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综 述

c 型
、

D 型肉毒梭菌毒素的研究进展

苏文全

肉 毒 中 毒 (Bo tu lis m ) 是 由 肉毒 梭菌

(‘勿st’记 :。。 械“i二。m
,

下简称 e b ) 引起的
,

以

中枢神经系统症状为主的一种人兽共患疾

病
,

其发病是由 c b 所产生的神经毒素所致
。

肉毒中毒可分为食物肉毒中毒
,

创伤肉毒中

毒和婴儿肉毒中毒[l1
,

其中婴儿肉毒中毒 自

1 9 7 6 年首次报道以来
,

已在除非洲外的各大

陆皆有报告川
。

虽然 肉毒中毒以欧
、

美大陆发

病较多
,

但我国不少省份也有发现
,

其死亡率

较 高
,

毒性强烈
,

仍 应引起 人们的高 度重

视 [ 3〕
。

要防治肉毒中毒症
,

了解 c b 毒素生成的

生物学是非常重要的
。

根据 C b 神经毒素的抗

原特异性
,

可将 C b 菌株分为 A
、

B
、

c
、

D
、

E
、

F 和 G 等 7 型
,

其产生的神经毒素分别为 A
、

B
、

C , 、
D

、
E

、

F 和 G 等 7 种血清型
。

一般 l

菌株 只产生 1 种神经毒素
,

少数可产生多种

神经毒素
,

而有些菌株除产生神经毒素外
,

还

可产生其他毒素
。

如 C
、

D 型菌株除分别产生

C ,

和 D 神经毒素外
,

还可产生两种 A D P
一

核

糖酞转移酶 (A D p
一

R i
bos

y ltra n s fe r

ase ) e Z [ ‘」和

c 3

圈
。

关于早期肉毒梭菌神经毒素的研究结

果
,

可参阅 S u以ya m a 的综述川
,

本文重点介

绍 C
、

D 型肉毒梭菌毒素的研究进展
。

一
、

T o x 干

噬菌体与 C b 神经毒素的生成

噬菌体在 C b 毒 素生成中的重要作用首先

是在 C
、
D 型菌株中得到证实的

。

电镜观察表

明
,

各种类型的 C b 中都存在噬菌体
,

使宿主

对同种噬菌体的感染有免疫力民月
。

在 C 型或

D 型菌株中
,

一般有 1一 3 种噬菌体
。

在实验

室传代培养中
,

有些菌株会 自发失去产生神

经毒素的能力
,

同时失去某种或全部噬菌体
。

如果在培养基中加入叮咤橙
,

或将培养物暴

露于紫外线辐射
,

则可获得较多的不产生神

经毒素的后代菌株
。

要 了解所失去的噬菌体

类型
,

只需检验这些无噬菌体
、

不产神经毒素

的菌株对产神经毒素的亲代菌株裂解物或其

他含噬菌体
、

但不产神经毒素菌株裂解物的

敏感性即可
,

进而可纯化噬菌体
。

当用纯化的

噬菌体感染无毒株时
,

发现有两类性质不同

的噬菌体
:

一种可诱导宿主细菌产生神经毒

素和 对同种噬菌体 感染具有 免疫力
,

称为

T o x +

噬菌体
; 另一种不能诱导宿主细菌产生

神经毒素
,

称为 T o x 一

噬菌体
。

能诱导 c 和 D

型 c b 菌株产生神经毒素的 T o x +

噬菌体都

具有相似的形态学
,

头部为多面体
,

直径为

6 5一 x0 On m
,

尾部长 4 5 5 n m
,

并包有鞘 [ 了〕
。

分

离 自 c 型菌株的 T o x 牛

噬菌体可诱导产生 C ‘

神经毒素
.

分离 自 D 型菌株的 T o x
‘

噬菌体

可诱导产生 D 神经毒素
。

当不产神经毒素菌株用 T o x +

噬菌体重

新感染后
,

可分离到产毒株和不产毒株
,

产毒

株必携带 T o x 十

噬菌体
,

可产生神经毒素
.

