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［摘　要］　为了探索一种快速、准确检测产气荚膜梭菌毒素型的方法，以便有效预防控制该病的流行和发生，利

用ＳＤＳＰＡＧＥ方法，对通过ＥＬＩＳＡ鉴定的２０株（Ａ型１６株、Ｃ型３株和Ｄ型１株）德国牛舍环境气源性产气荚膜梭

菌分离株，以及通过 ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ鉴定的５７株山东省疫区产气荚膜梭菌分离株外毒素蛋白的相对分子质量进行测

定，以确定毒素的种类，进而确定菌株的毒素型。结果表明，产气荚膜梭菌标准株、德国牛舍环境气源性产气荚膜梭

菌分离株、山东省疫区产气荚膜梭菌分离株粗提外毒素的质量浓度分别为３．２６１，２．２３８～３．３３３，１．４５１～３．１０９

ｍｇ／ｍＬ，精提外毒素的质量浓度分别为０．８０３，０．５２１～０．９９９，０．５３０～０．８１２ｍｇ／ｍＬ。ＳＤＳＰＡＧＥ法检测的２０株德

国牛舍环境气源性产气荚膜梭菌分离株中Ａ型１７株、Ｃ型２株、Ｄ型１株，与ＥＬＩＳＡ检测结果的符合率为９５．０％；

ＳＤＳＰＡＧＥ检测的５７株山东省疫区产气荚膜梭菌分离株全部是 Ａ 型，与 ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ检测结果的符合率为

１００％。说明应用ＳＤＳＰＡＧＥ方法对产气荚膜梭菌的检测结果与ＥＬＩＳＡ方法的检测结果有一定的差异性，与 Ｍｕｌｔｉ

ｐｌｅｘＰＣＲ方法的检测结果一致。
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　　早在１９８５年我国就有产气荚膜梭菌引起“猝死

