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!摘!要"!就腐败梭菌
$

毒素的理化性质'生物学特性'结构与功能'致病机制'免疫原性和应用等

方面国内外的研究进展进行了概述!以期为腐败梭菌病的防治以及其病原的其他研究提供借鉴$
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!! 腐败梭菌"&-'>1*,2,"?>)(1,"?#是一种革兰氏

阳性厌氧杆菌!可引起多种动物的恶性水肿'肌肉

坏死'气性坏疽以及坏死性肠炎等疾病% 该菌能够

产生
$

'

&

'

(

和
'

四种外毒素!其中
$

毒素是其主

要的致死性毒力因子($ 1")

%

$

毒素的研究对由腐

败梭菌引起的疾病的防治'致病机理以及相关分子

生物学的研究都具有重要的意义% 本文从理化性

质'生物学特性'结构与功能和致病机制等方面就

当前
$

毒素的研究进展进行了概述%

@A理化及生物学特性

$

毒素是一种蛋白质性外毒素!等电点"+.#为

34&!以分子量 &5 (&3 b^的低活性或无活性的前

体毒素形式分泌后!经胰蛋白酶'蛋白酶 ]和糜蛋

白酶等蛋白酶在其 ,端水解 &) 个氨基酸后!形成

大小约 &$ (&& b^的活化形式(% 1&)

%

$

毒素可形成

浓度依赖性的分子量大约 "%# b^的寡聚体())

!这

种寡聚体对温度和十二烷基磺酸钠"0 0̂#均耐受

而不解聚(5)

% 该毒素易受热失活!经 #4)\ (#43\

的甲醛溶液 %' c处理 % (5 W后可脱毒成为类毒素%

$

毒素具有溶血'细胞毒性'坏死和致死等生

物活性(')

!对常见试验用细胞如 ,G̀ '7QTF';̂ ,]

和人的上皮细胞等均有毒性(3 16)

!消化道内能使消

化道粘膜"尤其是真胃粘膜#发生炎症和坏死!经血

液循环进入体内!刺激中枢神经系统!会引起羊只

急性休克而迅速死亡%

$

毒素的溶血活性约为

$4) =$#

5

(" =$#

'

J*AK!静脉注射对小鼠的 >̂

)#

约

为 $#

!

K*bK体重(&! 5)

% 温度和蛋白酶均会影响其

溶血活性% 胰蛋白酶'糜蛋白酶和氨酰酞内切酶等

处理后可提高毒素的溶血活性($#)

&当温度
&

$) c

时!溶血活性明显受到抑制!& c条件下仅少部分

甚至完全不溶血!当温度
"

") c时!可以充分溶

血($$)

% ,9U?QTB<Q>]Q<<QWX

($)报道!

$

毒素对有核

*%)*
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细胞的细胞毒性与其毒力具有良好的相关性!而溶

血活性与毒力的相关性则较差% 因而!体外细胞毒

性试验可以替代小鼠毒性试验用于毒素毒力的测

定(3)

% .A9K9[98等通过原核表达系统获得的重组

$

毒素!多数都能保持与天然毒素相似的生物学

特性($")

%

BA结构与功能

$

毒素的基因含有 $%"6 NS 编码序列!编码

&&% 个氨基酸!表达分子量大约 &6 b^的蛋白

质($")

!氨基端的前 %$ 个氨基酸为信号肽序列%

该毒素与嗜水气单胞菌的气溶素在序列'晶体结

构和生物学功能等方面均相近!二者 L̂2序列的

相似 度 达 '"\% 就 其 功 能 位 点 研 究 表 明!

]]--_]-

%63

07̂ 片段上第 %63 位的精氨酸!对于

$

毒素蛋白酶的体外活化是必不可少的!这一位

点的显著特点是含有 -_]-真核弗林蛋白酶

"VHTB<#识别位点!前体毒素被胰蛋白酶或是弗林

蛋白酶水解后形成 &$ (&& b^的活化形式(%)

!和

一个小分子的前肽% 前肽作为分子伴侣不仅可以

维持
$

毒素前体的稳定!还能促使
$

毒素在细胞

膜上穿梭运动来发挥细胞穿孔活性())

% 靠近,端

富 含 色 胺 酸 的 %#"L_g0@P P̂]P7%$" 上的

P P̂qP 片段是
$

毒素与受体糖基磷脂酰肌

醇"_+.#锚定蛋白的结合位点(6)

!第 35 位的半胱

氨酸也决定
$

毒素与其受体的结合!若该位点突

变将失去受体结合的能力($%)

% 双亲性跨膜结构

"#&]._7]80a]7_>@2.2̂ 0]7@80a@aL2@"%$

是
$

毒素在细胞膜上穿孔的主要功能区($! $&)

% 另

外!研究表明将 0$36,*0"%3,两个氨基酸突变后!