并

对 T o x +

噬菌体感染免疫
。

反之亦然
。

而且
,

不产神经毒素菌株在连续 4 年的实验室传代

培养中
,

由于不与 T o x 斗

噬菌体接触
,

每一传

代培养物都对 T o x +

噬菌体敏感
,

也不 产生

神经毒素川
,

这更进一步证实了噬菌体 与神

经毒素生成的关系
。

作者单位
:

厦门大学生物学 系
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此外
,

将正常的产神经毒素菌株培养在

含有抗 T o x 十

噬菌体抗血清的 T G Y 培养基

中
,

也可从中分离到不产神经毒素
、

对 T O X 十

噬菌体敏感的菌株
。

随着在上述培养基中传

代次数的增加
,

对 T o X + 噬菌体敏感的后代

细胞数也随着增多
,

这说明噬菌体与宿主菌

的关系并不是真正的溶源关系
,

而是假溶源

关系
。

在这样的条件下
,

有些后代细胞随着细

胞分裂失去噬菌体
,

而抗血清则能保护这些

已消除噬菌体 的细 胞免受游离噬菌体的感

染
。

这些噬菌体敏感菌株在遭受 T O X +

噬菌

体感染后会被诱导产生神经毒素[9]
。

根据神经毒素 C ,

氨基末端的氨墓酸顺

序
,

反推出其核昔酸编码顺序
,

制备成探针
,

再与 T o x 十

和 T o X 一

噬菌体 D N A 杂交
,

证 明

了分离 自 C 型菌株的 T o x 十

噬菌体基因组确

实含有神经毒素 c ,

的编码片段
。

由于 C l

毒

素和 D 毒素的氨基末端氨基酸顺序有一定的

相关性
,

所以该 C 、

探针也可与 D 型菌株的

T o x +

噬菌体 D N A 杂交 [ ‘。]
。

最近
,

H a

USe
r
等报

道了 C 、

毒素编码基因全序列的测定结果〔‘门
。

二
、

ADP 一核糖酞转移酶 c :

当用消除

剂 去除 c 型 4 86 菌株 和 D 型 1 8 7 3 菌株 的

T
ox

十 噬菌体时
,

它们就失去了生成神经毒素

的能力
。

可是
,

在用胰蛋白酶处理这些无神经

毒素培养物的上清液后
,

却发现了另一种具

有 A D P一核糖酞转移酶活性的毒素
,

命名为

C Z
山〕

。

用 c Z

毒素腹膜接种小鼠
,

所表现的症

状不同于神经毒素所引起的症状
。

另外在 5

种不同的 c 型抗血清中
,

仅有 1 种 (后发现含

有抗 c :

毒素成分 )能中和 C :

毒素
,

而 D 型抗

血清均不能 中和 c Z

毒素
。

进一步研究表明
,

除了含抗 C :

组分的 C 型抗血清外
,

所有 A 至

G 型抗血清均不能中和 C :

毒素
。

这是 C :

毒

素不同于 c l 、

D 及其他神经毒素的进一步证

据
。

利用上述不产神经毒素菌株制备的抗 C Z

毒素抗血清
,

可中和由 C
、

D 型菌株产生的 C Z

毒素
; 而不含 C Z

组分的 C
、

D 型抗血清
,

可

中和 C ,

或 D 神经毒素
,

从而使得被神经毒素

所掩盖的 c :

毒素得以表现出来
,

因此成为确

定不同的 c
、

D 型菌株产生毒素方面是否有

差异的有用工具
。

在从瑞典
、

法国
、

荷兰
、

英

国
、

南非
、

日本和美国分离的 30 株 c 型菌株

中
,

共有 28 株可产生 C :

毒素
,

其 中 3 株 C :

毒

素滴度很低
,

只有利用 T G Y 培养基的透析浓

缩培养才可检出
。

与此相反
,

5 株 D 型菌株

中
,

仅有 1 株可产生 C :

毒素川
。

研究表明
,

C ,

毒素的生成与 T o x +

噬菌

体无关
。

产神经毒素的 C
、

D 型菌株
,

在消除

了 T o x 十噬菌体后
,

就失去了产生 C ,

或 O 神

经毒素的能力
,

但仍可继续生成 c :

毒素
。

用

T o x +

和 To x 一

噬菌体感染不产 C Z

毒素的菌

株以诱导生成 C :

毒素均未获成功
。

曾有学者

认为
,

C :

毒素的生成与芽抱形成有关
,

其滴

度与细胞的芽抱形成率成正比〔,’〕
。

然而
,

Ek
-

tu nd 等的工作表明
,

C 型 C b 菌株 164 的 C :

毒

素生成与芽抱形成和感染性的噬菌体无关
,

但暂时仍无法排除缺失性噬菌体或质粒的作

用〔7 ]
。

三
、

T o x +

噬菌体与 A D P 一

核糖酞转移酶

c :

