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梭菌神经毒素的研究进展
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摘　要：梭状芽孢杆菌属包括许多可以形成芽孢的革兰阳性棒状杆菌，它们广泛分布于自然界中，包括土壤、

海洋和淡水沉积物中。在家畜、鸡，以及人等哺乳动物的肠道中也经常能发现肉毒梭菌。许多梭状芽胞杆

菌可以产生神经毒素，如肉毒毒素、破伤风毒素和产气荚膜梭菌 ε 毒素，分别由肉毒梭菌、破伤风梭菌和

产气荚膜梭菌产生。这些梭菌神经毒素毒性非常强，可以引起人类或动物发病，如肉毒中毒、破伤风、羊

肠毒血症等，给人类的健康和养殖业带来许多危害，一直是重要的研究对象。近年来，梭菌神经毒素在结

构与受体以及检测、防控方面取得了较大的进展，现从以上方面综述这 3 种毒素的研究进展。
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Research progress of Clostridial neurotoxins
XIN Wen-Wen, WANG Jing-Lin*

(State Key Laboratory of Pathogen and Biosecurity, Institute of Microbiology and Epidemiology,
Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100071, China)

Abstract: The genus Clostridium comprises a number of spore forming Gram positive, rod shaped bacilli. They are 
widely distributed on the earth including the soil, marine and freshwater sediments. They are also found in the 
intestines of domestic animals, chickens, and mammalian species such as humans. Many Clostridial species produce 
medically important neurotoxins. For example, botulinum neurotoxin, tetanus neurotoxin, and epsilon toxin were 
produced by Clostridium botulinum, C. tetani, and C. perfringens respectively. These neurotoxins are extremely 
potent, and are responsible for many diseases of human or animals, such as botulism, tetanus, and enterotoxemia. 
So, there have been many studies on these neurotoxins and new achievements have been made in fields of 
structures, receptors, detection, and prevention in recent years. The purpose of this paper is to review the advances 
on Clostridial neurotoxins in respect of structures, receptors, monitoring, and prevention.
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梭状芽孢杆菌属包括许多可以形成芽孢的革

兰阳性棒状杆菌，它们广泛分布于自然界的土壤、

海洋和淡水沉积物中。它们也是许多动物，如家畜、

鸡，以及人类的肠道中的正常菌群 [1]。许多梭状芽

胞杆菌可以产生神经毒素，如肉毒毒素 (botulinum 
neurotoxin, BoNT)、破伤风毒素 (tetanus neurotoxin, 
TeNT) 和产气荚膜梭菌 ε 毒素 (Clostridium perfrin
gens epsilon toxin, ETX)，分别由肉毒梭菌 (Clostri
dium botulinum)、破伤风梭菌 (C. tetani) 和产气荚膜