症”的报道，该病呈点散发生，１９９０年以后，发病数

量逐年增多，发病区域也由点状散发发展为片状散

发流行，给我国养殖业造成了巨大的经济损失。

产气荚膜梭菌直接的致病因素是其所产生的

１２种蛋白毒素，其中α、β、ε和ι４种是比较重要的致

死毒素，根据这４种毒素可将产气荚膜梭菌分为Ａ

（α），Ｂ（α、β、ε），Ｃ（α、β），Ｄ（α、ε）和Ｅ（α、ι）型。Ａ型

产气荚膜梭菌主要引起气性坏疽和人类食源性食物

中毒；Ｃ型产气荚膜梭菌是引起动物（如绵羊、羔羊、

犊牛、仔猪等）肠毒血症、坏死性肠炎的主要病原；Ｄ

型产气荚膜梭菌可引起羔羊痢疾和绵羊多囊肾。对

人致病的主要是Ａ和Ｃ型，Ｂ、Ｃ、Ｄ三型与动物的感

染密切相关［１］。

由于该病发病急、死亡快，因此，及时准确地对

疫区流行的产气荚膜梭菌毒素型进行判断是非常必

要的。产气荚膜梭菌毒素型的鉴定多采用血清学方

法，但该方法不仅需要特殊的设备，而且要求具备一

定的专业技能，操作繁琐费时，浪费试验动物且敏感

性较低；近几年来，采用ＥＬＩＳＡ和多重ＰＣＲ对毒素

检测判定细菌毒素型的报道较多［２４］，其中，ＥＬＩＳＡ

方法具有较高的特异性，但因需要酶标仪等特殊设

备难以在实际应用中推广；多重ＰＣＲ通过对几种毒

素基因的扩增来鉴定毒素型，但是需要进行引物设

计、ＤＮＡ模板制备和扩增等繁杂操作，在模板处理

和反应时间上还存在繁琐费时的缺点，并且对同一

菌株毒素型的确定目前多采用单一的鉴定方法，采

用多种方法进行鉴定结果的比较也很少。为此，本

试验利用ＳＤＳＰＡＧＥ方法，对产气荚膜梭菌标准

株、德国牛舍环境气源性产气荚膜梭菌分离株和山

东省疫区产气荚膜梭菌分离株进行毒素型鉴定，并

同已经过ＥＬＩＳＡ和多重ＰＣＲ方法鉴定的结果进行

比较，以期找到一种更快速准确检测产气荚膜梭菌

毒素型的方法，以便有效地预防控制该病的流行和

发生。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　菌　种　产气荚膜梭菌标准株ＮＴＣＣＴｙｐｅ

Ｂ６１２１、德国牛舍环境气源性产气荚膜梭菌分离株

２０株，均由山东农业大学动物科技学院微生物实验

室保存；山东省疫区产气荚膜梭菌分离株５７株 ，由

山东各疫区采样分离得到。

１．１．２　培养基　营养肉汤，购自上海伊华医学科技

有限公司；血－葡萄糖－琼脂，按文献［５］配制；Ｇｏｒ

ｄｏｎ汤，按文献［６］配制；液体硫乙醇酸盐培养基

（ＦＴ），购自杭州天和微生物试剂有限公司。

