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［摘　要］　为治疗产气荚膜梭菌感染引起的疾病，研究制备了产气荚膜梭菌多价高效抗毒素血清。

试验采用Ｃ、Ｄ型产气荚膜梭菌标准菌株，制备了高浓度外毒素和灭活疫苗，作为免疫原多次免疫绵

羊，通过间接ＥＬＩＳＡ法监测绵羊抗体水平变化，采用小鼠中和试验检验绵羊抗毒素血清保护效果。

结果表明：制备的高效价抗Ｃ、Ｄ型产气荚膜梭菌毒素血清每０．１ｍＬ血清能中和４００个Ｃ型毒素对

小鼠的ＭＬＤ和６００个Ｄ型毒素ＭＬＤ，有良好的应用前景。
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产生的四种主要外毒素（α、β、ε、ι），将其分成为

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ五个型［１］。其中 Ｃ型产气荚膜梭菌能

产生α和β两种毒素，是引起羊猝狙、仔猪红痢等
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病的病原；Ｄ型产气荚膜梭菌能产生α和ε两种毒

素，能引起绵羊、山羊、牛以及豚鼠的肠毒血症，病

死率很高，且两型菌有时混合感染［２］。上述疾病通

常发病急，病程短，给养殖业带来巨大的经济损失。

Ｈａａｇｓｍａ指出：“产气荚膜梭菌致病是由于它

们形成分泌的毒素和代谢产物，无毒素产生就不会

出现临床症状”［３］。Ｇａｒｃｉａ用基因剔除的方法证实

了Ｄ型产气荚膜梭菌致病主要由其产生的 ε毒素

引起的［４］。因此，疫苗和抗血清的制备应针对细菌

产生的主要的致病外毒素。我国目前没有研制针

对Ｃ、Ｄ型产气荚膜梭菌病的二价抗毒素血清的报

道。本研究旨在短时间制备高效多价产气荚膜梭

菌抗毒素血清，以用于紧急治疗产气荚膜梭菌引起

的动物疾病。

１　材料与方法

１．１　菌株及主要试剂　Ｃ型产气荚膜梭菌菌株，

英国微生物菌种保藏中心保藏，保藏号：ＮＣＴＣ

３１８０；Ｄ型产气荚膜梭菌菌株，英国微生物菌种保

藏中心保藏，保藏号：ＮＣＴＣ８３４６；Ｇｏｒｄｏｎ汤产毒培

养基：２％蛋白胨、２％酵母提取物、１％糊精、１．２％

Ｌ－精氨酸，ＰＢＳ溶解；ＥｎｔｅｒｏｔｏｘａｅｍｉａＥＬＩＳＡｋｉｔ，购

自比利时 ＢｉｏＸＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓＳｐｒｌ，编号 ＢＩＯＫ２９０；硫