梭菌 (C. perfringens) 产生。在以往文献中，梭菌神

经毒性通常只指 BoNT 和 TeNT，因为 ETX 也被证

明有神经毒性 [2]，故本文把这 3 种毒素统称为梭菌

神经毒素。这 3 种毒素是自然界中生物毒素毒性排

名前三的毒素。BoNT 是目前发现的生物毒素和化

学毒剂中的毒性最强的物质，对小鼠的半数致死剂

量 (lethal dose 50, LD50) 约为 1 ng/kg[3]。TeNT 毒性和

BoNT 的相似，对小鼠的 LD50 约为 1 ng/kg[4]。ETX
对小鼠的 LD50 约为 70 ng/kg[5]。

梭菌神经毒素不但毒性非常高，而且通常会引

起人类和动物非常严重的疾病，跟人们的生活息息

相关，因此，一直是非常重要的研究对象。我国每

年都会发生食源性肉毒中毒事件，严重威胁着人们

的健康和安全 [6]。另外，BoNT 由于其极高的毒性，

被列入国际生物武器核查清单，是重要的生物战

剂 [7]。TeNT 是引起人破伤风的致病因子，常通过

伤口感染破伤风梭菌所致，一旦出现症状死亡率很

高，在发展中国家每年都有很多新生儿因患破伤风

死亡 [8]。ETX 主要是由 B 和 D 型产气荚膜梭菌产

生的一种主要致病因子，可导致山羊、绵羊和牛等

动物的肠毒血症或坏死性肠炎，以及新生羔羊和犊

牛腹泻等肠道致死性疾病 [9-10]。该病发病急、病程短、

死亡快，新生羔羊死亡率高达 95%~100%，山羊和

绵羊死亡率接近 30%，给我国乃至世界各国的畜牧

业生产造成严重损失 [11-12]。

近年来，这 3 种毒素的研究取得了较大的进展，

主要集中在结构与受体、检测和防控等方面。本文

从这几个方面详细综述了这 3 种梭菌神经毒素的研

究进展。

1　肉毒神经毒素

肉毒神经毒素 (BoNT) 是由肉毒梭菌产生的一

种外毒素，可以分为 7 个血清型，分别为 BoNT/
A~G[13]，除 BoNT/G 外，其余血清型都存在亚型，

如 BoNT/A 存在 5 个亚型 (A1~A5)。这 7 种血清型

的毒素分子具有相似的结构和功能。2014 年，有多

篇文章同时报道发现了新的血清型 BoNT/H，该血

清型的毒素不能被目前所有 7 种抗毒素的任何一种

中和 [14-16]，序列比对和聚类分析也表明该血清型不

属于现有 7 种血清型的任何一个血清型或亚型。该

新血清型目前还没有被完全得到认可 [17-18]。

BoNT 以无活性的前体毒素的形式存在，在内

源或外源蛋白酶的作用下，在 N 端三分之一位置处

断裂成两条链，形成有活性的毒素分子。有活性的

毒素分子由一条重链 ( 相对分子质量为 105) 和一条

轻链 ( 相对分子质量为 5 × 104) 组成，两条链由一

个二硫键链接 [13,19]。重链可以和神经细胞表面的受

体结合，通过受体介导的内吞作用介导毒素分子进

入细胞内部 [13]。毒素分子进入细胞后轻链和重链分

离，重链在内体膜上形成跨膜孔洞介导轻链进入胞

质内 [13, 20-21]，进入细胞内的轻链分子具有蛋白酶活

性，可以切割与胞吐作用相关的蛋白。BoNT/A 和

BoNT/E可以切割突触小体相关蛋白-25 (synaptosomal- 
associated protein of 25 kDa, SNAP-25)，BoNT/B、
BoNT/D、BoNT/F 和 BoNT/G 可以切割囊泡相关

膜蛋白 (vesicle-associated membrane protein, VAMP)，
而 BoNT/C 同时可以切割 SNAP-25 和突触融合蛋

白 (syntaxin)[22-27]。SNAP-25、VAMP 和突触融合蛋

白组装在一起可以介导突触小泡和质膜的融合 [28]。

轻链分子通过切割这些蛋白从而抑制突触小泡内神

经递质的释放，造成肌肉麻痹，进而使患者呼吸麻

痹而死亡。

1.1　结构与受体

BoNT 的受体以及其进入神经细胞的机制一直

是研究的热点。目前，BoNT 的双受体模型已经逐

渐得到证实，BoNT进入神经细胞存在两种受体——
蛋白受体和神经节苷脂受体。通常情况下，毒素分

子和单一受体的亲和力较低，而和两种受体同时结

合时可以获得更高的亲合力。表 1 列出了各型毒素

分子的蛋白受体和神经节苷脂受体。A 型、D 型和

E 型毒素的蛋白受体是突触小泡蛋白 2 (synaptic 
vesicle protein 2, SV2) 分子。SV2 分子有 3 个亚型

(SV2A、SV2B 和 SV2C)，不同型的毒素分子和 3
种 SV2 分子的亲和力也有差异。B 型和 F 型毒素分

子的蛋白受体是突触结合蛋白 I (synaptotagmin I, Syt 
I) 或突触结合蛋白 II (synaptotagmin II, Syt II)[29-30]。

