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摘  要: 本文探讨了重组艰难梭菌毒素 B(rTcd B)对小鼠结肠癌 CT26 细胞的诱导凋亡作用。采用

不同浓度 rTcd B 处理 CT26 细胞, 通过 MTT 法检测细胞增殖抑制率; 比色法测定 Caspase 3 活性; 
细胞形态学和流式细胞技术检测细胞凋亡。结果表明, rTcd B 显著抑制了 CT26 细胞的增殖, 并呈

时间−剂量依赖性; Caspase 3 活性在处理 6 h 后显著升高, 至 18 h 达到最大值, 与对照组相比差异

显著, 具有统计学意义(P<0.05); 荧光显微镜观察到典型细胞凋亡形态学变化, 细胞膜内侧的磷脂

酰丝氨酸(PS)异位到了膜外侧, 细胞膜呈明亮的绿色荧光; 通过流式细胞仪检测结果表明, 细胞

凋亡率呈时间−剂量依赖性增加。实验结果表明, 重组艰难梭菌毒素 B 能够诱导小鼠结肠癌 CT26
细胞凋亡。 
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The Apoptosis Induction of CT 26 Cells by Recombinant  
Clostridium difficile Toxin B 
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Abstract: To investigate the induction of apoptosis of mouse colonic adenocarcinoma CT26 cells by recom-
binant Clostridium difficile toxin B (rTcdB), CT26 cells were exposed to different concentrations of rTcd B. 
Inhibition of cell proliferation was measured by MTT assay. The activation of Caspase 3 was measured by 
colorimetric method. Cell morphological analysis and flow cytometry were performed to confirm cell apop-
tosis. rTcd B inhibited the proliferation of CT26 cells in a time- and dose-dependent manner. Caspase 3   
activity in CT26 cells was elevated remarkably after rTcd B exposure for 6 h, 12 h, 18 h or 24 h, as com-
pared with the control group. Morphological changes were observed by fluorescence microscopy. The expo-
sure of rTcd B to CT26 cells induced a time- and dose-dependent apoptotic cell death as determined by flow 
cytometry analysis. The results showed that recombinant Clostridium difficile toxin B induced apoptosis of 
CT26 cells.  
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细菌毒素疗法是一种利用细菌毒素治疗癌症的

生物疗法 , 一经提出就备受关注 [1]。艰难梭菌

(Clostridium difficile)是人类肠道中的正常菌群, 抗
生素使用不当会诱发其过量繁殖, 进而引发艰难梭
菌相关性疾病 (Clostridium difficile-associated dis-
eases, CDAD), 严重时可导致患者死亡。其主要致病
因子是两种大蛋白外毒素: 毒素A(Tcd A, 308 kD)
和毒素B(Tcd B, 270 kD)[2]。Tcd A具有较弱的细胞毒
性, 目前国外研究已证实, Tcd A对包括多种恶性肿
瘤细胞系在内的 24种人类细胞系具有细胞毒性[3]; 国
内, 也有学者分别对其体外抑瘤作用和诱导凋亡作
用进行了研究 [4,5]。Tcd B的细胞毒性约为Tcd A的
1000 倍, 长期以来, Tcd B一直被看作是一种Tcd A
依赖性毒素而没有受到重视, 但近年来, 在一些地
区爆发的CDAC流行中检测到了Tcd A(-) Tcd B(+)病
例[6−8]。因此, Tcd B的细胞毒性逐渐引起国内外研究
人员的关注, 目前已有其引发人类上皮细胞(包括肿
瘤细胞)损伤和凋亡的报导[9-13], 但国内尚无相关报
导。本实验对rTcd B的细胞毒性和诱导凋亡作用进
行了初步探讨。 

1  材料和方法 

1.1  毒素, 细胞和试剂 
1.1.1  毒素: 重组艰难梭菌毒素 B, 其表达、分离 
和纯化等已另文发表 [ 1 4 ] ,  现简述如下 : PCR扩增 
毒素基因 tcdB, 并将其克隆到穿梭载体 pHis1552 
中 ;  将这一克隆产物转化到巨大芽孢杆菌 (Baci- 
llus megaterium)原生质体中 ; 通过木糖启动子来 
控制毒素的表达; 经过亲和层析等一系列步骤得到
与天然毒素具有相同生物学活性的重组艰难梭菌毒

素 B。 
1.1.2  细胞: CT26 细胞株(ATCC), 细胞培养采用
DMEM培养基, 内含 10%胎牛血清, 青霉素和链霉
素各 100 U/mL, 置于 37°C、5% CO2及饱和湿度的

