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猪水肿病毒素 !"#$%的致 &%’(细胞凋亡作用

李灿0，’，冉雪琴0，王嘉福0，+!

（0 贵州大学动物科学学院，贵阳 ##,,+#）
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摘要：【目的】研究猪水肿病的致病因子志贺毒素 +C（.4?K) 58G?; +C，.5G+C）的致病机理。【方法】以 PQ2HR荧光
染色法、琼脂糖凝胶电泳法和 SC=5C:; T<855?;K等方法研究 .5G+C 对 UC:8 细胞的致凋亡作用及其信号途径。
【结果】从细胞形态学和染色质水平证明，.5G+C 能诱导 UC:8细胞凋亡，并表现出时间和浓度依赖性；同时引
起 A)=6)=CE’表达量明显上调，R)G、A)=6)=CE"的表达量没有明显变化。【结论】.5G+C对 UC:8细胞的致凋亡作用
主要通过膜受体通路引起，线粒体信号通路所起的作用较小。
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大肠杆菌产生的志贺毒素（.4?K) 58G?;，.5G）是
人出血性结肠炎 & 溶血性尿毒综合征（4C@8::4)K?A
A8<?5?= );N 4C@8<*5?A 9:C@?A =*;N:8@C，VW.）、牛腹泻和
猪水肿病的重要致病因子［0］。.5G又名 UC:8细胞毒
素（UC:8 58G?;，UB），是核糖体失活蛋白家族的成员
之一。毒素由 P、R二种亚基组成，一个 P亚基单体
与 R亚基的五聚体以非共价键结合构成全毒素。R
亚基 与 糖 脂 类 受 体 球 丙 糖 酰 基 鞘 氨 醇

（K<8T85:?)8=*<AC:)@?NC，XT’）或球丁糖酰基鞘氨醇
（K<8T85C5:)8=*<AC:)@?NC，XT!）结合，介导 P 亚基进入
靶细胞内部［+］。在胞质内 P亚基被切割成 P0（约 +O
YZ)）和 P+（约 ! YZ)）二个片段，P0片段有酶活性，
作用于真核细胞的核糖体，使大亚基 +%. :[/P 第
!’+!位腺嘌呤脱落，使氨酰 5[/P不能进入核糖体
的 P位点，蛋白的合成受阻［’ & !］。

.5G=分为 .5G0和 .5G+两种类型。从动物中检测
到多种 .5G+ 的变异体，如 .5G+A、.5G+N、.5G+C 和

.5G+I，各变异体与 .5G+ 之间的同源性在 ",\以上，
但生物学活性不同［#］：.5G+C 主要与受体 XT! 结合，
只对 UC:8 细胞（ Y?N;C* AC<<= 8I 54C PI:?A); K:CC;
@8;YC*）有毒性；其它变异体主要与 XT’ 结合，对
UC:8和 VC])细胞都有毒性［$］。.5G+C又名猪水肿病
毒素，是断奶 +周内仔猪出现水肿病的主要致病因
子［O］。猪水肿病的主要表现为：胃壁、颈部、齿龈、眼

睑、肠系膜、神经系统等部位水肿，共济失调，步态蹒

跚，全身抽搐等。猪水肿病的发病率通常为 ’,\ ^
!,\，严重时高达 %,\，早期发现并及时治疗时约
#,\ ^ $,\死亡，但晚期治疗的死亡率则在 ",\以
上，而且即使存活病猪的生长也很缓慢［%］。近年来，

志贺毒素再次引起人们的关注，其主要原因是由于

志贺样毒素与细胞凋亡的关系密切。研究表明，

.5G0、.5G+、.5G+A 等多种 .5G= 可诱导细胞凋亡［"］，但

.5G+C的致凋亡作用和途径不完全清楚，因此本文以
本地分离的产志贺样毒素大肠杆菌为基础，研究



!"#$%的细胞凋亡作用。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 细胞株和菌株：&%’(细胞购自上海细胞生物
所。产 !"#$%大肠杆菌 )*+,$-由本实验室自贵州猪
水肿病粪样中分离［-.］。

!"!"# 试剂：鼠抗人 /01201%34、兔抗人 /01201%3+、鼠
抗人 50#（6/7$ 011(/80"%9 : 2’("%8;）、兔抗人!30/"8;多
克隆抗体均为 !0;"0 <’=> 公司产品，?@* 标记羊抗
鼠 ABC、?@* 标记羊抗兔 ABC 购自 !D5< 公司，5<D
蛋白定量试剂盒为上海申能博彩公司产品，E099%’
试剂盒由北京普利来基因技术公司生产。蓖麻毒素