C 型毒素分子的蛋白受体目前还不清楚。复杂型神

经节苷脂分子类型较多，各型毒素分子的神经节苷

脂受体通常不止一种，较为复杂，在亲和力方面偏
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好不同，并不统一，不过 GT1b 是各型毒素分子共

有的受体 ( 表 1)，因此，各型毒素分子在神经节苷

脂的结合区域相对较为保守。随着研究的深入，

BoNT 的受体及进入细胞机制虽不断得以阐明，但

尚有很多地方没有研究清楚。C 型毒素分子的蛋白

受体一直没有被证实，尚不能确定 C 型毒素分子是

否存在蛋白受体。研究表明，缺乏神经节苷脂的神

经细胞几乎丧失对 C 型毒素的敏感性，这也表明神

经节苷脂受体对 C 型毒素的结合具有决定性的作

用，这与其他型别的毒素分子有所不同，对于其他

毒素分子，蛋白受体通常对结合具有决定性作用 [31]。

另有研究表明，C 型毒素分子存在两个受体，但这

两个受体都是神经节苷脂类受体 [32]。

另外，毒素分子表面的不同受体结合区与受体

结合时可能会存在竞争 [33]。由于一个毒素分子表面

可能存在较多的受体结合结构域，这些结构域之间

的空间距离可能会比较近，因此，其中一个结构域

与受体结合后可能会影响另一个结构域与受体的结

合。B 型毒素的蛋白受体 Syt II 和神经节苷脂受体

可以独立地和毒素分子结合，而且两者的结合还存

在相互抑制的作用，过量的神经节苷脂 GD1a 或

GT1b 可以抑制毒素分子与 Syt II 的结合 [33]。

表1　肉毒神经毒素及破伤风神经毒素的受体与底物

毒素 蛋白受体 脂类受体 作用底物

BoNT/A SV2C[34-35] GT1b SNAP-25[36]

BoNT/B SytI、SytII[30] GT1b、GD1a[37] VAMP
BoNT/C 未知 GT1b、GD1b[31]、唾液酸[32] SNAP-25[36]、突触融合蛋白

BoNT/D SV2[38] 磷脂酰乙醇胺[31,39]、GT1b、GD1b、GD2[40] VAMP
BoNT/E SV2A、SV2B[41] GT1b、GD1a、GQ1b、游离脂肪酸[42] SNAP-25[36]

BoNT/F SV2[29] GT1b、GD1a[29] VAMP
BoNT/G SytI、SytII[43-44] GT1b[45] VAMP
TeNT SV2A、SV2B[46] GT1b VAMP-2