１．１．３　主要试剂　硫酸铵，购自北京化工厂；Ｓｅｐｈ

ａｄｅｘＧ２００，购自上海长征制药厂；ＳＤＳＰＡＧＥ低分

子量标准蛋白质，购自大连宝生物工程有限公司；丙

烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、Ｔｒｉｓ、ＳＤＳ、ＴＥＭＥＤ、考马

斯亮蓝Ｒ２５０，均购自上海生物工程有限公司；过硫

酸铵，购自天津市大茂化学仪器供应站。

１．１．４　主要仪器设备　ＡｎｋｅＧＬ２０ＧⅡ型冷冻离

心机，购自上海安亭科学仪器厂；ＵＶ７６２型紫外／

可见光分光光度计，购自上海精密科学仪器有限公

司；ＭＰ３多功能微型电泳仪，美国ＢｉｏＲａｄ公司生

产；ＭＬ９０２型定时磁力恒温搅拌器，购自绍兴市卫

星医疗设备制造有限公司；ＨＬ２型恒流泵，购自上

海市青浦沪西仪器厂；ＹＱＸ型厌氧培养箱，购自上

海跃进医疗器械厂；ＰＨＳ３Ｃ型精密ｐＨ 计，购自上

海精密科学仪器有限公司雷磁仪器厂；ＯＬＹＭＰＵＳ

ＣＨ２型光学显微镜，ＪＡＰＡＮ生产；ＴＳ９２型万向摇

床，购自江苏海门市其林贝尔仪器制造有限公司。

１．２　产气荚膜梭菌外毒素培养物的制备

将产气荚膜梭菌标准株ＮＴＣＣＴｙｐｅＢ６１２１接

种到含体积分数５％公绵羊血和１０ｇ／Ｌ葡萄糖的

血琼脂平板上，在含体积分数８８％Ｎ２、７％Ｈ２、５％

ＣＯ２ 的厌氧培养箱中，４３℃培养２４～４８ｈ。挑取典

型菌落接种到液体硫乙醇酸盐培养液中，在相同的

环境中增菌培养１２～１８ｈ后，接种于产毒培养基

中，同样条件下厌氧振荡培养４～６ｈ，即得到产气荚

膜梭菌培养物。

１．３　产气荚膜梭菌外毒素的粗提

将产气荚膜梭菌培养物于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ后，取上清液２００ｍＬ，室温下向其中加

入固体硫酸铵至６０％饱和度，４℃静置过夜。于４

℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，分别收集上清和沉

淀。再向收集的上清液中缓缓加入固体硫酸铵使其

达到４０％饱和度，收集沉淀蛋白，将两次沉淀溶解

于３ｍＬ０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．５）缓冲液中，

即为产气荚膜梭菌粗提外毒素。用紫外分光光度计
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测定其犃２８０和犃２６０，按文献［７］的方法计算粗提外毒