的生成 曾有不同研究者报告了 Cb 神经

毒素 C ,

和 D 也具 有 A
DP

一

核糖酞转 移酶 活

性
。

然而
,

随后的工作青明
,

毒素样品中的

A D P
一

核糖酞转移酶活性并非 由 c ,

和 D 神经

毒素所引起
,

而是由另几具有 A D p
一

核糖酞转

移酶活性的胞外酶所产生
,

并将其命名为 c 3 ,

它与 肉毒神经毒素和另一具有 A D p
一

核糖酞

转移酶活性的 C :

毒素有着本质的不同〔“
、

‘5〕
。

研究表明
,

与具有相同酶活性的 c :

毒素

不同
,

C :

毒素的生成与 T o x 十

噬菌体相关
。

产

C ,

或 D 神经毒素的菌株同时也产生 c 3

毒素
。

当产毒菌株消除了 T o x 干

噬菌体后
,

同时停

止产生 C ,
(或 D ) 神经毒素和 c 3

毒素
。

当菌

株用 T o x + 噬菌体再感染后
,

可诱导菌株再

产生 C ,
(或 D ) 和 C :

毒素
。

这表 明特异的

T o x +

噬菌体在控制 C ,

和 D 神经毒素生成的

同时
,

也介导 C 3

毒素的生成
。

最近
,

Po p po f等
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报道了编码 C 3

毒素的 T o x 十

噬菌体核昔酸的

全序列哪二
。

生化研究表明
,

由 c 和 D 型菌株

产生的 C ,

毒素并无差别存在川
、

‘5 〕
。

四
、

C
、

D 型菌株的产毒素类型及 C
、
D 型

的相互转换 根据上述研究
,

可以推算出
,

C
、

D 型 c b 菌株的毒素生成有 月种不同的组 合
:

(1 ) C ,
(或 D ) + e Z

+ C 3 ; (2 ) c , (或 D ) +

e 3 ; (3 ) e Z ; (4 ) 无任何毒素生成
。

具体例子

见表 1
。

表 I c
、

D 型 c b 菌株产生的毒素类型 (据 〔7〕修改 )

神经毒素的 C 型菌株
,

还会出现菌型的转换

现象 (表 2)
。

在每一情况下
,

cb 菌株产生的

神经 毒素类 型仅对 应于其携带的特 异噬菌

体
,

同时
,

在所有宿主中
,

c
、

D 型 T o x 一

噬

菌体还可介导 C 3

毒素的生成
,

而与 C :

毒素

生成无关
。

表 Z C
、

D 型 Cb 菌株菌型的相互转换

菌株 (噬菌体 )
毒素种类

神经毒素 C Z C
:1

�一甲十口一DC

菌株 (噬菌体
‘

毒素种类

神经毒素 C : C
3

+十
C 型菌株

4 6 8 C ( I C
,

ZC ) C
l

+ 十

本十4 6 8 C 一 U V 1 7 1 ( Z C )

十十++ClD
4 6 8 C 一 A 2 0 8 ( 一 )

1 6 5 ( g C )

出发菌株
:

c 型

1 5 3 ( 4 C )

1 5 3
一

H S 1 5 ( 一 )

15 3
一
H S 1 5 ( ZD )

1 5 3
一

H S 15 ( 4 C )

出发菌株
:

0 型

1 8 7 3 ( ZD )

18 7 3 一 A O A l l 3 ( 一 )

1 8 73
一

A O A l l 3 ( 4 C )

18 7 3
一

A O A l l 3 ( Z D )

16 5 一H S 3 1 ( 一 )

16 5 一H S 3 1 ( g C ) C
l

D 型菌株

1 8 7 3 ( ZD )

一十十十1 8 7 3 一 A O A l l 3 ( 一 )

1 8 7 3 一 A O A ( ZD )

8 2 6 5 ( 4 D )

8 2 6 5 一 A O 12 ( 一 )

8 2 6 5 一 A O 1 2 ( 4 D ) D 一 一

,
( ) 为菌 株 所携 带的 嵘菌 体

,

其 中 lc
、

g c
、

ZD
、

伯 为
T o x 一噬菌体

,

2c 为 T o x 噬菌体
,

一 为无噬菌体

就生理生化特征而言
,

c 型和 D 型菌株

是不可区别的
。

由于 C 、

D 型菌株产生的 C :

和

C 3

毒素生化性质相同
,

区别这两种不同型菌

株的主要特 征就是其神经毒素的抗原特异

性
,

c 型菌株产生 C ,

毒素
,

D 型菌株产生 D

毒素
。

然而
,

在消除了 T o x +
噬菌体之后

.