1.2　检测与防控

对 BoNT 的监测与预警对生物战剂检测、食品

安全都具有重要的意义。近几年，BoNT 的检测技

术取得了快速的发展。目前，小鼠致死试验 (mouse 
lethality assay, MLA) 是检测 BoNT 活性的金标准，

可以检测所有型别的 BoNT[47-48]。BoNT 有效的检测

方法包括 MLA 以及基于其他动物的方法，如数字

诱导评分、运动活跃度、复合肌肉动作电位和神经

肌肉活动检测。然而，动物试验耗时长，自然界的

复杂变化会导致试验不可避免的一些缺陷，包括样

本量的限制、无法实现自动化、动物设施的要求以

及较高水平的技术人员。与 MLA 相比，理想的检

测方法应该具备简单、快速、易于自动化、准确性

好以及灵敏度高等优势。因此，开发一种灵敏度

高且可以用于检测有活性 / 无活性的 BoNT 的体外

试验，如酶联免疫吸附试验 (enzyme-linked immu-
nosorbent assay, ELISA) 和肽链内切酶活性检测，则

显得尤为重要。基于 DNA 检测的体外试验只能用

于检测基因编码区的神经毒素或神经毒素相关蛋

白，而不是真正的毒素。BoNTs 现有的检测方法详

见表 2。

目前，ELISA 技术已经广泛应用于食品和临床

样本中毒素的检测。但ELISA需要复杂的数据处理，

可被流式细胞术所替代。免疫层析技术操作简单、

快速、易于操作，但灵敏度远低于 MLA 试验。

PCR 和 ELISA 结合后可以显著提高检测的灵敏度，

脂质体 ELISA 是目前报道的 BoNT 检测灵敏度最

高的方法，但其操作较为复杂，且容易被污染而产

生假阳性结果。基于生物传感器技术的检测方法便

于自动化，但其灵敏度远低于 MLA 试验。

内肽酶活性试验具有较为广阔的应用前景和发

展潜力。内肽酶活性试验检测 BoNT 基于多项技术

建立了多种方法，如基于质谱技术、荧光共振能量

转移技术、表面等离子体共振等。这些方法通常可

以获得和 MLA 试验一致，甚至更高的灵敏度，而

检测时间却大大缩短到几个小时甚至几分钟。基于

内肽酶活性的检测方法的灵敏度通常和时间相关，

时间延长可以获得更高的灵敏度，故可以根据实际

情况灵活控制时间和灵敏度。

目前，很多方法已经将 BoNT 的检测灵敏度提

高到了 fg/mL 的级别。然而，仍没有一种方法可以

全面解决 BoNT 检测所面临的问题。大部分最新建
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表2　肉毒神经毒素现有的检测方法的比较

