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［摘　 要］ 　 为获得产气荚膜梭菌 ε 毒素（ＥＴＸ）的重组突变体，并评价其毒力及免疫原性。 对已知

的 Ｄ 型产气荚膜梭菌 ＥＴＸ 编码基因进行优化设计，并将第 １０６ 位组氨酸突变为脯氨酸，经人工合成

获得基因片段 ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ。 将 ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ克隆至原核表达载体 ｐＥＴ３０ａ（＋），转染 ＢＬ２１（ＤＥ３）菌中进

行表达与纯化，从而获得重组蛋白 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ。 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ与 Ｄ 型产气荚膜

梭菌抗血清的反应性，并检测其对犬肾细胞系（ＭＤＣＫ 细胞）以及小鼠的毒力。 随后，将 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ与

Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ２０１ 佐剂混合乳化制备疫苗，免疫 ４ 只健康家兔，按照《中华人民共和国兽药典》
（２０１５ 年版）规定的方法检测一免及二免后兔血清的中和抗体效价。 结果表明，ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ为可溶性

表达，通过灰度扫描，其可溶性表达量比例可达 ３０％；该重组蛋白能与 Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素抗血

清反应；细胞毒性试验结果显示，１００ μｇ ／ ｍＬ 的重组蛋白仍无细胞毒性；小鼠安全性实验结果显示，
６．２５×１０６ ｎｇ ／ ｋｇ 剂量的重组蛋白对小鼠仍无致死性；每毫升的一免抗血清可中和 ４５０～７００ 个最小致

死量（ＭＬＤ）、二免抗血清可中和 ３０００～４０００ 个 ＭＬＤ 的 Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素；用 １ ＭＬＤ 的 Ｄ 型产

气荚膜梭菌毒素攻毒后，对照组家兔 ４ ／ ４ 死亡，免疫组家兔 ４ ／ ４ 保护。 以上结果表明，产气荚膜梭菌

ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ重组蛋白毒力基本消失，且保留了良好的免疫原性，是 Ｄ 型产气荚膜梭菌病基因工程亚单

位疫苗的理想候选抗原蛋白。
［关键词］ 　 产气荚膜梭菌 ε 毒素；突变；重组表达；毒力；抗原性
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｕｔａｎｔ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ε ｔｏｘｉｎ （ＥＴＸ）
ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｔｏｘｉｎ． Ｔｈｅ ＥＴＸ ｇｅｎｅ ｏｆ
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ｄ ｓｔｒａｉｎ， ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ， ｕｓｉｎｇ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｄｏｎｓ ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｏｒｔｅｄ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， Ｈ１０６ ｗａｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｌｉｎｅ． Ｔｈｅｎ， ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ３０ａ －（ ＋） ｔｏ ｇｅｔ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ， ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｗｉｔｈ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ｗｉｔｈ
ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ｄ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， Ｃａｎｉｎｅ Ｋｉｄｎｅｙ （ＭＤＣＫ）
ｃｅｌｌ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ． Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｅｓｃｒｉｂｅｄ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ （２０１５）， ｆｏｕｒ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ｅｍｕｌｓｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｏｉｌ ａｄｊｕｖａｎｔ ｏｆ
ＩＳＡ ２０１ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ａｎｔｉｓｅｒｕｍｓ ａｆｔｅｒ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｔｗｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｔ ａ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ａｓ ｓｏｌｕｂｌｅ ｆｏｒｍ ｗｉｔｈ ａ ｒａｔｉｏ ａｂｏｕｔ ３０％ ｂｙ ｇｒａｙ ｓｃａｌｅ
ｓｃａｎｎｉｎｇ， ａｎｄ ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ｄ． Ｆｏｒ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ
ａｐｐａｒｅｎｔ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ （ＣＰＥ） ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ｏｆ １００μｇ ／ ｍＬ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ６．２５×１０６ ｎｇ ／ ｋｇ ｗａｓ ｎｏｔ ｆａｔａｌ ｔｏ ＩＣＲ ｍｉｃｅ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ， ｓｅｒａ ｆｒｏｍ ｒａｂｂｉｔｓ
ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ｃｏｕｌｄ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｅ ４５０－７００ Ｍｉｎｉｍｕｍ Ｌｅｔｈａｌ Ｄｏｓｅ （ＭＬＤ） Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ｄ
ｔｏｘｉｎ ｐｅｒ ｍｌ， ａｎｄ ３０００－４０００ ｍｉｃｅ ＭＬＤ ａｆｔｅｒ ｔｗｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐ
ｆｕｌｌｙ ｓｕｒｖｉｖｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｏｆ １ ＭＬＤ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ｄ ｔｏｘｉｎ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ， ｗｈｅｒｅａｓ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔｓ ｄｉｅｄ
（４ ／ ４） ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｒｅｔａｉｎｓ ｔｈｅ ｇｏｏｄ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃ
ａｎｔｉｇｅｎ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａｎ ｉｄｅａｌ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｓｕｂｕｎｉｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ε ｔｏｘｉｎ； ｍｕｔａｔｉｏｎ； ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ； ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ

　 　 产气荚膜梭菌旧称魏氏梭菌，是一种重要的人

畜共患病原，常常诱发创伤性气性坏疽和人类食物

中毒以及羔羊痢疾、牛羊坏死性肠炎、牛羊肠毒血

症［１－３］，对畜牧业造成巨大经济损失［４－７］。 产气荚

膜梭菌的主要致病因子是其分泌的引起人和动物

发病的外毒素［８］。 根据产生的 ４ 种主要致死性外

毒素 α（ＣＰＡ）、β（ＣＰＢ）、ε（ＥＴＸ）和 ι （ ＣＰＩ）的种

类，将该菌分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 五个毒素型［９］。 由 Ｂ
型和 Ｄ 型产生的 ＥＴＸ ［１０］，在该菌所有外毒素中毒

力最强 ［１１］。 该分子主要分为 Ｉ、ＩＩ 和 ＩＩＩ 三个区域，
且有两条肽链同时跨过 Ｉ、ＩＩ 和 ＩＩＩ 三个区域［１２］，这
导致仅使用 ＥＴＸ 的一个域作为疫苗候选抗原的策

略（如 ＣＰＡ、ＣＰＢ 的 Ｃ 末端［１３－１４］ ）很难应用于该毒

素的防控。 因此，实现毒素的减毒乃至无毒，对于

开发毒素基因工程亚单位疫苗，及以其作为抗原组

分的多价亚单位疫苗的研究和应用显得尤为重要。
已有的研究发现，１０６ 位组氨酸突变为脯氨酸的重

组 ＥＴＸ 基本是无毒的，且保留了良好的免疫原

性［１５－１７］。 然而，该蛋白的可溶性表达量非常低，不
足 ５％［１８－１９］，这将大大增加该蛋白用于制备亚单位

疫苗的纯化难度和生产成本，同时降低了表达蛋白

的免疫原性。
已有的研究发现，将目的基因按照大肠杆菌偏

好的密码子进行优化后可明显促进目的蛋白的可

溶表达［２０－２１］。 为此，对我国现行 Ｄ 型产气荚膜梭

菌制苗用菌株（Ｃ６０－２ 株）ＥＴＸ 的编码基因进行了

优化研究，同时突变第 １０６ 位氨基酸，经原核系统

表达、纯化和鉴定，并对其毒力和免疫原性进行了

研究。
１　 材料与方法

１．１ 　 试验材料 　 Ｄ 型产气荚膜梭菌 Ｃ６０ － ２ 株、
Ｄ 型产气荚膜梭菌 Ｃ６０－２ 株天然毒素、兔源 Ｄ 型

产气荚膜梭菌毒素抗血清以及 ｐＥＴ－３０ａ（＋）表达载

体均为中国兽医药品监察所基础保障处微生物实

验室保存；１．５～２．０ ｋｇ 普通级健康日本大耳白兔和

１６～１８ ｇ ＩＣＲ 小鼠购自北京维通利华实验动物技术

·４１·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ６ 月第 ５２ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