培养箱中连续培养。 
1.1.3  试剂: 胰酶(Gibco); 二甲基亚砜(DMSO, 分
析纯, Sigma公司); 噻唑蓝(MTT, Sigma); Caspase 3
分光光度检测试剂盒(南京凯基); Annexin V, Alexa 
Fluor 488 conjugate(Invitrogen); 碘化吡啶(PI, 分析
纯, Sigma公司)。 

1.2  接种及对细胞进行毒素处理 
取对数期 CT26 细胞, 制成一定浓度的细胞悬

液, 接种, 待细胞贴壁后添加毒素 , 使其终浓度为
0.001 ng/mL、0.01 ng/mL、0.1 ng/mL、1 ng/mL、 
10 ng/mL、100 ng/mL、1000 ng/mL, 继续培养 6 h、

12 h、18 h、24 h、36 h、48 h、72 h。同时设置不含

CT26 细胞的培养液作为空白对照; 设置含 CT26 细

胞, 但不加毒素处理(用相同体积的 PBS来代替毒素)

的阴性对照。 

1.3  重组毒素 B 的细胞毒性检测 
1.3.1  致细胞变圆作用: 按 1.2 的方法接种并对细

胞进行毒素处理(3×104 个/mL, 200 μL/孔于 96孔培

养板)。采用倒置显微镜每隔 4 h计数变圆细胞数。 

1.3.2  细胞增长抑制作用: 采用MTT比色法来检测

rTcd B对细胞增殖的抑制作用 [15]。使用前, MTT配

制成 5 mg/mL的溶液, 0.22 μm的微孔滤膜过滤除菌, 

4°C避光保存。按 1.2的方法接种并对细胞进行毒素

处理(3×104个/mL, 200 μL/孔于 96孔培养板)。培养

6 h、12 h、18 h、24 h、36 h、48 h、72 h后, 加入

20 μL MTT, 继续培养 4 h后除去上清液 , 添加 

150 μL DMSO, 酶标仪检测 570 nm处的吸光值。细

胞生长抑制率按下列公式计算 : 抑制率(%)=(对照

组OD570值−实验组OD570值)/(对照组OD570值−空白

组OD570值)。 

1.4  重组毒素 B 诱导凋亡作用检测 
1.4.1  Caspase 3 活化检测: 根据Caspase 3 活性检

测试剂盒说明书进行。按 1.2 的方法接种并对细胞

进行毒素处理, 收集毒素处理的细胞(1×106个), 裂

解 30 min, 离心, 吸取上清液, 加入同体积的 2×反

应缓冲液及Caspase 3反应底物, 混匀, 37°C孵育 4 h, 

酶标仪检测波长 405 nm处的吸光值。 

1.4.2  凋亡细胞膜的检测: 根据 Annexin V-Alexa 

Fluor 488染料说明书进行。无菌操作, 将经过灭菌

处理的盖玻片放入无菌培养皿中, 按 1.2 的方法接

种细胞爬片, 毒素处理, 4%甲醛固定 15 min, 染料

覆盖 15 min, 封片, 荧光显微镜观察。 

1.4.3  细胞凋亡率的测定: 按 1.2的方法接种并对细

胞进行毒素处理, 收集毒素处理过的细胞并调整其

浓度为 106 个/mL, Annexin V-Alexa Fluor 488和PI

双染色, 其过程为: 使用前, PI配制成 575 μg/mL的

溶液 , 每 100 μL细胞悬液中添加 5 μL Annexin 

V-Alexa Fluor 488和 10 μL PI, 暗处反应 15 min。添

加 400 μL结合缓冲液, 通过流式细胞仪测定细胞凋
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亡率。 

1.5  数据处理 
对数据采用 SAS应用软件进行统计学分析。 

2  实验结果与分析 

2.1  毒素的细胞毒性检测结果分析 
2.1.1  细胞变圆率测定结果分析: 培养基中添加重
组毒素B, 显著地抑制了小鼠结肠癌细胞CT26的增
殖, 并使细胞形态明显改变。随着作用时间的延长, 

细胞由梭状逐渐收缩变圆, 皱缩, 细胞膜表面出现
颗粒状突起, 并最终脱落死亡。在倒置显微镜下计
数不同毒素浓度、不同毒素作用时间的细胞变圆率

结果见表 1。 
2.1.2  细胞增殖抑制率结果分析: 不同浓度 rTcd B
对 CT26 细胞增殖均具有抑制作用, 且呈时间-剂量
依赖性, 随毒素浓度增加或作用时间延长, 抑制率
增大, 酶标仪测定 570 nm 处的吸光值结果见表 2; 
细胞生长抑制率计算结果见图 1。 