素质量浓度。

１．４　产气荚膜梭菌外毒素的纯化

１．４．１　透析脱盐　将透析袋放在０．１ｍｏｌ／ＬＥＤ

ＴＡ（乙二胺四乙酸）溶液中煮沸３０ｍｉｎ，再换蒸馏

水煮沸２～３次，每次煮沸３０ｍｉｎ，以除去蛋白酶、重

金属等对蛋白有害的物质。将产气荚膜梭菌粗提外

毒素溶液装入透析袋内，将袋口扎好放入装有０．０５

ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．５）缓冲液的大容器中，通过

磁力搅拌器不断搅拌使ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液始终处于

流动状态。经过１２ｈ后，采用５０ｇ／ＬＢａＣｌ２ 溶液监

测容器内缓冲液中ＳＯ４
２－离子的析出情况，以达到

最终脱盐的目的。脱盐后用ＰＥＧ（聚乙二醇）浓缩

粗提液至１．５ｍＬ。

１．４．２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００分子筛层析　用Ｓｅｐｈａｄｅ

ｘＧ２００凝胶装柱，柱长４０ｃｍ，直径１０ｍｍ，０．０５

ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．５）缓冲液充分平衡后，加入

１．５ｍＬ样品，以０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ进行洗脱。

恒流泵控制１２滴／ｍｉｎ的速度收集各蛋白洗脱液２

ｍＬ／管，并用紫外分光光度计测定各管收集液的

犃２８０值，监测蛋白析出峰，并将各管收集液适当浓缩

后检测毒素活性。其他菌株的提纯方法同上。

（１）α、β毒素活性检测。取浓缩液，分别与Ａ型

产气荚膜梭菌抗毒素血清和抗β毒素血清进行琼脂

扩散试验，操作按常规方法进行。将各管浓缩液分

别加入抗原孔中，根据抗原抗体反应结果，将能形成

白色沉淀线的各管收集液合并后用ＰＥＧ浓缩。

（２）胰酶激活处理。１％胰酶水溶液与各管收集

液１∶９（体积比）混合，３７℃保温３０ｍｉｎ。胰酶处理

对ε毒素起激活作用，对α及β毒素起灭活作用。

取经胰酶处理后的毒素液与Ｄ型产气荚膜梭菌

抗毒素血清进行琼脂扩散试验，操作按常规方法进

行，将出现沉淀线的各管收集液合并后用ＰＥＧ浓缩。

１．５　产气荚膜梭菌外毒素的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

将提纯的毒素蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电泳

所用的分离胶质量浓度为１５０ｇ／Ｌ，浓缩胶质量浓

度为５０ｇ／Ｌ。在加样孔分别加入处理好的ＳＤＳ

ＰＡＧＥ低分子量标准蛋白２０μＬ和毒素蛋白浓缩液

１０μＬ，样品进胶前将电压控制在９０Ｖ，当样品进入

浓缩胶后，将电压控制在１２０Ｖ左右进行电泳。电

泳完毕后，将凝胶剥离后放入染色皿中，在万向摇床

上振荡染色。然后用蒸馏水漂洗后加入脱色液，在

摇床上振荡脱色，直至蛋白质区带清晰为止。根据

毒素蛋白电泳显示条带的位置，对照标准株不同毒

素蛋白的条带位置确认被检毒素的分子量，从而确

定菌株的毒素型，或根据标准蛋白各条带的迁移率

及其分子量对数绘制的标准曲线，求得毒素蛋白的

分子量，进而确定菌株的毒素型。

１．６　产气荚膜梭菌外毒素的ＥＬＩＳＡ和 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ

ＰＣＲ检测方法

１．６．１　ＥＬＩＳＡ方法　产气荚膜梭菌外毒素培养物

的制备方法同１．２，采用标准抗Ｃ（β）血清和抗Ｄ

（ε）血清，用于包被微量反应板及进行异系、全部中

和试验。采用ＥＬＩＳＡ检测毒素的主要步骤：包被抗

体，抗Ｃ板和抗Ｄ板冲洗，封闭，样品稀释，中和试

验，加酶标抗体，加底物，测量，评定。

１．６．２　ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ 方法　主要步骤：Ｍｕｌｔｉ

ｐｌｅｘＰＣＲ引物设计，模板 ＤＮＡ 的制备和 Ｍｕｌｔｉ

ｐｌｅｘＰＣＲ扩增。

２　结果与分析

２．１　产气荚膜梭菌外毒素的粗提

产气荚膜梭菌标准株粗提外毒素的质量浓度为

３．２６１ｍｇ／ｍＬ，德国牛舍环境气源性产气荚膜梭菌

分离株为２．２３８～３．３３３ｍｇ／ｍＬ，山东省疫区产气

荚膜梭菌分离株为１．４５１～３．１０９ｍｇ／ｍＬ。

２．２　产气荚膜梭菌外毒素的纯化

产气荚膜梭菌标准株 ＮＴＣＣＴｙｐｅＢ６１２１、德

国牛舍气源性产气荚膜梭菌分离株（１７Ａ、１３Ａ、

２１Ｃ、３５Ｃ、５７Ｃ、９Ｄ）和山东省疫区产气荚膜梭菌分

离株（ＬＷＺ、ＬＹＺ、ＱＨＮ、ＴＡＴ、ＹＴＴ、ＺＺＮ）的层析

曲线见图１～３。

图１　产气荚膜梭菌标准株ＮＴＣＣＴｙｐｅＢ６１２１的

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００层析曲线

Ｆｉｇ．１　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｕｒｖｅ

ｏｆＮＴＣＣＴｙｐｅＢ６１２１

　　由图１可见，产气荚膜梭菌标准株用Ｓｅｐｈａｄｅ

ｘＧ２００层析时出现了３个蛋白质吸收峰，毒素活性
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测定结果表明，第１个峰为α毒素活性峰，第２个峰