乙醇酸盐流体培养基（ＦＴ），购自青岛日水生物技

术有限公司。

１．２　最佳产毒条件摸索　将保存的标准 Ｃ型和 Ｄ

型产气荚膜梭菌菌种分别在血琼脂培养基复苏，挑

取单个菌落接种于ＦＴ培养基３８℃培养过夜，得到

浑浊的菌液测量 ＯＤ６００ｎｍ处吸光度值，并作为二级

种子接种产毒培养基。配制１００ｍＬＧｏｒｄｏｎ汤产毒

培养基５份，分别接种二级种子：Ⅰ组 Ｃ型菌７ｍＬ；

Ⅱ组 Ｄ型菌７ｍＬ；Ⅲ组 Ｃ型菌３．５ｍＬ和 Ｄ型菌

３．５ｍＬ；Ⅳ组Ｃ型菌３ｍＬ和 Ｄ型菌４ｍＬ；Ⅴ组 Ｃ

型菌４ｍＬ和Ｄ型 ＵＴ６Ｔ１菌３ｍＬ。４４℃培养６ｈ

后，用 ＥｎｔｅｒｏｔｏｘａｅｍｉａＥＬＩＳＡｋｉｔ试剂盒检测各组培

养后所产毒素，根据试剂盒提供的公式：

Ｖａｌ＝ （样品光密度－阴性对照光密度）×１００
试剂盒阳性对照光密度－阴性对照光密度

Ｖａｌ为培养物接种产毒培养基所产毒素的相对

值，计算不同比例Ｃ型和Ｄ型培养物接种产毒培养

基所产毒素的相对值，将计算值与试剂盒规定的临

界值比较，若 α＞５．９５，β＞６．５９，ε＞６．３９，则为阳

性，反之为阴性，值越高，毒素含量越高。

１．３　外毒素对小鼠致死量测定　使用最佳产毒条

件制备的外毒素测定对小白鼠的ＬＤ５０，用灭菌生理

盐水将产毒培养基培养的上清液除菌后按 ２－４、

２－５、２－６、２－７、２－８进行倍比稀释，每只小白鼠腹腔

注射０．５ｍＬ，对照组腹腔注射０．５ｍＬ灭菌的生理

盐水，观察 ７２ｈ，记录死亡情况。按照 Ｒｅｅｄ－

Ｍｕｅｎｃｈ氏法计算ＬＤ５０。

１．４　Ｃ、Ｄ型产气荚膜梭菌二价油苗的制备　将产

毒培养基最佳条件制备好的外毒素过滤除菌，

－２０℃保存，作为第二免疫原。将制备好的除菌

外毒素用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调 ｐＨ至７．２，加入０．３％

的甲醛，充分振荡混匀，置３７℃进行灭活。将灭活

好的类毒素以１∶１混入白油佐剂乳化为白油疫苗，

并加入０．０１％的硫柳汞，按《中华人民共和国生物

制品规程》［５］检验合格，４℃保存，作为第一免

疫原。

１．５　Ｃ、Ｄ型产气荚膜梭菌抗毒素血清的制备　选

取体质强健的成年绵羊作为实验动物，按程序免疫

进行免疫。抗毒素血清的制备分为两个阶段，基础

免疫和加强免疫。基础免疫使用第一免疫原：Ｃ、Ｄ

型产气荚膜梭菌类毒素二价油苗；加强免疫使用第

二免疫原：除菌的外毒素。按表１免疫程序肌肉多

点注射进行免疫。

表１　 免疫程序
免疫次数 间隔时间／ｄ 注射剂量／ｍＬ 抗原种类

Ｉ ／ ５ 第一免疫原

Ⅱ ７ １０ 第一免疫原

Ⅲ ７ ２ 第二免疫原

Ⅳ ７ ４ 第二免疫原

Ⅴ １０ ７ 第二免疫原

Ⅵ １０ ７ 第二免疫原

１．６　绵羊血清中抗体水平检测　从第二次免疫
后，每次免疫前颈静脉采血分离血清样品，检测血

清中Ｃ型和Ｄ型产气荚膜梭菌的抗体变化。按照
方法１．３中Ⅰ、Ⅱ组制备将Ｃ、Ｄ型产气荚膜梭菌二
级种子分别接种于产毒培基，４４℃培养６ｈ后，将
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除菌的培养物上清用硫酸铵沉淀，使用 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ－２５除盐处理后用 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２００纯化处理。
将纯化的Ｃ、Ｄ型抗原分别以２ｕｇ／ｍＬ的浓度包被，
采用间接ＥＬＩＳＡ方法［６］，用兔血清作封闭，免疫前

采取的血清作阴性对照，从１∶１００倍比稀释样品血
清，样品血清的 ＯＤ４５０大于阴性血清的２．１倍为阳
性值，用最大稀释倍数表示抗体阳性水平，监测血

清抗体随免疫的变化规律，用作参考。

１．７　小鼠中和试验测定抗体水平
１．８．１　最小致死量的测定（ＭＬＤ）　将上述１．７方
法中培养的Ｃ型和 Ｄ型除菌外毒素分别用生理盐
水倍比稀释，腹腔注射０．５ｍＬ，使全部小鼠死亡的
最大稀释倍数时毒素的含量为小鼠的最小致死量。

１．８．２　小鼠中和试验　最后一次加强免疫后１０ｄ
的血清进行小鼠中和试验［７］。２倍致死量毒素与
０．２ｍＬ１∶５０、１∶１００、１∶２００、１∶４００、１∶６００、１∶８００、
１∶１０００稀释的绵羊血清混合，用生理盐水定容到
１ｍＬ，放于３７℃温箱２ｈ，取０．５ｍＬ腹腔注射小
鼠，观察小鼠存活情况。