由本实验室制备。

!"!"$ 细胞培养：&%’( 细胞于含 -.F小牛血清的
GHIH培养液中 4JK、LF <M$ 条件下培养，取生长

迅速、颗粒较少并处于对数生长期的细胞用于后续

实验。

!"# %&’#(粗制品的提取
大肠杆菌 )*+,$-接种于 E5培养基中，4JK振

荡培养 -$ N -L O，转接 4.. PE产毒培养基［--］。4JK
振荡培养 $Q O。L... R B离心 -L P8;收集细菌，.S-
P(7TE *5!洗涤 4次，于液氮中研磨 .SL O，当显微镜
下观察到细菌壁大部分破裂时，加入 L. PE *5!，QK
-$... R B离心 -L P8;去除细菌碎片，上清以 Q.F N
,.F硫酸铵沉淀，QK -$... R B离心 4. P8;，沉淀经
适量 *5! 溶 解 后 于 *5! 中 透 析，聚 乙 二 醇
（*IC-....）浓缩获得 !"#$%粗制品，过滤除菌［-$］，以
非变性 -.F*DCI检测毒素蛋白制品的纯度，兔抗
!"#$%抗血清鉴定毒素蛋白［-4］；参照 5<D蛋白定量
试剂盒说明书测定毒素蛋白的浓度。

!"$ %&’#(粗制品作用 )(*+细胞
用无血清 GHIH培养液培养 &%’(细胞 -$ O，以

不同浓度的 !"#$%粗制品作用 &%’(细胞：.S.$、.S.U、
.SQ、$和 -."B TPE，以确定产生最大凋亡率的 !"#$%
粗制品浓度。以此浓度的 !"#$%粗制品作用 &%’(细
胞 .、Q、U、$.、$Q、$U、4$ O，确定最适作用时间。对照
组 &%’(细胞中加入等体积的培养液。
!"$"! DMTI5荧光染色法检测细胞凋亡：取毒素作
用过的 &%’(细胞悬液 -.."E，加入 DMTI5染料 Q"E
混匀，取 -滴于载玻片，上覆盖玻片，荧光显微镜下
计数 $..个细胞，按下列公式计算细胞的凋亡率：

凋亡率 V !" W #!"
!# W #!# W !" W #!" R -..F

其中，&)为正常 &%’(细胞数；&D为早期凋亡细胞

数；)&D为晚期凋亡细胞数；)&)为非凋亡的死细
胞数。

!"$"# &%’(细胞总 G)D的提取及片段化分析：*5!
洗涤毒素作用过的 &%’( 细胞，L... R B QK离心
L P8;收集细胞，-.L N -., 个细胞加入 -.."E 裂解
液，冰浴 L N -. P8;，振荡 -. 1，L... R B QK离心 -.
P8;，于上清中加入 -F !G!、$"E G)01%3X’%% @)01%D，
4JK作用 - O。加入 $"E蛋白酶 Y（-. PB Z PE），4JK
作用 $ O。加入 -"E核酸助沉剂（ [ G-$..）、-T-.（&T
&）4 P(7TE醋酸钠溶液、$SL 倍体积 -..F乙醇，\
$.K沉淀 4. P8;。-$... R B QK离心 -. P8;，弃上
清，室温干燥沉淀。用 -J"E双蒸水溶解沉淀，加 4

"E , R G)D凝胶上样缓冲液，取 $."E经 -F琼脂糖
凝胶电泳，溴化乙锭染色，凝胶成像系统照相。

!"$"$ ]%1"%’; 67(""8;B：取 - R -.J N L R -.J 个 &%’(
细胞置入 L.."E细胞裂解液中，加入 L."E -. PP(7T
E蛋白酶抑制剂 *H!^，QK静置 - O，期间以 $- [ 注
射针头剪切细胞 L次。QK -$... R B离心 $. P8;，
上清液即为总蛋白溶液，取 $."E以 -$F *DCI分
离，电转 - O，取出硝酸纤维素膜按 .S 7 PET/P$ 加入