具有β和ε毒素活性，第３个峰为杂蛋白峰，将具有

毒素活性的第３～７管和第９～１１管收集液分别合

并，并用ＰＥＧ浓缩至１．５ｍＬ。由图２可以看出，德

国牛舍环境气源性产气荚膜梭菌分离株１７Ａ 用

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００层析时出现了３个蛋白质吸收峰，

毒素活性检测结果表明，α毒素活性峰位于６，７管，

其他峰为杂蛋白峰；１３Ａ层析时出现了２个蛋白质

吸收峰，其中第１个峰的５～７管有α毒素活性；２１Ｃ

层析时也出现了２个蛋白质吸收峰，在第１个峰的

６～８管中检测有α毒素活性，在第２个峰的１０，１１

管中有β毒素活性；３５Ｃ层析时只有１个蛋白质吸

收峰，４～６管中毒素活性检测只有α毒素活性；５７Ｃ

层析曲线有３个蛋白质吸收峰，但第１个和第３个

峰检测不到毒素活性，为杂蛋白峰，在第２个峰的

５～９管中既有α毒素活性也有β毒素活性；９Ｄ层析

时出现了２个蛋白质吸收峰，检测第１个峰的３，４

管中含有α毒素活性，第２个峰的６～９管中含有ε

毒素活性。将上述各分离株具有毒素活性的各管收

集液分别合并，并用ＰＥＧ浓缩至１．５ｍＬ。由图３

可以看出，山东省疫区产气荚膜梭菌分离株（ＬＷＺ、

ＬＹＺ、ＱＨＮ、ＴＡＴ、ＹＴＴ、ＺＺＮ）的层析曲线均有１

个主蛋白质吸收峰，毒素活性检测结果表明，该主蛋

白质吸收峰为α毒素活性峰，依次将各分离株的具

有α毒素活性的第３～４管、第３～５管、第６～８管、

第４～５管、第４～８管和第５～９管收集液分别合

并，并用ＰＥＧ浓缩至１．５ｍＬ。

产气荚膜梭菌标准株精提外毒素的质量浓度为

０．８０３ｍｇ／ｍＬ，２０株德国牛舍环境气源性产气荚膜

梭菌分离株精提外毒素的质量浓度为０．５２１～

０．９９９ｍｇ／ｍＬ，５７株山东省疫区产气荚膜梭菌分离

株精 提 外 毒 素 的 质 量 浓 度 为 ０．５３０～０．８１２

ｍｇ／ｍＬ。

图２　德国牛舍环境气源性产气荚膜梭菌分离株（１７Ａ、１３Ａ、２１Ｃ、３５Ｃ、５７Ｃ、９Ｄ）的ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００层析曲线

Ｆｉｇ．２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｕｒｖｅｏｆＧｅｒｍａｎａｉｒｂｏｒｎｅ犆犾．狆犲狉犳狉犻狀犵犲狀狊ｓｔｒａｉｎｓ

（１７Ａ，１３Ａ，２１Ｃ，３５Ｃ，５７Ｃ，９Ｄ）
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图３　山东省疫区产气荚膜梭菌分离株（ＬＷＺ、ＬＹＺ、ＱＨＮ、ＴＡＴ、ＹＴＴ、ＺＺＮ）的ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００层析曲线

Ｆｉｇ．３　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｕｒｖｅｏｆＳｈａｎｄｏｎｇ犆犾．狆犲狉犳狉犻狀犵犲狀狊ｓｔｒａｉｎｓ

（ＬＷＺ，ＬＹＺ，ＱＨＮ，ＴＡＴ，ＹＴＴ，ＺＺＮ）

２．３　产气荚膜梭菌外毒素的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果

将上述纯化的毒素蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ，结果

如图４～６所示。从图４～６可以看出，无论是产气

荚膜梭菌标准株提纯毒素，还是德国牛舍环境气源

性产气荚膜梭菌分离株、山东省疫区产气荚膜梭菌

分离株的提纯毒素，其电泳条带均比较清晰，基本无

杂蛋白条带，且接近标准蛋白分子质量［８１０］。从根

据标准蛋白各条带的迁移率及其分子质量对数绘制

的标准曲线可知，各型菌株纯化的α毒素分子质量

为４２．６～４３．６ｋｕ，β毒素分子质量为３４．４ｋｕ，ε毒

素分子质量为３２．１ｋｕ。

由此可见，将产气荚膜梭菌外毒素经硫酸铵盐

析、透析脱盐及ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００层析后，能够较好地

提纯，可以作为一种毒素蛋白的检测方法，并由此可

确定产气荚膜梭菌的毒素型。

图４　产气荚膜梭菌标准株ＮＴＣＣＴｙｐｅＢ６１２１毒素蛋白的

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｉｃｔｕｒｅ

ｏｆｔｈｅｔｏｘｉｎｏｆＮＴＣＣＴｙｐｅＢ６１２１
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图５　德国牛舍环境气源性产气荚膜梭菌分离株９Ｄ、１７Ａ、１３Ａ、３５Ｃ、２１Ｃ和５７Ｃ毒素蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果

Ｆｉｇ．５　ＳＤＳＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｉｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｔｏｘｉｎｏｆＧｅｒｍａｎａｉｒｂｏｒｎｅ犆犾．狆犲狉犳狉犻狀犵犲狀狊

ｓｔｒａｉｎｓ（９Ｄ，１７Ａ，１３Ａ，３５Ｃ，２１Ｃ，５７Ｃ）

图６　山东省疫区产气荚膜梭菌分离株ＬＷＺ、ＬＹＺ、ＱＨＮ、

ＴＡＴ、ＹＴＴ和ＺＺＮ毒素蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果

Ｆｉｇ．６　ＳＤＳＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｉｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｔｏｘｉｎ

ｏｆＳｈａｎｄｏｎｇ犆犾．狆犲狉犳狉犻狀犵犲狀狊ｓｔｒａｉｎｓ（ＬＷＺ，ＬＹＺ，

ＱＨＮ，ＴＡＴ，ＹＴＴ，ＺＺＮ）

２．４　产气荚膜梭菌外毒素检测结果的差异性

２．４．１　ＳＤＳＰＡＧＥ与ＥＬＩＳＡ检测德国牛舍环境

气源性产气荚膜梭菌分离株外毒素结果的比较　２０

株德国牛舍环境气源性产气荚膜梭菌分离株经

ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果为Ａ型１７株、Ｃ型２株、Ｄ型

１株，ＥＬＩＳＡ检测结果为 Ａ型１６株、Ｃ型３株、Ｄ

型１株，两种方法检测结果的符合率为９５％。由此

可见，ＳＤＳＰＡＧＥ和ＥＬＩＳＡ的检测结果存在一定

的差异性（表１）。

２．４．２　ＳＤＳＰＡＧＥ与 ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ检测山东省

疫区产气荚膜梭菌分离株外毒素结果的比较　５７

株山东省疫区产气荚膜梭菌分离株经ＳＤＳＰＡＧＥ

和 ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ２种方法检测，结果５７株分离株

均为 Ａ 型，两种方法检测结果一致，符合率为

１００％。ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ的检测结果如图７所示。

表１　ＳＤＳＰＡＧＥ和ＥＬＩＳＡ检测德国牛舍环境气源性产气

荚膜梭菌分离株毒素型的比较

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｙｐｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｈｅｓｅｐａｒａｔｅ犆犾．狆犲狉犳狉犻狀犵犲狀狊

ｆｒｏｍｔｈｅａｉｒｏｆｃａｌｆｓｔａｂｌｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

ＳＤＳＰＡＧＥａｎｄＥＬＩＳＡ ％

方法 Ｍｅｔｈｏｄ
Ａ型

ＴｙｐｅＡ

Ｂ型

ＴｙｐｅＢ

Ｃ型

ＴｙｐｅＣ

Ｄ型

ＴｙｐｅＤ

ＳＤＳＰＡＧＥ ８５．０ ０．０ １０．０ ５．０

ＥＬＩＳＡ ８０．０ ０．０ １５．０ ５．０

图７　山东省疫区产气荚膜梭菌分离株外毒素

ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ的检测结果

Ｍ．ＤＮＡ标样；１～２．阳性对照；３．阴性对照；

４～１１．山东省疫区产气荚膜梭菌分离株

Ｆｉｇ．７　ＭｕｌｔｉＰＣＲｄｅｔｅｃｔｅｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｐａｒａｔｅ犆犾．

狆犲狉犳狉犻狀犵犲狀狊ｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍＳｈａｎｄｏｎｇｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉｓｅａｓｅｒｅｇｉｏｎ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－２．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；３．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；

４－１１．Ｓｅｐａｒａｔｅ犆犾．狆犲狉犳狉犻狀犵犲狀狊ｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍ

Ｓｈａｎｄｏｎｇｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉｓｅａｓｅｒｅｇｉｏｎ
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３．１　３种检测方法的比较