有限公司；ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｖｅｃｔｏｒ、感受态细

胞 Ｔｏｐ１０ 和 ＢＬ２１（ＤＥ３）购自北京全式金生物技术

有限公司；Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ２０１ 佐剂购自法国赛彼科

（ｓｅｐｐｉｃ）公司；Ｎｉ－ＩＤＡ 亲和层析介质试剂盒、蛋白

Ｍａｒｋｅｒ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ Ｍａｒｋｅｒ、蛋白溶解液（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１０％ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ，１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，ｐＨ ８．０），
均购自南京金斯瑞生物科技有限公司； 高保真

ＰＣＲ 酶（ＫＦＸ－４０１Ｓ）购自东洋坊公司；ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ
ｖｅｒｓｉｏｎ ２．０、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｔａｋａｒａ 公司。 Ｔ４ ＤＮＡ
连接酶、ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购自 Ｐｒｏｍａｇａ 公司；
限制性内切酶 ＮｄｅⅠ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ购自 ＮＥＢ 公司；抗
Ｈｉｓ 标签单抗、Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白浓度测定试剂盒，购自

碧云天生物技术有限公司；明胶缓冲溶液，ＬＢ 培养

基购自北京中海生物科技有限公司。
１．２　 基因合成及密码子优化　 以前期扩增的 Ｄ 型

产气荚膜梭菌 Ｃ６０－２ 株 ＥＴＸ 编码基因为模版，按
大肠杆菌偏爱的密码子进行了优化设计和人工合

成。 同时将第 １０６ 位组氨酸突变为脯氨酸。 此外，
在突变基因后添加 ６∗Ｈｉｓ 标签蛋白序列。 基因合

成由南京金斯瑞生物科技有限公司完成，合成的基

因称为 ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ。
１．３ 　 ＥＴＸ 突变体原核表达载 体 的 构 建 　 以

ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ基因为模板，采用引物对 ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ －Ｆ ／
ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ － Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增。 其中上 游 引 物

ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ－Ｆ 序列为：５ ＇ －ＣＧＣＣＡＴＡＴＧＡＡＡＧＡＡＡ⁃
ＴＣＴＣ －３＇，其５＇端引入限制性内切酶 ＮｄｅⅠ位点（下
划线部分）及保护性碱基；下游引物 ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ －Ｒ
序列为：５＇－ＣＣＧＡＡＧＣＴＴＴＴＡＧＴＧＧＴＧＡＴＧ，其 ５＇端
引入限制性内切酶 Ｈｉｎｄ Ⅲ位点及保护性碱基（下
划线部分）。 ＰＣＲ 体系为 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件

为：９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９８ ℃变性 １０ ｓ，５６ ℃退火

３０ ｓ，６８ ℃延伸 ６０ ｓ，共 ３３ 个循环；最后 ６８ ℃延伸

７ ｍｉｎ。 扩增得到的目的 ＤＮＡ 条带，经回收后，采用

ＮｄｅⅠ／ Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切消化，与经过相同酶切消化

的 ｐＥＴ３０ａ （ ＋） 载体连接。 将连接好的质粒转化

Ｔｏｐ１０ 感受态细胞，挑取单克隆至含有卡那霉素的

ＬＢ 液体培养基中，３７ ℃振荡培养过夜，提取质粒进

行 ＰＣＲ 和双酶切鉴定，鉴定结果为阳性的质粒送

中美泰和公司测序，将测序正确的质粒命名为

ｐＥＴ３０ａ－ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ。
１． ４ 　 重 组 蛋 白 的 表 达 与 鉴 定 　 将 ｐＥＴ３０ａ －

ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ质粒转化 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，分别

在 １６ ℃和 ３７ ℃条件下用 ＩＰＴＧ 诱导表达，收集菌

体，超声破碎后分别收集上清和沉淀，采用 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 检测重组蛋白的表达情况及其可溶性，将表

达的目的蛋白称为 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方
法，以抗 Ｈｉｓ 标签蛋白抗体为一抗，以 ＨＲＰ 标记的

山羊抗鼠 ＩｇＧ 为二抗进行孵育，进而对重组蛋白做

进一步的鉴定。
１．５　 重组蛋白的纯化与鉴定　 按照 Ｎｉ－ＩＤＡ 亲和

层析介质试剂盒的使用说明书对菌体裂解上清中

呈可溶性表达的目的蛋白进行纯化，用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋

白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，－８０ ℃ 保存备

用。 将纯化后的目的蛋白（０．５ μｇ）经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳后转印至 ＰＶＤＦ 膜上，以兔源 Ｄ 型产气荚膜梭

菌抗毒素为一抗，以 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 为

二抗进行孵育，按照底物显色试剂盒说明书进行显

色，检测纯化的重组蛋白与 Ｄ 型产气荚膜梭菌抗毒

素的反应情况。
１．６　 重组蛋白的纯化与鉴定

１．６．１　 细胞毒性试验　 将 ＭＤＣＫ 细胞接种 ９６ 孔细

胞培养板，置 ３７ ℃、含 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养至

形成细胞单层后，弃细胞生长液。 将 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ用细

胞维持液稀释至 １００ μｇ ／ ｍＬ 以及 １０ μｇ ／ ｍＬ，每个

稀释度各接种 ３ 孔细胞，每孔 １００ μＬ，置 ３７ ℃、含
５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养 ２４ ｈ，观察并记录细胞的

病变情况。 同时将肉肝胃酶消化汤和洗脱液用细

胞维持液稀释 １００ 倍后，分别孵育细胞，作为阴性

对照组，将 Ｄ 型产气荚膜梭菌 Ｃ６０－２ 株天然毒素

做 ５０００ 倍稀释后作为阳性对照。
１．６．２　 小鼠的毒力测定　 已有的研究发现，产气荚

膜梭菌 ＥＴＸ 首先以前体毒素形式分泌，当被蛋白

酶，如胰酶、糜蛋白酶以及羧肽酶等，切除 Ｎ 端以及

Ｃ 端相应的氨基酸后，毒素被活化，从而发挥相应

的生物活性［２２－２４］。 活化的 ＥＴＸ 对小鼠的半数致死

量可达 ５０ ｎｇ ／ ｋｇ ［２５］。 按照我国现行《中华人民共
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和国兽药典》（２０１５ 年版）规定的方法，用终浓度为

１％的胰酶对纯化的 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ 在 ３７ ℃条件下活化

１ ｈ。 将 １６ ～ １８ ｇ ＩＣＲ 小鼠随机分为 ９ 组，每组 ５
只。 分别用活化前和活化后的 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ静脉注射，

注射剂量分为 １ μｇ（６．２５×１０４ ｎｇ ／ ｋｇ）、１０ μｇ（６．２５×

１０５ ｎｇ ／ ｋｇ）、１００ μｇ（６．２５×１０６ ｎｇ ／ ｋｇ）３ 个梯度。 同

时设置胰酶消化液（终浓度为 １％）以及蛋白溶解

液两个阴性对照和 １ 个 ＭＬＤ 的天然毒素阳性对

照。 所有样品均用明胶缓冲液进行稀释，注射的液

体总体积为 ２００ μＬ。 注射后观察 ２ ｄ，记录小鼠的

存活状态。
１．７　 免疫原性分析

１．７．１　 免疫程序　 将合适浓度的纯化 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ与

Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ２０１ 佐剂以 １ ∶ １（Ｖ ／ Ｖ）的比例配制

成 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ终浓度为 ５０ μｇ ／ ｍｌ 的疫苗，另取灭菌

ＰＢＳ 与 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ２０１ 佐剂以 １ ∶ １（Ｖ ／ Ｖ）的比

