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［摘　要］　用于预防肉毒中毒症的传统疫苗有灭活菌苗和类毒素疫苗，近年来对于重组亚单位疫

苗、重组嵌合体疫苗和ＤＮＡ疫苗等研究成为热点，文章着重对这些新型疫苗的发展现状进行了综

述，以期为相关研究提供借鉴。
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　　肉毒中毒症（ｂｏｔｕｌｉｓｍ）是机体经消化道或伤口

摄入了肉毒梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｏｔｕｌｉｎｕｍ）或其外毒

素肉毒毒素（ｂｏｔｕｌｉｎｕｍｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ，ＢｏＮＴ）而引起的

一种急性、高度致死性、中毒性疾病。肉毒毒素是

目前已知毒物中毒性最强的一种，是肉毒梭菌主要

的致病性毒力因子，也是防治肉毒中毒症的关键免

疫抗原。依据抗原性，毒素分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ和 Ｆ

型，其中Ａ、Ｂ、Ｅ、Ｆ型均可引起人食物中毒，Ａ、Ｂ型

毒素引起马、牛、水貂等动物饲料中毒，Ｃ型毒素为

马、牛、羊以及水貂肉毒中毒症和水禽软颈病的主

要病因，Ｄ型毒素是牛、绵羊肉毒中毒的病因。大

多数菌株只产生一种毒素，有些可产生两种，但其

中一种占优势，如 Ａｂ、Ａｆ、Ｂａ、Ｂｅ、Ｂｆ，用各型毒素或

类毒素免疫动物，只能获得中和相应型毒素的特异

性抗毒素。有些产生 Ｃ／Ｄ嵌合毒素，但没有菌株

可以同时产生 Ｃ和 Ｄ两种毒素，Ｃ、Ｄ毒素有共同

的表位，多抗有交叉反应［１］。尽管各型之间在免疫

学特性、毒力、自然致病动物类型上各不相同，但生

化作用和结构却极为相似。该毒素通常由相对分

子质量约１５０ｋＤ的单链毒素前体，经内源性或外

源性蛋白酶作用产生切口，形成以二硫键相连的双

链结构，其中相对分子质量约５０ｋＤ较小片段为轻

链（ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，ＬＣ），具有锌依赖金属内肽酶活性，

是毒素的毒性作用位点；１００ｋＤ较大片段为重链
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（ｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，ＨＣ）不具毒性，负责与受体结合及轻

链的内化［２］。

肉毒中毒症对公共卫生、安全和畜牧业存在着

较大的风险，接种疫苗是预防该病最有效的方法之

一。目前针对该病的常规疫苗有灭活疫苗和类毒

素疫苗，随着生物技术的发展，重组亚单位疫苗，重

组嵌合体疫苗和ＤＮＡ疫苗等新型疫苗的研究得到

迅速发展。本文将就这些新型疫苗的研究现状进

行综述，以期为相关研究提供借鉴。

１　常规疫苗

灭活菌苗是将含特定毒素型肉毒梭菌菌液用

甲醛溶液灭活后，加入适当的佐剂或是干燥处理制

成，多种毒素型按适当比例添加制成多价苗，或是

与预防其他疾病的疫苗一同制成联苗。与菌苗相

比纯化后脱毒制备的类毒素疫苗，可以降低杂蛋白

可能引起的副反应。美国、德国和俄罗斯研制和储

备了单价、三价和五价的类毒素疫苗，主要用于实

验室工作人员和执行特殊任务军人的免疫接种［３］。

澳大利亚和非洲的一些国家，每年都会对水貂、牛、

羊、雉等畜禽进行类毒素免疫接种［４］。但传统疫苗

制备过程复杂，生产条件要求较高，生产过程存在

安全风险，以及脱毒剂在发挥脱毒作用的同时对抗

原表位有一定的破坏，导致免疫效率低。

优化脱毒方法，尽可能保持免疫原性关键表位

的完好，对提高免疫效果具有重要意义。ＪａｍｅｓＥＫ

等对脱毒剂浓度、脱毒时间以及是否加入赖氨酸等

条件进行研究，表明 ０．０８％甲醛浓度 ３７℃脱毒

２８ｄ以上可获得免疫原性优良的类毒素［５］。Ｊｏｎｅｓ

ＲＧ等用碘乙酰胺烷基化的方法使 Ｂ型毒素的毒

力降低７个数量级乃至几乎无毒状态，具体方法是

用１体积１ｍｇ／ｍｌ的毒素与３体积新鲜制备的烷基

化缓冲液（６６．６７ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ、１．３３ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、

