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提要粗制霍乱肠毒素经60℃水浴， 5 分钟后其毒性丧失99%，抗原结

合性保留 87.5 ％。PAGE显示：毒素已成为大分子聚合物。将这种聚合物经 口

免疫小鼠，产生良好的肠道抗毒免疫和一定程度的血清抗体反应。
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在霍乱免疫中，抗毒免疫占有重要位 pH至8 ． 。 ， 置60℃水浴，不同时间。得加热

置。有效的刺激机体的抗毒免疫，对霍乱的霍乱类毒素。

防治具有重要意义。已知霍乱毒素（C T）四、加热霍乱类毒素的鉴定方法

是一种强烈的肠道免疫原。但CT在刺激机l。聚丙烯酞胺凝胶电泳（P人GE):

体免疫的同时，也引起腹泻”）。为了寻找按常规法操作。一

种安全，有效的类毒素抗原，我们将cT2 . c r T毒性测定 ． 按照Crag的方法

经加热处理，得到一种类毒素，并对其在动川。

物体内的抗原性和免疫保护作用进行研究，8.crT抗原结合性测定：按照陈慎宝

现 将 结 果 报 道 如 下 。 的 方 法 阁 。

五、免疫方法

材 料 和 方 法 ， I'l 。 。 。 、 ‘ 一 ～ , ～ 。 “ ‘ 山 人 “ " ?

”竹一‘J刁从l。以0 . 0 5 M。 p H 7。 4 P B S（内含0。0 2龙

一 、 实验菌种。569B：霍乱弧菌稻叶明胶） 稀释霍乱类毒素，与 10%NaHco：等

型。由上海生物制品研究所提供。 量混合、经 口灌入小鼠，o.sml／鼠， 免疫
二 、 实 验 动 物 ： c s , B L / 6 j 纯 系 ／ J ’ 鼠 ， 程序： 0、10、15 天 ； 剂量： 14 林g、 7“。、

7、 9 周龄，同性别。白毛豚鼠， 400 克 左 7 协g。 末次免疫后 5天 测全身和肠道免疫

右，雌性。由江苏省实验动物中心提供。 力。对照组以 10 % NaHCO。代 替霍乱类毒

三 、 霍 乱 类 毒 素 的 制 备 索 。

1 ． 粗霍乱毒素（CrT）的提取：取霍2.CrT免疫程 序，剂量同霍乱类毒

乱弧菌产毒菌株569B新鲜培养物20ml种入素。

180ml产毒 培养基，震荡培养，270rpm,30℃，3 ． 常规霍乱菌苗（ 25 亿）与10%NaH -

24小时。 培养结束，立即通过纸板，微孔凝CO。等量混合，经口灌入小鼠，免疫程序同

膜（直径0.45 卜m )，除去菌体，然后超滤， 类毒素。

分别通过PM, , P M L。膜，除去滤液中分子六、霍乱类毒素免疫效果的评价指标

量在 1 万 以 下 ， 1 0 万 以 上 的 物 质 ， 浓 缩 得 1 ． 肠道免疫力测定：肠环结扎试验。

c r T 。 按 照Lange的方法（'）。末次免疫后5天小

2.crT 的脱毒：以。 ． INNaoH调crT 鼠，剖腹，结扎一段小肠约scm，注入0.2
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mlcT(2 林g ),6 小时后计算肠环积液率

（肠环重全mg ／肠环长度Cm)，判定肠道

抗毒免疫。结扎肠环 内注入o.Zml 霍乱弧菌

(1.25xio.cFu),16 小时后计算肠环积

液率，判定肠道抗菌免疫。

2 ． 血清抗体测定

(1）抗毒抗体测定：ELISA抑制法。

按照陈慎宝（s）的方法加以改进。5 林g /ml羊

抗cTIgG包板，冲洗后加l%FCS封闭 ；

加CT一被检小鼠血清混合液（以ILB/mlCT

与不同稀释度小鼠血清混合，37℃，1小

时），加羊抗cT一酶 结合物； 加OPD显色，

Z M硫酸 终止反应。DG一l型酶标仪测OD

值。以正常小鼠血清为阴性对照，以1单位

标准抗毒素（中国药品生物制品检定所提

供）为阳性对照。

(2）杀弧菌抗休 测定：按照鲍行豪的

方法（5）。

( 3）凝集抗体测定：按 照Kabir的方

法（.，。

七、统计方法

肠环积液率以算 术均数表示，血清抗体

水平以儿何均数表示，均采用单因素方差分

析。

结 果

一 、 crT经 加热变成霍乱类毒素过程中

电泳、毒力及抗原结合性的变化

1 . P A G E 图谱：CrT经60℃水 浴 与 分

钟，电泳图谱发生明显变化，其迁移率小于

未加热crT，以后继 续加热电泳谱基本 相

似。（图1)