例制备对照疫苗，置 ４ ℃ 保存备用。 选用体重

１．５～２．０ ｋｇ 健康家兔，测定免疫前每只家兔血清对

Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素的中和效价。 取 ８ 只对

Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素的中和效价为 ０ 的家兔，其
中 ４ 只各颈部皮下注射疫苗，２． ０ ｍＬ ／只，免疫后

１４ ｄ，以相同剂量、相同途径进行二次免疫。 另外

４ 只以相同剂量、相同途径和相同方法免疫对照疫

苗作为对照组。
１．７．２　 血清中和抗体效价测定 　 分别在一免后

１４ ｄ以及二免后 ２１ ｄ，对实验组及对照组所有兔经

耳缘静脉采血，分离血清备用。 按照《中华人民共

和国兽药典》 （２０１５ 年版）三部中规定的方法测定

血清中和效价［２６］。
１．７．３　 攻毒试验　 二免后 ２１ ｄ，对免疫组及对照组

所有家兔经耳缘静脉各注射 １ 个 ＭＬＤ 的天然毒素

进行攻毒，观察 ５ ｄ，记录家兔的死亡情况。 根据免

疫组及对照组家兔的死亡情况，判定试验疫苗的免

疫保护效力。
２　 结　 果

２．１　 ＥＴＸ 毒素突变体原核表达载体的构建　 采用

引物 ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ－Ｆ ／ ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ－Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增，扩
增产物经酶切后克隆至 ｐＥＴ－３０ａ（ ＋）载体上。 获

得的重组质粒经双酶切后电泳观察，结果如图 １ 所

示。 酶切后出现大小约 ５ ｋｂ 的载体 ＤＮＡ 片段，以

及大小约 ９２０ ｂｐ 的目的基因片段，与预期相符。 测

序结果表明，插入的外源基因序列是正确的。 将此

重组质粒命名为 ｐＥＴ３０ａ－ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ。

１． ＤＬ５０００ ＤＮＡ 相对分子质量标准；

２．重组质粒 ｐＥＴ３０ａ－ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ的 ＮｄｅⅠ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切鉴定

１． ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；

２． ｐＥＴ３０ａ－ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＮｄｅⅠａｎｄ Ｈｉｎｄ Ⅲ

图 １　 原核表达重组质粒 ｐＥＴ３０ａ－ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ的酶切鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＥＴ３０ａ－ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ

２．２　 ＥＴＸ 毒素突变体的原核表达鉴定　 将重组表

达质粒 ｐＥＴ３０ａ－ＧＥＴＸＨ１０６Ｐ转化至 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受

态细胞并诱导表达。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检

测结果显示，表达的目的蛋白分子量约为 ３９ ｋＤ，大

小与预期相符。 表达的 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ在 ＢＬ２１（ＤＥ３）菌

体中以可溶性和包涵体两种形式存在（图 ２）。 图

２ａ 为重组蛋白表达的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定结果，如图

所示，３７ ℃、诱导 ４ ｈ 后，通过灰度扫描显示，可溶

性表达的蛋白比例可达 ３０％。 综合考虑重组蛋白

的表达量、可溶性及诱导时间等条件，我们确定目

的蛋白最适诱导表达条件为 ３７ ℃，诱导表达 ４ ｈ，

收获细胞裂解上清。 图 ２ ｂ 为重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 鉴定结果，表达的目的蛋白能与抗 Ｈｉｓ 标签抗

体发生反应，证明目的蛋白含有 Ｈｉｓ 标签，与预期

相符。
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ａ．重组蛋白表达的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定；ｂ．重组蛋白与抗 Ｈｉｓ 单抗的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