２．６７ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２．６７ｍｏｌ／Ｌ尿素和２６６．７ｍｍｏｌ／Ｌ

碘乙酰胺，ｐＨ８．０）混合，３７℃作用３ｈ，然后进行透

析。该方法制备的类毒素刺激机体产生的中和抗

体比甲醛脱毒法制备的类毒素高６００倍［６］，小鼠免

疫４９ｄ之后，每毫升血清能中和１０７个 ＬＤ５０的毒

素，较甲醛类毒素和重组受体结合域亚单位疫苗

（ｒＢｏＮＴ－Ｈｃ）的免疫反应更快更有效［７］。

２　重组毒素疫苗

随着肉毒毒素的结构、生物活性以及基因突变

等方面研究不断深入，有关肉毒中毒症重组疫苗研

究成为热点。

２．１　受体结合域（Ｈｃ片段）疫苗　无毒性的肉毒毒

素受体结合域片段（ＢｏＮＴ－Ｈｃ）能够有效保护动物

模型抵抗相应型毒素攻击，同时又能降低安全风险，

被认为是很有潜力的候选疫苗［８］。Ｙａｒｉ等［９］原核表

达制备了ｒＢｏＮＴ／Ａ－Ｈｃ，经过对培养基组成、诱导剂

剂量、诱导温度及时间等表达条件进行优化，最高获

得了 ５２．１ｍｇ／Ｌ的可溶性ｒＢｏＮＴ／Ａ－Ｈｃ。Ｂｙｒｎｅ

等［１０］在 真 核 毕 赤 酵 母 表 达 人 工 合 成 编 码

ＢｏＮＴ－Ｈｃ的基因，纯化后每千克湿细胞可产生纯度

超过 ９８％具有免疫原性的 ｒＢｏＮＴ－Ｈｃ蛋白２００～

５００ｍｇ。以弗氏佐剂或铝胶佐剂皮下和肌肉注射免

疫ｒＢｏＮＴ／Ｆ－Ｈｃ一次（５ｍｇ）或二次免疫（每次≥
０．０４ｍｇ）就能够保护小鼠对 ２×１０４个 ＬＤ５０的

ＢｏＮＴ／Ｆ攻击［１１］。ＹｕＹＺ等［１２］证实小鼠二次免疫

（每次≥０．２ｍｇ）或三次免疫（每次≥０．０４ｍｇ）的

ｒＢｏＮＴ／Ａ－Ｈｃ后均能抵抗１０６个ＬＤ５０毒素的攻击。

由于ＢｏＮＴ－Ｈｃ基因中含较高的 Ａ和 Ｔ不利于原

核表达，Ｚｉｃｈｅｌ等［１３］用天然基因在含有蛋白质二硫

键异构酶（ＰＤＩ）以及具有还原或氧化作用的非细胞

开放系统（ＣＥ）中，直接制备了 Ａ、Ｂ和 Ｅ型肉毒毒

素Ｈｃ片段的融合蛋白，提高了产量，动物实验证实

其具有很好的免疫原性。２００４年第一个肉毒中毒

症重组亚单位疫苗 ｒＢＶＡ／Ｂ（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）被用

于人体临床试验［１４］。在重组嵌合疫苗的研究方

面，嵌合了ＬＴＢ佐剂的Ｃ和Ｄ型肉毒毒素Ｈｃ片段

免疫牛，产生的抗体可以分别中和５ＩＵ／ｍＬ的Ｃ型

肉毒素和６．１４±１．０６ＩＵ／ｍＬ的 Ｄ型肉毒素，这一

效果得到了巴西农业部的认可［１５－１６］。

２．２　突变型重组毒素疫苗　对Ａ型肉毒毒素的基

因Ｅ２２４Ａ／Ｅ２６２Ａ位点进行双基因突变，得到与天

然毒素结构相似的无毒性突变型重组毒素，小鼠腹

腔注射免疫２４．０μｇ，用红外（ＮＩＲ８００）标记检测其

在体内的分布情况类似于天然毒素，通过吸入免疫
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刺激产生的体液免疫和粘膜免疫水平足以使小鼠