１．８　血清制品的检验　最后一次免疫后１０ｄ之后
颈静脉大量采血，无菌操作，分离血清，加０．０１％硫
柳汞做防腐剂，按《中华人民共和国生物制品规

程》［５］的要求进行疫苗的安全性检验、无菌检验、甲

醛和硫柳汞检验。

２　结 果

２．１　最佳产毒条件　用 ＥｎｔｅｒｏｔｏｘａｅｍｉａＥＬＩＳＡ试
剂盒检测不同比例接种产毒培养基产生的毒素，结

果表明，Ⅴ组产毒效果最好，当 Ｃ型菌与 Ｄ型菌接
种比例为４∶３时，各种毒素相对值（Ｖａｌ）最高，产毒
效果最佳（表２）。

表２　ＢＩＯ－Ｘ试剂盒检测接种不同比例
Ｃ型菌与Ｄ型菌的产毒效果

组别 α β ε
Ⅰ组 １１１．３±０．６ １７２．２±１．３ １．９±０．２
Ⅱ组 １４２．５±０．７ １．８±０．４ １７３．６±１．１
Ⅲ组 １１６．５±１．１ １２３．６±０．９ １７０．７±０．４
Ⅳ组 １１６．９±０．９ １５１．０±１．１ １５３．６±２．１
Ⅴ组 １２５．５±１．４ １６４．２±０．６ １６９．０±０．９

２．２　Ｃ、Ｄ型二价产气荚膜梭菌外毒素对小白鼠
的ＬＤ５０的测定　经最佳产毒条件制备的外毒素
对小白鼠的 ＬＤ５０在２

－６和２－７之间（表 ３），ＬＤ５０＝
２－６．６／ｍＬ，即培养的毒素上清做１∶９７．０９倍稀释，腹
腔注射０．５ｍＬ，能使５０％小鼠死亡。

表３　外毒素的ＬＤ５０试验检测结果
毒素稀释倍数 小鼠只数 死亡分数（死亡率）

２－４ １０ １０／１０（１００％）
２－５ １０ １０／１０（１００％）
２－６ １０ ８／１０（８０％）
２－７ １０ ３／１０（３０％）
２－８ １０ ０／１０（０）

生理盐水 １０ ０／１０（０）

２．３　血清中抗体变化结果　间接 ＥＬＩＳＡ检测显
示：从第二次免疫后，免疫绵羊血清中 Ｃ型和 Ｄ型
产气荚膜梭菌的抗体呈一直上升水平（表４）。

表４　血清中抗体ＥＬＩＳＡ监测结果
采血时间 Ｃ型抗体 Ｄ型抗体

第二次基础免疫后 １∶２００ １∶４００
第一次加强免疫后 １∶８００ １∶８００
第二次加强免疫后 １∶１６００ １∶１６００
第三次加强免疫后 １∶３２００ １∶６４００
第四次加强免疫后 １∶６４００ １∶１２８００

２．４　小鼠中和试验测定抗毒素血清的保护效果
２．４．１　毒素对小鼠的最小致死量测定结果　测得
制备的Ｃ型外毒素对小鼠的ＭＬＤ为１０ｕＬ，Ｄ型外
毒素对小鼠的ＭＬＤ为５０ｕＬ。
２．４．２　小鼠中和试验测定结果　稀释的血清与毒
素混匀，腹腔注射小鼠，测得经过４次加强免疫后，
０．１ｍＬ血清能中和４００个Ｃ型毒素对小鼠的最小致
死量，能中和６００个Ｄ型毒素对小鼠的最小致死量。
２．５　血清检验　分离的血清为淡黄色，无菌检验
无菌生长，安全性检验、甲醛和硫柳汞检验结果均

符合《中华人民共和国生物制品规程》［５］要求。

３　讨 论

选择具有良好的反应原性和免疫原性的抗原，

是制备优质抗血清的基础。为了制备高效抗原，本

研究通过将Ｃ、Ｄ型二级种子以４∶３接种于同一培
养基混合培养，制备高浓度毒素。我国成品多联疫

苗大多是将不同细菌分别培养后混合制成，则各型

菌的毒素浓度均下降，疫苗的效果受到影响。若以

Ｃ型菌和Ｄ型菌按１∶１接种，则 Ｃ型菌产生 β毒素
受到抑制，因而选择４∶３接种比例。经试验，若 Ｃ
型菌接种比例继续增加，则Ｄ型菌产生ε毒素的量
明显下降，因而该比例为最佳接种比例，ａ、β、ε毒
素产量均达到较高水平。通过小鼠致死性试验，测