方法 检测下限(mL−1) 检测耗时 自动化 样品基质干扰

动物试验    
　小鼠致死试验[49] 20 pg 4~6 d 否 受限

　运动能力试验[50] 2 pg 1~2 d 否 受限

　神经肌肉试验[51] <20 pg 4~5 h 否 受限

基于抗体的试验    
ELISA[52] 5 pg~2 ng 5~6 h 受限 可控的

　免疫层析[53] 1~50 ng 30 min 未知 高

　流式细胞术[54] 50 pg~20 ng 4 h 是 可控的

　免疫PCR[55] 1~5 pg <9 h 否 可控的

　脂质体-ELISA[56] 0.02 fg <9 h 否 未知

生物传感器技术    
　双衍射光栅试验(bidiffractive grating assay)[57] 100 ng <30 min 是 低

　生物传感阵列试验(array biosensor assay)[58] 40~200 ng <30 min 是 低

　光和流体试验(optic and fluidic assay)[59] 20~500 ng <30 min 是 低

　芯片ELISA(ELISA on a chip)[60] 2 ng <30 min 是 低

　适配子电化学传感器[61] 40 pg <30 min 是 低

内肽酶活性试验    
　蛋白芯片捕获试验[62] 20 pg 3~5 h 是 高

　实验室试验(lLab-on-chip)[63] 1 pg <20 min 是 高

　肽阵列试验(Peptide array assay)[64] 3 pg <3 h 是 高

　荧光共振能量转移[65-66] 0.5 fg 2.5 h 否 低

 150 ng 2 min 否 低

细胞试验[67] 1~10 ng 2~3 d 否 低

质谱检测[68] 0.4~6 pg 3~4 h 是 高

表面等离子体共振[69] 8 pg 5 min 否 低

 66 fg 5 h 否 低

备注：该表格首次由Singh绘制[70]，本文做了补充。

立的方法都存在一定的问题，需要进一步的改进和

优化。然而，这些方法的广阔应用前景和发展潜力

是不可否认的，希望在未来可以通过技术的改进以

解决 BoNT 检测所面临的问题，同时也期待更具创

新性的 BoNT 检测方法。

肉毒中毒的防治主要采用类毒素疫苗预防和使

用中和性抗体进行被动免疫治疗。类毒素疫苗是预

防肉毒中毒的有效方法。目前国外使用较多的类毒

素疫苗是福尔马林灭活的五价疫苗，该疫苗只含有

A~E 这 5 个血清型，不能抵抗 F 型和 G 型毒素的

攻击 [71]。BoNT 的 Hc 片段包含保护性抗原基本决

定簇，作为免疫原能引发显著保护性免疫应答，是

目前 BoNT 亚单位疫苗的研究方向 [72-74]。由于临床

诊断往往不能有效区分中毒的毒素类型，使用保护

性抗体治疗时多使用多价的马血清抗毒素 [75]，卵黄

抗体通过口服也能产生保护效果 [76]。美军装备有七

价的抗毒素血清，以防利用 BoNT 的恐怖袭击 [1]。

另外，小分子化合物和肽类物质对 BoNT 的毒性可

以起到一定的抑制作用，毒素拮抗剂成为肉毒中毒

防治的新途径 [77-78]。

2　破伤风毒素

破伤风毒素 (TeNT) 是由破伤风梭菌产生的一

种神经毒素，和 BoNT 的结构相似，由一条重链 ( 相
对分子质量为 105) 和一条轻链 ( 相对分子质量为

5 × 104) 构成，两条链之间由二硫键链接。轻链

同样具有 Zn 离子依赖的内肽酶活性，可以切割

VAMP-2 蛋白。重链由 3 个结构域构成，分别是

HN、HC-N 和 HC-C 结构域。HN 结构域相对分子

质量约为 5 × 104，由 2 个 11 nm 长的 α 螺旋构成；

HC-N 结构域由 6 个 β 折叠和 4 个 α 螺旋组成一个

卷筒样结构域；HC-C 结构域具有 2 个多聚唾液酸

神经节苷脂的结合位点，介导毒素分子和外周运动

神经细胞突触前膜的结合。



辛文文，等：梭菌神经毒素的研究进展第1期 5

2.1　受体及致病机制研究

TeNT 的神经节苷脂受体已经得到确认，但该

毒素是否存在蛋白受体尚不能确定。2009 年，Chen
等 [79] 证实 TeNT 分子 HC-C 结构域上存在 2 个槽样

的结构域 (W 槽和 R 槽 )，这两个结构域都能和神

经节苷脂结合，而且毒素分子和神经细胞高亲和力

结合只依赖于神经节苷脂。2011 年，Yeh 等 [46] 报道，

SV2 是 TeNT 的蛋白受体，介导毒素分子进入中枢

神经元细胞。然而，2012 年，Blum 等 [80] 认为毒素

进入细胞存在两种不同的机制，一种是不依赖于突