抵抗天然毒素攻击［１７］。

２．３　其他候选亚单位疫苗　罗森和贾宏丽等通过

原核表达系统获得了重组 Ａ型肉毒毒素轻链

（ｒＢｏＮＴ／Ａ－ＬＣ），研究证实其具有反应活性和蛋白

酶催化活性［１８－１９］。血细胞凝集素３３（ＨＡ－３３）是

ＢｏＮＴ／Ａ复合体的组成成分，在肠道内对 ＢｏＮＴ／Ａ

起保护和辅助作用，Ｓａｙａｄｍａｎｅｓｈ等［２０］研究表明，

重组ＨＡ－３３免疫小鼠两周后，用 ＥＬＩＳＡ检测免疫

血清，对 ＨＡ－３３的抗体滴度可达 １∶１２８０００。但

是，能否将这些重组蛋白作为候选亚单位疫苗用于

肉毒症的预防还需进一步的试验研究。

３　ＤＮＡ疫苗

Ｓｃｏｔｔ等［２１］以单价和三价 Ａ、Ｂ和 Ｅ型肉毒毒

素受体结合域片段（ＢｏＮＴ－Ｈｃ）为靶位，人工合成

了ＤＮＡ疫苗，免疫实验动物后，激活了强大的体液

免疫和ＣＤ４Ｔ细胞免疫，二次免疫可以实现对机体

的完全保护，免疫血清能中和最小致死剂量的毒

素。Ｂａｌｂ／ｃ小鼠接种了携带 ＢｏＮＴ／Ａ－Ｈｃ基因的

来源于森林病毒（ＳＦＶ）质粒 ＤＮＡ复制子的疫苗

后，ＡＨｃ和 粒 细 胞 巨 噬 细 胞 克 隆 刺 激 因 子

（ＧＭ－ＣＳＦ）在ＳＦＶ上共表达，特异性地激活了机

体针对ＡＨｃ的体液免疫和细胞免疫，免疫原性被

加强，抗ＡＨｃ抗体滴度和小鼠对ＢｏＮＴ／Ａ攻击的存

活率均显著提高，再经磷酸铝胶佐剂二次免疫，免

疫效力得到进一步增强［２２］。这些研究结果证明，

ＤＮＡ疫苗可以诱导机体产生免疫保护。

４　展 望

许多国家都将肉毒毒素列为食品安全的重要

关注对象，同时作为一种生物武器，其也受到了一

些军事机构和疾病预防控制中心的重视。因此，一

直以来疫苗研究都是这一领域的热点。新型重组

亚单位疫苗、突变无毒型疫苗和 ＤＮＡ疫苗可以克

服一些传统疫苗的不足，但在提高疫苗抗原含量，

保证免疫效果的稳定性，开发有效的免疫佐剂，研

究适合产业化的生产技术等方面还需更进一步的

探索。在这些新型疫苗中，重组受体结合域（Ｈｃ片

段）疫苗较其他类型的疫苗研究较为深入，免疫效

果也更为确实，是当前和今后可能被应用于临床实

践的主要研究方向。随着生物信息技术的发展，利

用生物信息技术设计疫苗，模拟机体免疫应答是今

后疫苗开发很好的思路。另外，有１／３的天然毒素

多肽分子具有通过空气途径被吸入，激活免疫反

应，而且这些多肽还可以作为载体分子用于其他病

原的吸入免疫［２３］，利用这一特点，研制使用更为方

便，吸入式免疫的肉毒中毒症疫苗或是其他疾病疫

苗对于临床应用将是十分有意义的。
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