图1CrT60℃水浴 不同时间的PAGE图谱（示意图

1 . C r T ; 2 . G分 钟，3.10分钟，4.20分

钟，6,30分钟 ； 6 ． 纯化CT,30分钟，7 ． 纯

化CT

2 ． 类毒素的残留毒性：crT经水浴5

分钟，毒性丧失约99%,10分钟后毒性几乎

全部丧失。见图 2。

3 ． 类毒素的抗原结合性：从图 3 可见

到， crT水 浴 5 分钟后，抗原结合性保留约

87.5%,30分 钟仍保留 56.3％。
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表2免疫爪血洁抗体水平
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图3crT经加热后抗原结合性 的变化

二、霍乱类毒素对小鼠的抗原性和 免疫

保护作用

1。肠道 免疫保护作用。以CT和有毒

力的霍乱弧菌分别攻击免疫小鼠的结扎肠

环，结果表明（表1)：类毒 素和 CrT 免疫

组小鼠肠环无明显积液，与PBS对照组相

似（P>0.05)，霍乱菌苗免疫组小鼠肠环

出现积液，与类毒素免疫组相比，差异有非

常显著性（P＜。 ． 01）。

表1免疫小鼠的肠环积液率

抗 原 剂 量 免疫
途径

肠环积液率（肠环重量
mg ／肠环长度cm)

在刺激免魔的同时，也引起腹泻。显然用毒

素作为疫苗是不合适的。以后人们用多种方

法使毒素脱毒成为类毒素。 但经现场考核，

甲醛固定的类毒素不稳定，易恢复毒性 ； 戊

二醛固定的类毒索免疫效果较差（.，。近来

国外有人用毒素的B 亚单位和霍乱全菌体合

用，获得了较佳的肠道免疫保护（0）。但目

前在我国大面积使用B亚单位尚有一定困

难。

为了寻找一种安全有效的类毒素抗原，

我们将霍乱弧菌培养液经超滤浓缩后作为

CrT。经PAGE证 实，CrT中主要蛋自带与

标准cT带相同。crT中含有较 高的毒素活性。

经60℃水浴5分钟后，crT 开始聚合成大

分子的类毒素，其毒性随之消失， 保留大部

分抗原结合性。山于本法直接用 霍乱弧菌超

滤言友制备类毒素，操作过程简单，成本 较

低，易于推厂
‘ 应 用 。

为了巡一步观察霍乱类毒素的抗原性和

免疫保护作用。本文将其经口 灌入小鼠， 然

后用cT和有毒力的 霍乱弧菌分别攻击。结

果显示 ；类毒东免疫组的小鼠能够抑制 CT,

在乱弧卉，的肠道积液反应， 同时血清中出现一

定滴度的抗毒杭体。其保护作用 与 CT 免

疫组相似，比常规菌 苗免疫组效果好。因而

提示：加热霍乱类毒素作为一种口服抗原，

能够刺激小鼠产生一定程度的肠道抗毒、抗

菌保护和血清抗体反应。这为今后进一步应

用到人体，提供了动物实验的依据。
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CT：霍乱毒素，VC： 霍乱弧茵。

2。 血清抗体水平：类毒素经口免 疫

后，小鼠血清 中产生一定滴度抗毒抗体，未

产生杀弧菌抗体和凝集抗体。菌苗免疫组产

生一定滴度杀弧菌抗体（表 2）。

讨 论

1985年WHO公报 ｛ 7 ） 指 出 ： 迄 今 为 止 ，

霍乱肠毒素是霍乱弧菌唯一明确的保护性抗

原。它能在多种动物引起较强的粘膜抗毒反

应，在霍乱免疫中起重要作用。 但霍乱毒素
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STUDYONpREpARATIONANDANTIGEN!C}TYOF/\

日E八丁EOCRUOEC日OLERA丁OXjO闪

ouZhenhai,etal

(DepartmentofMicrobiology,XuzhouMedical College,Xuzhou,Jiangsu,china)

Crudecholeratoxin,heatedwithwaterbathat60℃for5min,Lost

99percentoftaxicityand12。5percentofantigenicity。PAGErevealed

thattreatedtoxinhadaggregatedtopolymer。P。0。immunizedmice can

produce a goodintest立 na ]antitoxinalprotectionand a certainamountof

serous antibodies.

KEYWODScholeratoxin;toxiod;antigenicity;mice
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