触小泡循环的方式，另外一种是和突触小泡有关的

方式，但这两种方式都不依赖于 SV2 分子。体外实

验也发现 SV2 和毒素分子不能发生结合。到目前为

止，TeNT 分子是否存在蛋白受体尚没有定论。

TeNT 分子通过受体和外周运动神经细胞结合，

然后通过受体介导的细胞内吞作用进入细胞内囊

泡。载有毒素分子的囊泡可以沿运动神经细胞逆行，

直至到达脊髓释放到运动神经细胞和抑制性神经细

胞的交界处，然后毒素分子通过受体进入到抑制性

神经细胞内的囊泡中。随着囊泡的酸化，轻链分子

和重链分子解离并进入胞质中。进入胞质的轻链分

子可以切割 VAMP-2 蛋白，从而抑制突触小泡内神

经递质的释放。由于作用细胞是抑制性神经细胞，

会造成对运动神经元正常的抑制作用消失，从而造

成运动神经元持续性兴奋，导致肌肉强直性收缩
[4]。

TeNT 和 BoNT 在一级结构上具有同源性，两

者在结构和作用方式上均较为类似，在其 H 链和 L
链的氨基酸组成上有相当高的同源性，血清学上有

明显的抗体交叉反应，这些表明两者在进化上具有

亲缘关系。

2.2　检测与防控

由于破伤风基本都由伤口感染破伤风梭菌引

起，如果伤口处理得当，可以大大减少感染的几率。

另外，虽然 TeNT 和 BoNT 毒性相似，但其用作生

物战剂的局限性较大，因此，TeNT 的检测技术一

直没有得到人们的重视。目前关于其检测方法的文

献较少。

目前，破伤风的防控手段主要是接种疫苗，分

为主动免疫和被动疫苗两大类 [1]。被动疫苗是指抗

TeNT 免疫球蛋白，因为目前使用的抗 TeNT 免疫

球蛋白基本来自于动物血清，所以通常会有 20%
的人出现过敏反应，1%的人出现严重的过敏反应 [1]。

主动免疫疫苗是指 TeNT 类毒素疫苗，是防控破伤

风的有效办法，可以激发机体产生有效且持久的免

疫反应。另外该疫苗较为安全，每 50 000 人约有 1
人出现轻微的反应，严重的反应十分罕见 [1]。

孕产妇和新生儿破伤风每年夺去成千上万名新

生儿的生命，主要发生在发展中国家。在世界卫生

组织的倡导之下，全球范围内展开了破伤风免疫计

划，目的是消灭孕产妇和新生儿破伤风。该计划取

得了很好的成果，目前为止，全球大部分国家都已

经消灭了孕产妇和新生儿破伤风。我国新生儿的计

划免疫中就有百白破疫苗接种，该疫苗能同时预防

百日咳、白喉和破伤风。2012 年，我国也成功消灭

了孕产妇和新生儿破伤风 [81]。

3　产气荚膜梭菌ε毒素

产气荚膜梭菌 ε 毒素 (ETX) 是由 B 型和 D 型

产气荚膜梭菌产生的一种外毒素，具有多种生物学

活性，如具有细胞毒性、神经毒性、水肿活性、致

死性和肠坏死性等。目前已经清楚，etx 基因由带

有插入序列 IS1151 的大质粒编码，其结构基因大

小为 987 bp，编码 329 个氨基酸，含有 32 个氨基

酸的信号肽，成熟肽为 297 个氨基酸，相对分子质

量为 3.2 × 104 [82]。ETX 首先在产气荚膜梭菌的指数

生长期以无活性的前体毒素形式被合成分泌，经产

气荚膜梭菌产生的 λ 蛋白酶 (λ-protease) 和消化性

蛋白酶，如胰蛋白酶 (trypsin)、胰凝乳蛋白酶

(chymotrypsin) 的切割成为有活性的成熟肽，即

254~261 个氨基酸组成的单链多肽，相对分子质量

为 2.83 × 104~2.91 × 104 [83]。ETX 一级结构及不同蛋

白酶切割位置，如图 1 所示。其中，λ- 蛋白酶可以

切除前体毒素 N 端 11 个、C 端 29 个氨基酸，胰蛋

白酶可以切除前体毒素 N 端 13 个、C 端 22 个氨基

酸，而胰凝乳蛋白酶和胰蛋白酶共同作用可以去除

N 端 13 个、C 端 29 个氨基酸 [2]。不同切割方式所

活化的毒素的毒力是不同的，经胰酶活化的毒素对

小鼠的 LD50 约为 320 ng/mL，经 λ- 蛋白酶蛋白酶

活化的毒素对小鼠的 LD50 约为 110 ng/mL，而经胰

酶和胰凝乳蛋白酶共同作用活化的毒素分子的毒性

最强，对小鼠的 LD50 约为 65 ng/mL[84]。然而，有

研究利用羊小肠内容物消化 ETX，发现其活化还有

羧肽酶的参与，最终毒素分子被去除了 N 端 13 个、

C 端 32~34 个氨基酸，形成由 3 种相对分子质量约

为 2.7 × 104 的毒素分子组成的混合物，该混合物的

毒性甚至更强 [85]。

3.1　结构与受体

目前对 ETX 细胞毒性机制，包括一些关键氨
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基酸位点与 ETX 生物活性的关系已有一些了解，