得Ｃ、Ｄ型产气荚膜梭菌外毒素对小鼠的半数致死
量为２－６．６／ｍＬ，混合产毒效果极佳。

·３·
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免疫血清的质量直接影响抗原抗体反应的特

异性和敏感性，制备高效价的免疫血清不仅与抗原

的自身性质有关，同时与抗原的剂量、剂型、注射途

径、注射次数、间隔时间、佐剂应用等因素有关［８］。

本研究参照快速度制备血清法、羔羊痢疾血清制备

方法［９－１０］及绵羊的免疫反应，制定了制备高免血清

的免疫程序。为了增强机体免疫应答的强度，疫苗

制备中常加入佐剂，尤其在使用可溶性抗原时，使

用佐剂后可增加抗原的免疫原性和延长抗原在机

体内存留的时间，从而改变了抗原原有的免疫原

性［１１］。本试验基础免疫采用Ｃ、Ｄ型产气荚膜梭菌
类毒素白油疫苗，油乳佐剂能在注射部位形成抗原

储存库，使抗原缓慢释放刺激浆细胞产生抗体，使

动物长时间维持较高的抗体水平。

基础免疫两次后，使用除菌未灭活 Ｃ、Ｄ型产
气荚膜梭菌外毒素进行加强免疫，有一定风险，但

有利于抗体水平快速提升；因基础免疫后，机体 Ｂ
细胞接受免疫原刺激形成效应Ｂ细胞，效应Ｂ细胞
产生具有特异性的抗 Ｃ、Ｄ型毒素的抗体，用未灭
活的毒素进行加强免疫，高强度抗原再度入侵，机

体能更快地做出反应，产生大量抗体 （二次反应），

因而抗体水平快速升高［１２］。Ｄ型毒素对４０ｋｇ绵
羊的最小致死量为９ｍＬ［１３］，而且在使用未灭活的
毒素前，绵羊已经过两次基础免疫，因而免疫程序

中使用一定剂量未灭活毒素加强免疫，不会致死绵

羊。加强免疫剂量逐渐增加，当加强免疫７ｍＬ时，
绵羊出现腿部轻微不适，不宜增加免疫剂量。与以

前的抗羔羊痢疾血清相比，本试验用时短，且不使

用菌液进行免疫，因菌液会引起羔羊局部溃疡等不

良反应，而由于产气荚膜梭菌毒素致病，无需用菌

液进行免疫即可治疗产气荚膜梭菌病。

在羔羊痢疾及仔猪红痢抗血清制备中使用小

鼠中和试验测定血清中抗体，但小鼠中和试验成本

高，误差大，为了随时监测绵羊血清抗体变化，本试

验采用了间接ＥＬＩＳＡ法检测血清中 Ｃ、Ｄ型产气荚
膜梭菌抗体，市场上可购买的检测产气荚膜梭菌抗

体的试剂盒只能检测ε毒素抗体且价格昂贵，不能
检测 β毒素抗体；本研究建立的抗体检测方法可
靠、简便、成本低，为 Ｃ、Ｄ型二价抗血清抗体的制
备提供了支持。

为了监测抗体水平变化，每次免疫后使用间接

ＥＬＩＳＡ方法检测，测得两型抗体水平均逐渐上升，
四次加强免疫后，血清中Ｃ型抗体效价为１∶６４００，

Ｄ型抗体效价为１∶１２８００，根据 Ｄ型菌对绵羊的免
疫攻毒保护试验，当间接ＥＬＩＳＡ检测Ｄ型产气荚膜
梭菌抗体效价为１∶８００时，能抵抗Ｄ型产气荚膜梭
菌一个最小致死量的攻毒［１３］，可知该血清保护效

果极佳。小鼠中和试验表明：经过 ４次加强免疫
后，０．１ｍＬ血清能中和４００个 Ｃ型毒素对小鼠的
绝对致死量，能中和６００个Ｄ型毒素对小鼠的绝对
致死量，优于《中华人民共和国兽用生物制品规程》

中Ｃ型血清及Ｄ型血清的要求［１４］。由以上实验结

果可知：本研究制备的 Ｃ、Ｄ型二价抗血清抗体效
价高，能特异性治疗由 Ｃ、Ｄ型产气荚膜梭菌引起
的疾病，有良好的应用前景。
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