本研究对产气荚膜梭菌标准株Ｂ６１２１、德国牛

舍环境气源性产气荚膜梭菌分离株、山东省疫区产

气荚膜梭菌分离株采用ＳＤＳＰＡＧＥ方法进行毒素

型鉴定后，与采用ＥＬＩＳＡ和 ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ方法鉴

定的结果进行比较，结果表明，ＳＤＳＰＡＧＥ方法与

ＥＬＩＳＡ方法的符合率为９５．０％，与 ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ

方法的符合率为１００％。

通过ＳＤＳＰＡＧＥ方法检测的２０株德国牛舍环

境气源性产气荚膜梭菌分离株中菌株３５Ｃ的结果

与ＥＬＩＳＡ的不同，ＳＤＳＰＡＧＥ检测为 Ａ（α）型，而

ＥＬＩＳＡ检测结果为Ｃ（α、β）型。两种方法都是通过

检测毒素蛋白的特性来确定细菌的毒素型，ＥＬＩＳＡ

方法是根据抗原抗体结合原理来确定毒素蛋白的种

类，而ＳＤＳＰＡＧＥ是通过测定毒素蛋白分子量来确

定毒素种类，其结果理论上应该是一致的。但本试

验中菌株３５Ｃ检测结果出现差异，这可能有两方面

的原因：一是该菌株在进行ＥＬＩＳＡ 检测时由于标

本、试剂或操作因素的影响而出现了假阳性结果；二

是ＳＤＳＰＡＧＥ检测在蛋白的提取和纯化、定量等试

验环节中该菌株β毒素蛋白产生量不足，或是在精

提过程中流失过多，以至检测不到该毒素，从而影响

了试验结果。为确定３５Ｃ菌株的毒素型，又经ＳＤＳ

ＰＡＧＥ重复试验和 ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ方法鉴定，最终

确定为Ａ型。

通过ＳＤＳＰＡＧＥ方法检测的５７株山东省疫区

产气荚膜梭菌分离株均为 Ａ型，与 ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ

方法的检测结果一致，同王磊等［１１］的检测结果也一

致。

３．２　ＳＤＳＰＡＧＥ试验条件的优化

本研究采用不同饱和度的硫酸铵对产气荚膜梭

菌粗提外毒素进行２次盐析，采用透析的方法进行

脱盐，然后用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００进行层析，并利用琼脂

扩散试验对收集液的毒素活性进行监测，建立了一

种简单快速、精确度相对较高且不需要特殊仪器设

备提纯的方法。该方法能对α、β和ε毒素进行提纯

并获得纯化的毒素，其含量约为粗提外毒素的１／４，

表明通过该方法既除去了大量的杂蛋白和其他物

质，又保证了毒素蛋白的质量浓度，最终获得了较纯

的产气荚膜梭菌外毒素。

目前，多采用将培养物于４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离

心２０ｍｉｎ后取上清，再用蔡氏滤器进行过滤的方法

提纯外毒素蛋白，操作步骤繁琐。本试验采用于４

℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ的方法，达到了同样

的除菌效果，使步骤简单化，更易操作。

通常人们都采用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５层析脱盐
［１２］，

该方法较透析脱盐节省了不少时间，但存在的主要

缺点是毒素蛋白被大量稀释且接连２次过柱造成蛋

白损失严重，含量降低。基于上述原因，本研究采用

传统的透析脱盐方法，从而使毒素的质量浓度保持

较高水平，有利于后续试验的进行。

３．３　产气荚膜梭菌病流行的控制

国内外关于产气荚膜梭菌致动物猝死症的报道

很多［１３１５］，该病发病急、死亡快，给各国的畜禽生产

都带来了很大损失。因此，建立一种有效的检测方

法来确定疫区的毒素型，从而有针对性的进行疾病

防治具有重要意义。本研究根据细菌形成的毒素蛋

白是细菌基因编码表达产物的基本原理，采用ＳＤＳ

ＰＡＧＥ方法，该方法步骤简化，操作过程影响因素

较少，并且灵敏度较高，一般只需要不到微克量级的

蛋白质，而且通过电泳可以测得毒素蛋白的分子量，

根据蛋白分子量判断毒素蛋白种类，根据毒素种类

可清楚鉴定该菌的毒素型，以达到快速准确的诊断

产气荚膜梭菌病及有效预防和控制该病流行的目

的。
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