但现有的实验数据还不能完成阐明 ETX 的作用机

制 [2,83,86]。如大量数据已经证明，ETX 是一种成

孔毒素，对犬肾上皮 (Madin-Darby canine kidney, 
MDCK) 细胞具有致死作用，可在其细胞膜上与脂

筏相关蛋白结合形成一种七聚体复合物，并在细胞

膜表面形成一个大的孔隙，导致细胞膜通透性改变，

使胞内 K 离子外流 [87-89]。ETX 晶体结构具有成孔

毒素家族的主要结构特点 [2]。前体毒素的晶体结构

已经被解析出来，其呈现一种狭长的形态，由 3 个

结构域组成，且有两个长条索状结构横贯 ETX 分

子的 3 个结构域 ( 图 2)。其中，结构域 I 中有一组

芳香族氨基酸簇，被推测可能是与受体结合的关键

区域 [90]。结构域 II 中可能存在与毒素成孔活性相

关的结构区域，在 S124-Y146 片段区域中含有交替

的亲水性 - 疏水性残基，形成 β 发卡结构，推测是

形成七聚体的跨膜结构域，但目前还未获得可靠的

实验结果 [91]。结构域 III 中可能包含一个毒素活化

的裂解位点，且极有可能与毒素单体的寡聚反应有

关 [83]。虽然 ETX 的晶体结构已被解析，但是 3 个

结构域中的重要氨基酸残基在 ETX 细胞毒性中的

具体作用尚不十分清楚。如果可以解析出其形成的

七聚体的晶体结构，将可以全面阐释 ETX 的结构

与功能。

ETX 的受体尚未被确认，但越来越多的证据

表明 ETX 和细胞表面特定的受体结合。在小鼠中

毒素和大脑的结合可以被前体毒素所抑制 [92-93]。相

似地，前体毒素也可以抑制活化毒素与细胞膜的结

合 [94]。细胞膜碎片经链霉蛋白酶和神经氨酸酶处理

后可以降低毒素的结合，表明受体分子可能是唾液

酸糖蛋白 [94]。最近有证据表明，甲型肝炎病毒细胞

受体 1 (hepatitis A virus cellular receptor 1, HAVCR1)
可能是 ETX 毒素结合 MDCK 细胞的受体，但尚未

得到确认 [95]。另外有研究表明，细胞表面的 MAL
蛋白 (myelin and lymphocyte protein) 对 ETX 与细胞

图1　产气荚膜梭菌ETX分子的一级结构示意图[2]

图2　产气荚膜梭菌ETX前体毒素的晶体结构图[91]

的结合及毒性的发挥必不可少。原本对 ETX 不敏

感的中国仓鼠卵巢细胞 (CHO 细胞 ) 在其表面重组

表达了大鼠来源的 MAL 蛋白后便获得了对 ETX 的

敏感性。然而，研究并没有发现 MAL 蛋白和 ETX
毒素蛋白之间的相互作用，因此，最终也没有确定

MAL 是 ETX 的受体 [96]。

目前，ETX 致死细胞的机制尚未完全阐

明，可能存在多种机制。ETX 的敏感细胞系

主要有 MDCK 细胞、人肾平滑肌瘤 (Caucasian renal 
leiomyo blastoma, G-402) 细胞、人肾颗粒细胞癌

(ACHN) 细胞和鼠肾皮质集合管 (murine renal cortical 
collecting duct, mpkCCDcl4) 细胞。其中，MDCK 细
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胞是研究 ETX 致死毒性最敏感的体外细胞系模

型 [97-98]。此外，与敏感细胞相一致的是，动物肾脏

是 ETX 作用的首要靶器官，而大脑则是仅次于肾

脏的第 2 个靶器官，当 ETX 发挥作用时可在肾脏

和脑两个重要靶器官中大量蓄积，使其发生充血和

水肿 [83,99]。ETX 对 MDCK 细胞的致死作用主要通

过在细胞膜表面形成跨膜通道，导致离子失衡而使

细胞死亡 [98]。然而，ETX 可以导致 mpkCCDcl4 细

胞流失 ATP 而引发细胞凋亡，这种作用不依赖于七

聚体的形成 [99]。因此，很可能存在其他的细胞致死

途径。

ETX 具有神经毒性，无论是在自然条件下还

是在实验室中，中毒的动物体内都能发现脑部组

织水肿 [100]。许多证据表明，这些水肿是由于 ETX
导致的脑部血管渗透率增加而引起的血管源性水

肿 [9,101]。同样也有很多证据表明，ETX 毒素直接作

用于神经组织。Nagahama 和 Sakurai[94] 利用放射性

标记技术证实，ETX 和脑组织匀浆及突触膜碎片

高亲和地结合。有研究表明 ETX 毒素通过刺激神

经细胞释放神经递质来损伤神经细胞 [102]。另外，

有学者对 ETX 和神经细胞的直接作用产生质疑，

Lonchamp 等 [103] 研究发现 ETX 对谷氨酸能的神经

末梢没有直接的作用。同样的，Dorca-Arevalo 等 [104]