封闭液，室温封闭 4 O。分别加入各因子相应的多克
隆抗体（- _L.. N -_ -...），QK慢摇过夜。*5!洗膜 4
次，每次 L P8;。加入相应的第二抗体（- _ -...），以
-F 小牛血清3‘5!稀释（-. R ‘5!：‘’81碱 +S4 B、氯化
钠 +. B、双蒸水溶解至 -... PE，2?JSQ）。室温反应
- O。*5!洗膜 4次，每次 L P8;，‘5!漂洗一次，)5‘3
5<A*显色［L］。用 a=0;"8"b (;% 软件（58(3’09）测定蛋
白条带的灰度，以!30/"8;蛋白表达量为内参照对各
因子的表达量进行标准化，毒素处理后凋亡因子的

表达量与对照相比较，表达量的单位为F。

# 结果和分析
#"! %&’#(导致 )(*+细胞凋亡的形态学变化
大肠杆菌 )*+,$-自本地水肿病猪粪样中分离，

产 !"#$%毒素［U］。将制备的 !"#$%粗制品作用于长成
单层的 &%’(细胞，细胞变圆脱落（图 -）。由于吖啶
橙（0/’898;% (’0;B%，DM）能透过胞膜完整的细胞，嵌
入细胞核 G)D，经紫外光激发细胞核呈现绿色荧
光；溴乙锭（%"O898=P 6’(P89%，I5）只能透过细胞膜受
损的细胞，与核 G)D结合，在紫外光下发出橘红色
荧光。经 DMTI5复合染料染色后，在荧光显微镜下
可见 Q种形态的细胞（图 $）：核呈均匀的绿色为正
常 &%’(细胞，核为绿色并呈分散的固缩状或团块为
早期凋亡细胞，部分早期凋亡细胞核膜周围有起泡

现象；核呈橘红色并呈固缩状或圆珠状则为晚期凋
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亡细胞，核为均匀的橘红色为坏死细胞。

!"! #$%!&导致 ’&()细胞凋亡的动态变化
以不同浓度的 !"#$% 粗制品作用时，&%’( 细胞

的凋亡率表现出明显的浓度依赖性（图 )）。当粗制
品的浓度低于 *+*,!- ./0时，&%’(细胞病变数量
较少（ 1 234）；浓度增加到 $!-./0 作用 $5 6 时，
7*4的细胞发生脱落，此时光镜下可见 &%’(细胞的

间隙加大，胞内的颗粒增多，空泡化 &%’( 细胞的比
例上升，89.:;染色结果显示其中 3*4为晚期凋亡
细胞。同时，!"#$% 粗制品诱导的 &%’( 细胞凋亡还
表现出明显的时间梯度（图 )）。用 $!- ./0 !"#$%粗
制品处理 * < )$ 6，&%’(细胞的凋亡率逐渐增加：, 6
凋亡率为 ),4，$5 6达到平台期，凋亡率约为 7*4，
$, 6达到最大值 7)4。

图 * #$%!&作用于 ’&()细胞所致的细胞病变
=>-?2 @A"(BC"6>D %EE%D"F (E "6% !"#$% BG’>E>%H E’(/ ! ? "#$% IJ7K$2+ 8：L%-C">M% D(L"’(N；;：&%’( D%NNF "’%C"%H O>"6 !"#$% E(’ $5 6? @：&%’( D%NNF "’%C"%H
O>"6 ’>D>L E(’ $5 6? ;C’ P 2**!/?

图 ! +,-./染色显示处于各个凋亡时期的 ’&()细胞
=>-?$ !"#$%Q>LHGD%H CB(B"(">D D%NNF CE"%’ CD’>H>L% (’CL-% CLH %"6>H>G/ R’(/>H% ENG(’%FD%L" HA% F"C>L>L-? :C’NA CB(B"(">D &%’( D%NN（H(GRN% C’’(OF，-’%%L）

O>"6 -’%%L BC"D6%F (E E’C-/%L"%H CLH D(LH%LF%H D6’(/C">L CLH RN%RR>L- /%/R’CL%? 0C"% CB(B"(">D D%NNF（"’>CL-N%，’%H）O>"6 BC’">CN D(LH%LF%H D6’(/C">L?
I%D’(">D D%NNF（"6>DS C’’(O，’%H）O>"6 D(LH%LF%H D6’(/C">L? &>CRN% D%NNF C’% GL>E(’/NA -’%%L（CF"%’>FS，-’%%L）（ T 5**）?