这

一鉴别特征也就随之消失了
。

而且
,

如果用分

离 自 c 型菌株的 T o x +
噬 菌体感 染对其敏

感
、

不产神经毒素的 D 型菌株
.

或用分离 自

D 型菌株的 T o x
‘

噬菌体感染对其敏感
、

不产

综上所述
,

C
、

D 型 C b 菌株至少可产生 3

种不同毒素
,

其中神经毒素 C ; 、

D 和 A O P
一

核

糖酞转移酶 C 3

的生成 由 T o x ‘

噬菌体基因组

所决定
。

当菌株消除了 T o x ‘

噬菌体后
.

将变

得对 T o x ’

噬菌体敏感
,

再次被感染后所产

生的神经毒 素类型将 由 T o x
‘

噬菌体的类型

所决定
。

因此可出现 C 、

D 型菌株的相互转换

现象
。

由于动物和人类对不同肉毒神经毒素

的敏感性有很大的差别〔’下〕
.

因而
.

T o x
‘

噬菌

体决定了 C b 菌株的毒性
,

在肉毒中毒中起重

要作用
。
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则判为阳性
。

(三 )病原体分离与鉴定
:

取病人病变组织

或 /及血液接种于脑心浸液双相琼脂或血琼脂

等
,

待长出菌落作生化反应
,

分析其细胞脂肪

酸和 16 sr D N A 序列等加以鉴定
。

后者亦可对

病人组织标本直接作出检定
。

(四 ) 血清学检查

用间接免疫荧光试验
,

恢复期病人血清滴

度比急性期者呈 4 倍增长为阳性
;
单份血清滴

度 至少达 1 :

“ 方可考虑现在 症诊 断
。

用

1 7K D 重组体抗原作 EL IS A 控测人血清抗汉塞

氏罗沙利马体 IgG
,

有助诊断
。

四
、

临床学

(一 ) 临床表现
:

1
.

Cs D :

典型 cs D 开始在被动物抓
、

咬部

位形成丘疹或脓疤
,

继而于 5 ~ 50 日后发生局

部淋巴结炎
,

常出现头
、

颈或上肢的淋巴结肿

大
,

多有触痛
,

少数化脓
。

部分病人有发热
、

全

身不适
、

肝脾大的表现
。

通常病程维持 2 ~ 4 月

即自愈
。

在约 10 %左右的非典型 cs D 病例中
,

其临床表现不一
,

可有 Par in a ud
‘

氏眼腺体综合

征
、

肉芽肿性结膜炎
、

骨质溶解
、

肺炎及中枢

神经系统损害等
。

2
.

B A p :

主要表现为皮肤损害和内脏发生

紫瘫
。

开始皮肤表面出现单个或多个红丘疹
,

逐渐增大可达数 cm 直径
,

偶有溃疡
。

深部皮肤

损害为皮下出现肉色结节
,

自由活动或固定于

皮下组织
。

杆菌性血管瘤可在任何实质性器官

发生
,

包括脑部
,

除非经活体组织检查
,

很难

与分枝杆菌和真菌感染或恶性肿瘤相鉴别
。

杆

菌性紫瘫多见于肝脏和脾脏
,

临床上可有或无

杆菌性血管瘤存在
;
病人有发热

、

体重减轻
、

腹

痛或腹胀
、

肝或脾大等
。

(二 )诊断
:

临床诊断一般依以下 4 项中有

3 项即可
:
(l ) 动物 (多为猫或狗 ) 接触史

,

有

抓伤或眼睛损伤
; (2 ) CS D 皮肤试验阳性

;

(3 ) 其他有关淋巴结病病因的实验室检查阴性
(如结核病

、

布鲁氏菌病
、

传染性单核细胞增多

症
、

性病淋巴肉芽肿
、

何杰金氏病
、

淋巴肉瘤

等 ) ; (钓 淋巴结或皮肤活检的组织病理学特

征
。

确诊应有特异性抗体检查和病原体分离的

结果
。

(三 ) 治疗
:

CS D 一般不需治疗而 自愈
。

虽

然体外药物敏感试验发现汉赛氏罗沙利马体

对许多抗生素有较高敏感性
,

但临床治疗常无

效
。

与 CS D 不同
,

对 BAP 则抗生素如红霉素
、

四环素类
、

利福平等有疗效
。

关于防制
,

目前尚缺乏有效的特异预防措

施
。

应注意避免被猫等宠物抓伤
。
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