Ｍ１． 蛋白 ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｍａｒｋｅｒ；ＰＣ１． ＢＳＡ （１ μｇ）；ＰＣ２． ＢＳＡ （２ μｇ）；ＮＣ．未诱导细胞裂解物；

１． １５ ℃、１６ ｈ 诱导的细胞裂解物；２． ３７ ℃、４ ｈ 诱导的细胞裂解物；ＮＣ１． 未诱导细胞裂解上清；ＮＣ２． 未诱导细胞裂解沉淀；

３． １５ ℃、１６ ｈ 诱导的细胞裂解上清；４． １５ ℃、１６ ｈ 诱导的细胞裂解沉淀；５． ３７ ℃、４ ｈ 诱导的细胞裂解上清；６． ３７ ℃、４ ｈ 诱导的细胞裂解沉淀

ａ．Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；

ｂ． Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ－Ｈｉｓ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

Ｍ１． ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； Ｍ２． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ Ｍａｒｋｅｒ；ＰＣ１． ＢＳＡ （１ μｇ） ； ＰＣ２． ＢＳＡ （２ μｇ）； ＮＣ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；

１． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ １６ ｈ ａｔ １５ ℃； ２． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ４ ｈ ａｔ ３７ ℃；

ＮＣ１． Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ； ＮＣ２． Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；

３．Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ １６ ｈ ａｔ １５ ℃； ４． Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ １６ ｈ ａｔ １５ ℃；

５． Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ４ ｈ ａｔ ３７ ℃； ６． Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ４ ｈ ａｔ ３７ ℃ ．

图 ２　 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ的原核表达与鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ

２．３　 ＥＴＸ 毒素突变体的纯化与鉴定 　 如图 ３ 所

示，按照 Ｎｉ － ＩＤＡ 亲和层析介质试剂盒说明书对

ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ 进 行 纯 化， 收 集 纯 度 较 高 的 洗 脱 液

（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ 以及 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ

的洗脱液）进行透析，最终获得的蛋白浓度为 １．５

ｍｇ ／ ｍＬ，纯度可达 ９０％以上。 将纯化后的 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ

经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后转印到 ＰＶＤＦ 膜上进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 检测。 结果显示，ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ能够与 Ｄ 型产气荚

膜梭菌抗毒素反应（图 ４）。

２．４　 ＥＴＸ 毒素突变体的毒力测定

２．４． １ 　 对 ＭＤＣＫ 细胞的毒力测定 　 ＭＤＣＫ 细胞

加入各组分后继续培养 ２４ ｈ，显微镜下观察。 ５０００

倍稀释的天然 Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素接种细胞

组出现了明显的细胞病变（图 ５ａ）；接种浓度为 １００

μｇ ／ ｍＬ、１０ μｇ ／ ｍＬ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ蛋白的实验组（图 ５ｂ）、

接种肉肝胃酶消化汤和洗脱液的阴性对照组及空

白对照组细胞均生长良好，未出现细胞病变（图 ５ｃ）。

Ｍ： 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １：诱导的细胞裂解沉淀；２：诱导的细胞裂解物上清；

３：上清与 Ｎｉ－ＩＤＡ 孵育后流出液；４：无 Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ 的洗脱液；

５：２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ 的洗脱液；６：５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ 的洗脱液；

７：３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ 的洗脱液；８：Ｎｉ－ＩＤＡ 介质

Ｍ： ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ； １： Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ；

２：Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ；

３：Ｔｈｅ ｆｌｏｗ－ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｒｏｍ Ｎｉ－ＩＤＡ ｒｅｓｉｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；

４：Ｔｈｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｎｉ－ＩＤＡ ｒｅｓｉｎ ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ；

５： Ｔｈｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｎｉ－ＩＤＡ ｒｅｓｉｎ ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ｃｏｎｔａｉｎ