 
表 1  CT26 细胞在不同毒素浓度和不同作用时间下的变圆率 

Table 1  Cell rounding of CT26 cells treated by rTcd B of different time and concentrations 

细胞变圆率 
The rate of cell rounding (%) 毒素浓度 

Concentration (μg/mL) 4 h 8 h 12 h 16 h 20 h 24 h 

0.1 4 10 24 37 76 97 

10 15 40 57 73 89 98 

500 20 52 72 98 95 96 

 
表 2  MTT 比色法测定 570 nm 处的吸光值 

Table 2  The absorbance at 570 nm measured by MTT assay 

570 nm处吸光值 
The absorbance at 570 nm 

毒素处理组 rTcd B treated group 
作用时间 
Time (h) 空白对照 

Background control 
阴性对照 

Negative control 1 ng/mL 10 ng/mL 100 ng/mL 

12 0.215 0.660 0.592 0.550 0.538 

24 0.221 0.888 0.635 0.498 0.473 

36 0.235 1.319 0.555 0.444 0.401 

48 0.233 1.579 0.540 0.468 0.386 

注: 空白对照=培养液(不含细胞); 阴性对照=含细胞培养液+与毒素体积相同的 PBS; 毒素处理组=含细胞培养液+毒素. 
Note: Background control=culture medium; Negative control=CT26 cells in culture medium + PBS (the same volume with rTcd B); rTcd B 
treated group= CT26 cells in culture medium+rTcd B. 
 
2.2  rTcd B 的诱导凋亡作用检测分析 
2.2.1  Caspase 3 活性检测结果分析: Caspase 3活性
在 rTcd B与 CT26细胞共同培养 6 h后显著升高, 其
后, 随着作用时间延长或毒素浓度增大其活性不断
增大, 至 18 h 后达到最高值, 与对照组差异显著, 
具有统计学意义(P<0.05)。这一结果表明: rTcd B可
以激活 Caspase 3, 并且这种激活作用呈时间−剂量
依赖性。另外, rTcd B与 CT26细胞共同培养 24 h以
上, Caspase 3活性开始降低, 在 48 h后, 与对照组
已经没有显著差异(见图 1)。 
2.2.2  荧光显微镜检测结果分析: 在荧光显微镜下
观察, 毒素处理过的细胞收缩变圆, 表面可见颗粒
状突起, 透过 515 nm的滤光片可见细胞膜边缘呈绿 

 
 
图 1 艰难梭菌重组毒素 B 对 CT26 细胞的增殖抑制 
作用 
Fig. 1  Antiproliferative action of rTcd B on CT26 cells 
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图 2  CT26 细胞在毒素 B 作用下的 Caspase3 活性表达

情况 
Fig. 2  The activation of Caspase 3 induced by rTcd B 
treatment 
 
色荧光, 意味着膜内侧的磷脂酰丝氨酸(PS)异位到
了膜外侧, 这是细胞凋亡的一个指征。而正常细胞
贴壁伸展呈梭状, 没有观察到荧光(见图 3) 
2.2.3  细胞凋亡率的检测结果分析: 流式细胞仪检
测显示 ,  正常 CT26 细胞的自发凋亡率很低 ,  约
1.2%, 而 rTcd B作用于CT26细胞不同时间后, 细胞
凋亡率明显升高, 并且呈时间−剂量依赖性, 随着作
用时间延长或毒素浓度增加 , 凋亡率逐渐升高(见 

 
 
图 3  Alexa Flour 488 染色的 CT26 细胞荧光显微镜观察

结果(×1000) 
Fig. 3  Fluorescence micrographs of CT26 cells stained by 
Alexa Flour 488(×1000) 
注: A: 对照组的正常 CT26细胞; B: 10 ng/mL rTcd B作用 36 h的
CT26细胞. 
Note: A: Normal CT26 cells in control group; B: CT26 cells treated 
with 10 ng/mL rTcd B for 36 h. 

