子；释放动力学；释放速率常数
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　　目前，药物释放研究大致可分为混合药膜体系和大分子
药物体系，其中，前者是使药物物理分散在生物大分子中，即

用生物大分子来包裹药物，这类药物在溶出过程中必须通过

生物大分子载体，并在载体完全降解后才得以全部释放；而后

者是通过可降解生物大分子与药物分子之间化学相互作用形

成化学键，这类药物释药必须通过酶解或水解来进行。

壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ）［１－４］作为一种天然生物材料，因其具有
良好的生物相容性和可降解性，在医药领域的应用研究中，已

成为新型的纳米药物载体。金雀异黄素是一种存在于豆科植

物中的天然异黄酮化合物，具有广泛的抗肿瘤药理活性。文

献［５］研究了金雀异黄素壳聚糖纳米粒子的制备与性能表

征，发现该纳米粒子不仅具有良好的负载能力，还具有良好的

缓释性能。然而，金雀异黄素壳聚糖纳米粒子的具体释药模

型还有待进一步阐释。目前，药物体外释放模型归纳起来可

分为动力学模型、概率分布模型、多项式模型、Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型、
Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型、Ｈｉｇｕｃｈｉ模型等。本研究运用常用的零级动力
学［６］、一级动力学［７］、Ｈｉｇｕｃｈｉ动力学［８－１０］和双相动力学模型

对金雀异黄素壳聚糖纳米粒子的体外释放进行拟合，探讨其

释放动力学行为。

１　试验部分

１．１　试剂
乙醇（ＡＲ，国药集团化学试剂有限公司产品），磷酸盐缓

冲液（Ｓｉｇｍａ公司产品），金雀异黄素（９９％，上海融合医药科
技发展有限公司产品），金雀异黄素壳聚糖纳米粒（自制），去

离子水。

１．２　金雀异黄素壳聚糖纳米粒子的体外释放性能测定
采用透析法研究不同介质ｐＨ值和离子浓度对金雀异黄

素纳米粒体外释放性能，释放试验同文献［５］所述，用
ＵＶ－２５５０型紫外可见分光光度计（日本岛津公司）测定所取
样液中药物的含量，进而计算累积药物释放量（Ｑ）。
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