２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ）； ６：Ｔｈｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｎｉ－ＩＤＡ ｒｅｓｉｎ ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｕｔｉｏｎ

ｂｕｆｆｅｒ（ｃｏｎｔａｉｎ ５０ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ）； ７：Ｔｈｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｎｉ－ＩＤＡ ｒｅｓｉｎ ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ

ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ （ｃｏｎｔａｉｎ ３００ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ）； ８：Ｔｈｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｎｉ－ＩＤＡ ｒｅｓｉｎ

图 ３　 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ的纯化

Ｆｉｇ ３　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ
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Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１．未诱导的细胞裂解物；２． 纯化后的 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；

２：ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ４　 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ与 Ｄ 型产气荚膜梭菌

抗毒素反应的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ ４　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｓｅｒｕｍ

ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ｄ

２．４．２　 对小鼠的毒力测定　 未活化和经过胰酶活

化的 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ，分别以 １、１０、１００ μｇ ／只的剂量尾静

脉注射小鼠，结果显示：注射组以及蛋白溶解液和

胰酶消化液两个阴性对照组小鼠，在注射后 ２４ ｈ 均

存活，未见任何异常。 注射 １ 个 ＭＬＤ 天然毒素的

小鼠，在注射后 ２４ ｈ 内全部死亡。 以上结果说明

ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ已成功减毒，即使经过胰酶活化后，本实

验注射剂量对小鼠依然是无毒的。
２．５　 ＥＴＸ 毒素突变体的免疫原性分析

２．５．１　 血清毒素中和抗体效价的测定　 结果如表

１ 所示，经血清中和法测定，以 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ 制备疫苗

免疫家兔后，每毫升一免抗血清可中和 ４５０～７００ 个

ＭＬＤ 的 Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素；每毫升的二免抗

血清可中和 ３０００～４０００ 个ＭＬＤ 的 Ｄ 型产气荚膜梭

菌毒素，而佐剂对照组的兔血清对 Ｄ 型产气荚膜梭

菌毒素无中和作用。 以上结果表明，ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ的免

疫效力远高于现行《中华人民共和国兽药典》的规

定（３０ 个 ＭＬＤ ／ ｍＬ），是优良的制苗用候选抗原。

ａ： 加入 ５０００ 倍稀释的天然毒素培养液后培养 ２４ ｈ 的细胞；ｂ１－ｂ２：分别加入浓度为 １００ μｇ ／ ｍＬ 及 １０ μｇ ／ ｍＬ 的 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ培养液后

培养 ２４ ｈ 的细胞；ｃ１：蛋白洗脱液对照；ｃ２：用于培养 Ｄ 型产期荚膜梭菌的肉肝胃酶消化汤对照；ｃ３： 细胞培养基对照

ａ： ＭＤＣＫ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｏｘｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ｄ ｗｉｔｈ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ５０００ ｆｏｒ ２４ｈ；

ｂ１－ｂ２：ＭＤＣＫ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ －ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ ｏｆ １００μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ １０μｇ ／ ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｆｏｒ ２４ｈ；

ｃ１：ＭＤＣＫ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ｃｏｎｔｒｏｌ； ｃ２： ＭＤＣＫ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｂｅｅｆ， ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓｔｏｍａｃｈ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ｓｏｕｐ

ｕｓｅｄ ｂｙ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ｄ； ｃ３： Ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ５　 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ对 ＭＤＣＫ 细胞的影响

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ｔｏ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌ

２．５．２　 攻毒保护实验 　 表 １ 结果显示，在二免后

２１ ｄ，对所有 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ免疫组和佐剂免疫对照组的

家兔，经耳缘静脉注射 １ 个 ＭＬＤ 剂量的天然毒素

进行攻毒，结果表明，佐剂免疫对照组家兔在攻毒

后５ ｄ内全部死亡，ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ免疫组家兔全部健活，
未见任何不良反应。
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表 １　 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ的免疫保护和免疫兔血清的中和效价结果