$

毒素失去细胞毒性($))

!因而这两个氨基酸同样对

毒素生物活性的维持意义重大%

$

毒素含有与气溶素相近的大结构臂!却不包

含气溶素相应区域的小结构臂% B̂QS 等($5)将气溶

素的小结构臂重组到
$

毒素上!获得了类气溶素的

七聚体!并具备与气溶素相同的功能!证明
$

毒素

和气溶素的大结构臂都是可以作为与 _+.结合的

配体% 以气溶素晶体结构为模型!预测
$

毒素的空

间结构!得到 $̂' "̂ 和 %̂ 三个结构域"图 $#

($%)

%

通过定点突变推测
$

毒素的受体结合位点'寡聚体

形成活性位点和穿孔细胞毒性位点以及跨膜结构

域的研究发现$删除位于 "̂ 的双亲性
&

发夹跨膜

区不会明显改变
$

毒素分子的正常折叠!且能保持

完整的受体结合'蛋白酶水解活化以及形成膜穿孔

复合物等功能!但失去了形成细胞膜
&

孔道和溶细

胞的作用!并完全丧失了其在腐败梭菌引起的疾病

中的作用($)

%

$

毒素与细胞膜相互作用时! "̂ 的

跨膜环必须移动并发生构象改变!以远离毒素的骨

架结构!

&

发夹才能插入细胞膜($&)

% $̂ 的>" 环通

过调节
&

发夹的跨膜作用同样影响
$

毒素的穿孔

活性!此外! "̂ 上的 _%56 对于穿孔活性也是必需

的% 而 $̂ 的功能不仅如此!还包含有与 _+.结合

的位点!和影响与受体结合的 35 位的半胱氨酸!以

及有与 %̂ 类似的单体与单体的接头"图 "#

($%)

!由

此推测是 $̂ 和 %̂ 的单体结合位点通过共价结合

形成了耐温度和 0 0̂的寡聚体%

24气溶素的晶体结构&/4

$

毒素的空间结构

图 @A气溶素的晶体结构和以气溶素为模型预测得到的

!

毒素的蛋白质空间结构

图 BA

!

毒素的蛋白结构模型

EA致病机制及免疫原性

经蛋白酶水解活化后!前肽从
$

毒素上脱

落(%)

!前肽作为分子伴侣!在细胞膜表面糖的弱结

合力作用下!促使
$

毒素在细胞膜上作穿梭运动并

识别受体% 与气溶素类似!

$

毒素通过共价键与

_+.识别和结合($')

!不同之处在于
$

毒素与_+.的

结合不依赖L聚糖"L1KCXE9<#

($3)

!且结合 _+.的

*&)*
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亚基位点也不同% 与受体结合后!

$

毒素锚定在细

胞膜上!与膜相互作用形成膜穿孔复合物($$!$%)

!导

致
$

毒素单体或是寡聚体构象发生改变!其 "̂ 区

域上的跨膜环移动并远离毒素的骨架结构($&)

!双

亲性的
&

发夹插入细胞膜!在细胞膜上形成直径

$4% ($45 <A的离子渗透性
&

孔道!这一孔道长期

处于高流速开放状态!导致细胞内 ]

o离子和细胞

胶质的大量渗出以及28+的消耗!致使细胞膜电阻

迅速降低和细胞快速死亡($!&)

% ]Q<<QWX等($6)认为

形成的孔道引发 ,9

" o离子的大量涌入!,9

" o离子

不会直接造成细胞的死亡!却能诱发串联性细胞程

序性凋亡!钙蛋白酶激活!释放溶酶体内组织蛋白

酶!活性氧水平"-̀ 0#升高!28+急剧降低!炎症反

应相关细胞的细胞核释放炎症因子高迁移率族蛋

白"G;_/$#!随后机体发生炎症反应!细胞开始凋

亡% 由
$

毒素引起的这样一种多层面的细胞凋亡

或是死亡!是腐败梭菌造成肌肉坏死'气性坏疽以

及坏死性肠炎等病症的主要原因%

腐败梭菌不同 `抗原血清型之间不具有交叉

保护("#)

!各菌株
$

毒素的基因序列也不完全相同!