!"0 #$%!&作用 ’&()细胞后染色质 12+的降解分
析

以 $!-./0 !"#$%粗制品作用 &%’(细胞 $5 6，提
取 &%’(细胞总 UI8经琼脂糖凝胶电泳呈现出梯状
降解条带，各条带之间相差约 $** RB，对照组 UI8
未出现梯状条带（图 5）。
!"3 凋亡相关因子的表达量变化
以 $!-./0 !"#$%粗制品作用 &%’(细胞 $5 6，提

取 &%’(细胞总蛋白以 V%F"%’L RN("">L-检测凋亡因子
DCFBCF%Q7、;C#、DCFBCF%Q)的表达量，结果显示（图 3）：
在"QCD">L蛋白表达量标准化基础上，以对照组的表

达量为 2**4，DCFBCF%Q) 的表达量上调 2$*4（ & 1
*+*3），DCFBCF%Q7和 ;C#的表达量与对照组相比差异
不显著（& W *+*3）。

0 讨论
由于 &%’(细胞表面有 XR5受体，因此本文选择

&%’(细胞研究 !"#$% 的致凋亡作用。从大肠杆菌
IJ7K$2中提取的 !"#$%粗制品作用于 &%’(细胞，基
因组 UI8经琼脂糖凝胶电泳检测表现出明显的梯
状条带，各条带之间相差约 $** RB。细胞发生凋亡
时，在核酸内切酶的作用下，核小体的连接 UI8断

*KK @CL 0> %" CN ? .’"() *%"+#,%#$#-%") .%/%")（$**7）57（3）
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图 ! "#$%&诱导 ’&()细胞凋亡的时间和剂量依赖性
!"#$ % &"’() *+, ,-.(),(/(+,(+0 */-/0-0"1 (22(10. -2 3045( -+ 6(7-
1(88.$ 9：6(7- 1(88. 07(*0(, :"0; ,"22(7(+0 1-+1(+07*0"-+. -2 3045( 2-7 5<
;$ 9/-/0-0"1 1(88. :(7( =>*+0"2"(, ?@ 28>-7(.1(+0 ,@( .0*"+"+# >."+#
>+07(*0(, 1(88. *. 0;( +(#*0"A( 1-+07-8（+! B；! C DEDDF，*. ,(0(7’"+(,
?@ 9GH69）$ I：6(7- 1(88. 07(*0(, :"0; 3045(（5!#J’K）2-7 ,"22(7(+0
0"’(.（ + L % 2-7 (*1; 0"’( /-"+0； ! C DEDDM， *. ,(0(7’"+(, ?@
9GH69）$

图 * 凋亡细胞基因组 +,-的片段化分析
!"#$< &;( 27*#’(+0*0"-+ -2 #(+-’"1 NG9 "+ 6(7- 1(88. *20(7 07(*0’(+0
:"0; 5!#J’K 3045( 2-7 5< ;$ O$ N5DDD NG9 ’*7P(7；5 $ 6(7- 1(88.
07(*0(, :"0; 3045(（5!#J’K）；%$ 6(7- 1(88. 07(*0(, :"0; 7"1"+（5!#J
’K）$

裂，整个染色质发生可控降解，产生的 NG9片段为
FQD R 5DD ?/的整倍数［F<］，因此 3045(作用后，6(7-细

图 . "#$%&对 ’&()细胞凋亡相关因子表达量的影响
!"#$ M &;( (4/7(.."-+ -2 */-/0-.".)*..-1"*0(, 2*10-7. "+ 3045()07(*0(,
6(7- 1(88.$ 9：(4/7(.."-+ /*00(7+ -2 */-/0-.".)*..-1"*0(, 2*10-7.；I：0;(
(4/7(.."-+ -2 */-/0-.".)*..-1"*0(, 2*10-7. ,(0(10(, ?@ S(.0(7+ ?8-00"+#$ F，

% *+, M $ +(#*0"A( 1-+07-8.；5$ I*4 (4/7(.."-+ "+ 6(7- 1(88. 07(*0(, :"0;
3045(；<$ T*./*.()U (4/7(.."-+ "+ 6(7- 1(88. 07(*0(, :"0; 3045(；B $
T*./*.()% (4/7(.."-+ "+ 6(7- 1(88. 07(*0(, :"0; 3045($

胞基因组总 NG9经琼脂糖凝胶电泳分离，呈现出特
征性的梯状条带；蓖麻毒素主要与 V?% 受体结合，
导致 6(7-细胞基因组的降解量较少，形成的梯状条
带不明显。同时采用 9HJWI 荧光染料进行细胞学
检测，观察到 3045(粗制品作用后 6(7-细胞发生的
各凋亡时期细胞形态；并且细胞的凋亡率随着作用