Ｔａｂ １　 Ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ ａｎｄ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ

项目
ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ免疫组 佐剂对照组

Ｒ１ Ｒ２ Ｒ３ Ｒ４ Ｃ１ Ｃ２ Ｃ３ Ｃ４

一免血清中和效价 ／ （ＭＬＤ·ｍＬ－１） ７００ ４５０ ５５０ ６５０ ０ ０ ０ ０

二免血清中和效价 ／ （ＭＬＤ·ｍＬ－１） ４０００ ３０００ ３３００ ３５００ ０ ０ ０ ０

攻毒结果 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ

　 “Ｓ”代表存活；“Ｄ”代表死亡
　 ＂ Ｓ＂ ｍｅａｎｓ ｓｕｒｖｉｖｅｄ； ＂ Ｄ＂ ｍｅａｎｓ ｄｉｅｄ

３　 讨　 论

随着研究的深入，与产气荚膜梭菌密切相关的

主要致死性外毒素的结构和致病机理越来越清晰，
致死性外毒素的部分无毒区域 （ ＣＰＡ、ＣＰＢ 以及

ＣＰＩ 的 Ｃ 末端［１３－１４］ ） 或者无毒突变体 （ ＥＴＸ 和

ＰＦＯ［２７］）作为亚单位疫苗抗原已经被证实能够有效

预防相应的毒血症。 在无毒重组 ＥＴＸ 亚单位疫苗

的研究中，经典的无细胞毒性突变体为第 １０６ 位组

氨酸突变为脯氨酸的重组 ＥＴＸ 蛋白，其安全性和

免疫原性已经得到大量验证［１５－１７］。 研究制备的

ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ 可溶性表达量较高，可溶性比例可达

３０％，这可能是由于研究按照大肠杆菌偏爱的密码

子，对 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ进行了优化，从而为后续的大量生

产以及纯化提供便利。 根据已有的文献报道，
５０ ｎｇ ／ ｍＬ的天然 ＥＴＸ 即可引起小鼠死亡，而研究

结果发现 ６．２５×１０６ ｎｇ ／ ｋｇ 的 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ对 ＩＣＲ 小鼠

尾静脉注射，仍无致死性，证明该重组蛋白具有良

好的安全性。
自然环境中对动物致病的梭菌种类较多，且常

混合感染，因而梭菌病的预防多采用联苗，以达到

一针多防的目的。 目前我国商品化的该类疫苗均

为天然毒素经甲醛脱毒后制备的类毒素疫苗，其生

产过程复杂，易导致产毒不稳定。 此外，该类疫苗

有效抗原含量较低，制备联苗后免疫剂量过大，容
易引起动物的应激反应。 彭小兵等对该类疫苗

２００６－２０１５ 年间的检验结果进行了统计分析，结果

表明：以血清中和法检验，效力不符合规定的产品

共有 ３３ 批，其中 β 毒素组分效力不符合规定（低于

１ ＭＬＤ）的比例最高，约为 ７２．７％［２８］。 然而，鉴于此

类联苗免疫剂量的限制，无法再大幅度增加 β 类毒

素的比例。 为此，产气荚膜梭菌毒素亚单位疫苗的

研制显得极为重要。 在一定范围内，可以最大限度

增大免疫原性较差的毒素抗原，从而提高联苗的总

体免疫保护作用。 而研究中制备的 ｒＥＴＸＨ１０６Ｐ，一免

兔血清每毫升可中和 ４５０ ＭＬＤ 以上，二免兔血清每

毫升可中和 ３０００ ＭＬＤ 以上，效果明显优于目前的

商品化疫苗。 这说明 ＥＴＸ 的第 １０６ 位氨基酸突变

后，毒力基本消失，但仍保留了良好的免疫原性，是
我国现行 Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素疫苗升级换代的

理想候选疫苗抗原。
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