 
图 4、图 5)。 

3  讨论 

本实验首先进行了重组艰难梭菌毒素 B对小鼠
结肠癌 CT26细胞抑制作用的MTT检测, 结果表明, 
毒素对 CT26 细胞的抑制作用明显, 并且具有时间−
剂量依赖性。 

其次, 本实验研究了艰难梭菌毒素 B 对 CT26 
 

 
 

图 4  艰难梭菌重组毒素 B 诱导 CT26 细胞的凋亡率随时间变化关系 
Fig. 4  The percentage of apoptotic cells induced by rTcd B treatment changed with time 

注: A: 10 ng/mL rTcd B作用 0 h; B: 10 ng/mL rTcd B作用 12 h; C: 10 ng/mL rTcd B作用 24 h; D: 10 ng/mL rTcd B作用 36 h; E: 10 ng/mL rTcd B
作用 72 h; A1, A2: 死细胞; A3: 活细胞; A4: 凋亡细胞. 
Note: A: CT26 cells treated with 10 ng/mL rTcd B for 0 h; B: CT26 cells treated with 10 ng/mL rTcd B for 12 h; C: CT26 cells treated with 10 
ng/mL rTcd B for 24 h; D: CT26 cells treated with 10 ng/mL rTcd B for 36 h; E: CT26 cells treated with 10 ng/mL rTcd B for 72 h; A1,A2: 
dead cells; A3: live cells; A4: apoptotic cells. 
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图 5  艰难梭菌重组毒素 B 诱导 CT26 细胞的凋亡率随毒素浓度变化关系 
Fig. 5  The percentage of apoptotic cells induced by rTcd B treatment changed with the concentration of rTcd B 

注: F: 1 ng/mL rTcd B作用 48 h; G: 10 ng/mL rTcd B作用 48 h; H: 100 ng/mL rTcd B作用 48 h; A1, A2: 死细胞; A3: 活细胞; A4: 凋亡细胞. 
Note: F: CT26 cells treated with 1 ng/mL rTcd B for 48 h; G: CT26 cells treated with 10 ng/mL rTcd B for 48 h; H: CT26 cells treated with 
100 ng/mL rTcd B for 48 h; A1, A2: Dead cells; A3: Live cells; A4: Apoptotic cells. 
 
细胞的凋亡诱导作用。毒素作用于细胞 6 h后, 分光
光度法检测到Caspase 3活性显著升高, 至 18 h后达
到了最高值, 24 h后 Caspase 3活性开始降低; 而对
照组的 Caspase 3活性没有明显改变。这是因为: 正
常细胞的 Caspase 3以酶原的形式存在, 没有活性; 而
一旦细胞发生凋亡, 其细胞质内的 Caspase 3就会被
线粒体释放出的细胞色素 C激活。本实验结果表明: 
毒素 B显著激活了 Caspase 3。另外, 实验中随着毒
素作用时间的延长, Caspase 3 活性逐渐降低, 这可
能是由于 Caspase 3的消耗或失活所致, 但由于目前
关于毒素 B 的作用机制还未深入研究, 这一问题还
需进一步探讨。 

Annexin V-Alexa Fluor 488染色后, 毒素处理过
的细胞在荧光显微镜下检测到了绿色荧光, 而对照
组则没有观察到荧光。这是因为: 毒素处理过的细
胞磷脂酰丝氨酸由细胞膜内侧异位到了细胞膜的外

侧, 进而与标记了荧光素 Alexa Fluor 488的磷脂结
合蛋白 Annexin V 结合, 被激发出绿色荧光; 而对
照组细胞的磷脂酰丝氨酸没有发生这种异位变化 , 
无法与 Annexin V 结合, 在荧光显微镜下观察不 
到荧光。磷脂酰丝氨酸异位是细胞凋亡的一个重要

标志。 
细胞进行 Annexin V -Alexa Fluor 488/PI双染色

后 , 通过流式细胞仪检测细胞凋亡率。10 ng/mL 
rTcd B作用于细胞 24 h、48 h、72 h后, 细胞凋亡率
和坏死率分别为 13.2%、17.6%、26.7%和 3.5%、4.0%、
8.4%。1 ng/mL、10 ng/mL、100 ng/mL rTcd B作用
于细胞 48 h后, 细胞凋亡率和坏死率分别为 13.8%、
17.6%、31.1%和 6.4%、4.0%、9.1%。这一结果表明, 
毒素对细胞的作用方式是诱导其凋亡, 而不是直接

毒杀细胞; 毒素对细胞的这种诱导凋亡具有时间−
剂量依赖性。 

通过以上的实验, 可以得出结论, 重组艰难梭
菌毒素 B可以有效诱导肿瘤细胞凋亡。本实验的研
究具有重要意义, 是国内对艰难梭菌毒素 B 的肿瘤
细胞抑制作用和诱导凋亡作用的初步探讨, 为艰难
梭菌毒素 B用于癌症治疗提供了一定的理论依据。 
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