浓度的增加而增加，5!#J’K时到达最大；在 < R 5< ;
作用期间，细胞凋亡率随时间的增加而增加，5< ;到
达平台期（凋亡率 UDX）。证实 3045(导致了 6(7-细
胞发生凋亡，并表现出明显的时间和浓度依赖性。

我们之前对大肠杆菌 GYUB5F 的研究结果表明，其
3045(基因编码的 9亚基有 Z R U 个氨基酸变异，并
为强毒力类型［Q］。这种氨基酸改变可能与毒素的致

凋亡作用较强有关。

抽提凋亡率最高时 6(7-细胞的总蛋白，经特异
性抗体检测，与对照组相比，凋亡相关因子中

1*./*.()%的表达量明显增加（! C DEDM），1*./*.()U和
I*4的表达量变化不显著（! [ DEDM）。细胞凋亡的
信号通路主要包括膜受体通路和线粒体通路［FM］。

二条通路都需要 1*./*.(. 的参与。T*./*.(. 分为启
动者和执行者两类［FB］。启动者包括 1*./*.()Q、U、FD；
执行者包括 1*./*.()%、B、Z。1*./*.()Q和 FD主要经膜
受体通路激活细胞膜受体 !*.，依次激活 1*./*.()%、
B、Z引发细胞的凋亡；1*./*.()U 主要参与线粒体通
路。当细胞受到凋亡刺激时 I*4进入线粒体，使细
胞色素 T释放［FZ］，后者与胞浆凋亡相关因子 F（9/*2)
F）结合，激活 1*./*.()U，进一步激活 1*./*.()%等诱导
细胞发生凋亡［FQ］。因此，I*4和 1*./*.()U都是线粒
体通路所必需的因子，1*./*.()% 则是线粒体通路和

FBB李 灿等：猪水肿病毒素 3045(的致 6(7-细胞凋亡作用 $ J微生物学报（5DDU）<U（M）

Absent Image
File: 0

Absent
Image
File: 0

Absent
Image
File: 0



膜受体通路都要经过的凋亡执行者。本文的研究结

果证实 !"#$%作用后，&%’(细胞大量凋亡，其中 )*#
和 +*,-*,%./的表达量没有明显变化，提示 !"#$% 致
&%’(细胞的凋亡没有经过线粒体途径；而 +*,-*,%.0
的表达量上调，说明 +*,-*,%.0在 !"#$%诱导 &%’(细
胞的凋亡过程中起关键作用，!"#$%的致凋亡作用可
能以膜受体通路为主，线粒体通路所起的作用可能

较小。应用小鼠成纤维细胞证明 1*,介导的膜通路
可以不依赖于线粒体途径导致细胞凋亡［2/］。然而

!"#2、!"#$、!"#$+ 等毒素可使人喉表皮癌细胞（34-.
$）中 )*#的表达量增加 25/ 6 05$倍，通过依赖于线
粒体通路引起细胞凋亡［$7］。本文的研究结果提示，

大肠杆菌 89/:$2 产生的 !"#$% 致 &%’( 细胞凋亡的
途径与 !"#2、!"#$、!"#$+致 34-.$细胞凋亡的途径不
完全相同。

当产 !"#$%大肠杆菌随着污染的食物或饮水进
入仔猪肠腔时，细菌的细胞壁破裂释放 !"#$%毒素。
在猪结肠、小脑、眼睑和红细胞表面分布着丰富的

;<=受体［:，$2］。!"#$%毒素以 )亚基结合受体 ;<=，>
亚基进入肠上皮细胞，在胞质内被蛋白酶消化，形成

的 >2 片段直接作用于核糖体，影响蛋白的翻译过
程［=，$$］；同时毒素的 >亚基或 >2片段以不依赖于线
粒体的方式活化膜受体通路中的 1*,等信号分子，
最终激活 +*,-*,%.0，引起结肠上皮细胞凋亡，动物的
肠壁屏障被打破，!"#$%得以进入血液系统，以相似
的机制侵害神经系统等组织；此外，+*,-*,%.0 还使
?*$ @大量释放［$0］，造成组织水肿、抽搐等。这一推
测还需要进一步的实验验证。本文的研究结果有助

于揭示 !"#$% 的凋亡作用机制和致病机理，为猪水
肿病的根治提供理论依据。
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