但研究证实!不同型的菌株产生的
$

毒素制成类毒

素免疫动物后!机体对不同型的腐败梭菌("$)及其

孢子均有抵抗力("")

!可产生完全的交叉免疫保

护("%)

% 因此!

$

毒素是腐败梭菌重要的保护性抗

原% 张燕等("&)通过原核表达系统获得重组
$

毒素

制成类毒素免疫小鼠后!用腐败梭菌攻击!可实现

同天然类毒素相似的免疫效果% 关于血清效价的

测定!传统方法是小鼠血清中和试验!近来有不少

学者尝试体外细胞毒性抑制试验以及 @>.02检测

试验("$)

!结果与小鼠血清中和试验相关性良好("))

!

同时避免了大量活体试验动物的使用%

FA应 用

&4$!诊断!/9CC9TW f等(5)用抗
$

毒素的多克隆抗

体检测产气荚膜梭菌'梭状芽孢杆菌'韦氏梭菌以

及其他梭菌的培养上清!都没有发现可以与之反应

的蛋白质!而七株来源不同的腐败梭菌均检测出分

子量相近的毒素蛋白!表明通过检测
$

毒素可对腐

败梭菌作出诊断%

$

毒素基因在腐败梭菌各株中

均特异且保守!+,-可用于检查其基因的最低量是

%43 =$#

%

EQCC*A>!所以!获得病料模版进行+,-扩

增
$

毒素的特异性序列!也可以作为快速诊断和鉴

定腐败梭菌的方法("5)

% 0?B< f̂等利用
$

毒素能够

与_+.结合的特点!对其作突变改造!制成无细胞毒

性!但能区分缺乏 _+.的突发性血红蛋白尿"+LG#

病人血细胞的突变型
$

毒素!替代商品化的单克隆

抗体!用于+LG病的检测($))

!取得了一定的进展%

&4"!用于_+.锚定蛋白的研究!_+.是一种广泛

存在于真核细胞经脂质和多聚糖修饰的蛋白质!主

要分布在细胞膜上% 多种蛋白质或是糖类可通过

_+.锚定在细胞膜上发挥生物学功能% 当前有不

少学者利用
$

毒素与_+.结合的特性!研究_+.的

生物合成'转运和分布("')

% F̂<K1fH< 0?B< 等("3)

将其用于突变_+.后的 ,G̀ 细胞的筛选% O?BVQ<K

O?Q<K等用表面活性剂去除细胞膜上的 _+.后!利

用免疫荧光标记的
$

毒素!定位不同的_+.在大利

斯曼原虫体内的分布($')

% 为了识别 _+.锚定蛋白

和了解这些蛋白质在乳腺癌发展过程中的作用!

O?9F+等用
$

毒素捕获血清'细胞和人乳腺癌组织

中的_+.

("6)

%

GA展 望

$

毒素作为腐败梭菌主要的致病性毒力因子

和免疫保护性抗原!有关它的生物合成'转运和分

泌!及其与另外三种外毒素的相互关系等方面的研

究较少!若能在这些领域有所进展!将为腐败梭菌

病的治疗和
$

毒素的制备提供有力的理论指导%

$

毒素的结构与功能的研究是当前的热点!并取得了

一些成果!但对单体与单体形成耐 0 0̂和温度的寡

聚体!毒素与受体的结合!单体或是寡聚体与细胞

膜形成膜穿孔复合物!以及毒素穿孔和细胞死亡过

程中
$

毒素的连锁反应'构象变化和完整机制等都

是值得进一步研究的内容%

通过基因工程技术获得重组
$

毒素!并制备类

毒素疫苗的研究和应用目前还比较少% 笔者认为!

通过破坏穿孔位点'保留受体结合位点和亲水性抗

原表位以及利用融合表达技术制备多联疫苗等相

关的研究均是十分有意义的% 疫苗质量控制方面!

运用体外细胞毒素抑制试验来替代小鼠血清中和

试验方法的研究进展较快!但仍需通过大量的试验

来证明其确切性和稳定性% 此外!利用
$

毒素与

_+.结合的偏好性!将其用于肿瘤的研究!制成生

物导弹的配体靶向微量细胞给药&依据
$

毒素对硕

大利斯曼原虫和岗地弓形虫具有毒性的研究!将其

制成抗寄生虫和植物保护类药物都具有十分广阔

的研究前景%

*))*
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