研究发现，ETX 处理突触膜碎片并不能引发谷氨酸

盐的释放。因此，ETX 的神经毒性的具体机制还有

待进一步的研究。

3.2　检测与防控

目前检测动物肠内容物或其他体液中是否含有

ETX 是确诊羊等动物是否患有毒素引起的肠毒血症

的最常用方法。检测方法多是免疫学方法，如小鼠

中和试验、ELISA、对流免疫电泳。其中基于多克

隆抗体捕获的 ELISA 方法灵敏度最高，可以检测

0.075 倍小鼠 LD50 的毒素，但特异性相对较低。小

鼠中和试验特异性最好，但灵敏度相对较低，约为

50~200倍LD50。不同方法之间存在较大的不一致性，

因此，ETX 的检测最好采用两种方法进行确认 [105]。

目前，类毒素疫苗通常采用 D 型产气荚膜梭

菌培养物经过滤后使用甲醛脱毒而制成，已经在畜

牧业上应用很多年。但该疫苗并不能提供持久的保

护性，绵羊需要每年进行一次加强免疫，而山羊每

3~4 个月就要进行一次加强免疫。然而，疫苗接种

带来的炎症反应经常会导致动物食量减少、体重减

轻等症状 [106]。另外，使用粗培养物制备的疫苗不

同生产批次很难保持均一。基因工程表达技术出现

后，出现了重组表达类毒素疫苗，即 ε 毒素经大肠

杆菌重组表达后经甲醛脱毒制备而成。该疫苗在两

次接种后可以产生有效的保护性，在山羊、绵羊、

兔子和牛的身上均能产生较好的效果。这种重组类

毒素疫苗在巴西已经实现了商业化 [107]。

另外一种替代甲醛脱毒的技术就是基因工程突

变体疫苗。该疫苗通过基因工程技术对毒素分子特

定位点进行突变，筛选出保留免疫原性且无毒或减

毒的突变体分子。这种突变体分子可以直接作为疫

苗，无需甲醛处理。Oyston 等 [108] 制备的 H106P 突

变体疫苗可以保护小鼠抵抗 1 000 倍 LD50 天然毒素

的攻击。本实验室构建的 H199E 突变体在小鼠试

验中也能达到同样的保护效果 [109]。对结构和功能

的研究会促进疫苗的研究。

ETX 的多克隆抗体或单克隆抗体可用于毒素

中毒的被动治疗。对新生羔羊注射抗血清或者饲喂

含保护性抗体的初乳可以实现被动保护 [110-111]。另

外有研究表明，单克隆抗体可以有效保护培养的细

胞和小鼠不受毒素的侵害 [112-113]。有研究利用戊糖

乳杆菌及干酪乳杆菌重组表达 ETX 突变体制备口

服疫苗，在小鼠体内可以刺激产生较高水平的特异

性 IgG 抗体，并且在消化道和阴道黏膜上可以产生

特异性 sIgA 抗体。

显性失活抑制因子 (dominant-negative inhibitors 
of toxicity) 是另外一种可以抑制毒素活性的突变体。

这种抑制因子是 ETX 的突变体，当和天然毒素混

合时，可以和天然毒素分子形成无活性的七聚体，

从而抑制天然毒素的活性。Pelish 和 McClain[114] 曾

筛选到一个突变体，当和天然毒素至少以 1 : 8 混合

时可以有效保护 MDCK 细胞，但是这种抑制因子

需要和毒素分子同时进入体内才能发挥作用，因此

限制了其在医疗上的作用。
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