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研究报告 

产气荚膜梭菌 ε毒素导致多器官组织损伤 
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摘  要：【背景】产气荚膜梭菌 ε毒素(ε toxin，ETX)是由 B 型和 D 型产气荚膜梭菌产生的一种肠毒

素，具有迅速的致命性和经济上的破坏性。【目的】研究 ETX 对小鼠多个脏器的损伤情况及其在不

同小肠肠段的结合情况。【方法】构建纯化偶联红色荧光蛋白的 mScarlet-ETX，使用小动物活体成

像观察其在小鼠体内的累积情况；使用病理学技术观察 ε 毒素对小鼠各个脏器和不同肠段的结合情

况，以及对脏器的损伤情况。【结果】产气荚膜梭菌感染后，产生的 ETX 能累积于脑、肾、肺、肝、

脾和心脏组织中，并能导致这些脏器的损伤。ETX 在小鼠的小肠中主要累积于结肠中。【结论】产

气荚膜梭菌 ε 毒素导致多器官组织损伤，并主要在结肠上被吸收，为治疗和预防携带 ε 毒素的产气

荚膜梭菌感染提供了理论依据。 
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Abstract: [Background] Clostridium perfringens ε toxin (ETX) is an enterotoxin produced by C. 
perfringens type B and D, which is rapidly fatal and economically destructive. [Objective] Our study 
aimed to investigate the damage of ETX on multiple organs in mice and the difference of binding 
capability in different intestinal segments. [Methods] The mScarlet-ETX coupled with red fluorescence 
was constructed and visualized with in vivo imaging system to observe its accumulation in vivo. The 
combination of ε toxin on various organs and different intestinal segments of mice and the damage to 
organs were analyzed by pathological sectioning. [Results] It was found that after infection with C. 
perfringens, the produced ETX could accumulate in the brain, kidney, lung, liver, spleen, heart tissues and 
caused damage to these organs. ETX in the small intestine of mice was mainly accumulated in the colon. 
[Conclusion] These results indicated that C. perfringens ε toxin could cause damage to multiple organs 
and mainly absorbed in the colon, which provided a theoretical basis for the treatment and prevention of C. 
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perfringens containing the epsilon toxin gene infection. 

Keywords: C. perfringens, ε toxin, Organ damage, Bleeding, Edema 

产气荚膜梭菌是一种广泛存在于土壤、沉积

物、人和动物肠道中的革兰氏阳性菌，是产孢子的

厌氧棒状菌，携带有可编码 17 余种外毒素的基因[1]，

依据所携带的一种或者多种主要毒素基因(、、

或者)，其被分为 A−E 五种毒素型[2]。产气荚膜梭

菌 ε毒素是一种仅由 B 和 D 型产气荚膜梭菌编码产

生的 33 kD 成孔毒素[3-4]。ETX (ε toxin)是一种毒力

仅次于肉毒毒素和破伤风神经毒素的有效细菌毒

素，在反刍家畜中引起致命性肠道血症，其特征是

急性神经系统症状和猝死，被美国疾病预防控制中

心列为潜在的 B 类生物战剂[5-6]。虽然 1972 年由美

国发起的“生物和有毒武器公约”禁止在常规战争中

使用生物武器，但许多国家仍特别关注 ETX 是否

有可能威胁国家安全。 

ETX 作为一种原毒素在肠道中被分泌，其氨基

和羧基的末端肽经宿主的胰蛋白酶或者产气荚膜

梭菌的金属蛋白酶(λ 毒素)水解切割而被激活[7]。激

活后的 ETX 会被肠道吸收，通过血液传播影响脏

器[8]。小鼠被广泛用于研究 ETX 的毒性作用，并为

实验室控制的中毒研究提供了有用的模型[9]。目前

的研究发现经静脉注射或者腹腔注射到小鼠体内，

ETX 主要累积在肾脏和神经系统中，并且会导致肾

脏和脑明显的病理性改变，包括出血、细胞质空泡

化及水肿[10]。最近的研究发现 ETX 能通过血脑屏

障，利用血管周围水肿的形成和毒素扩散到神经组

织中，并且导致中枢神经系统脱髓鞘[11]。然而对其

他的脏器研究得较少，因此本研究以小鼠为实验材

料，探讨 ETX 对小鼠不同脏器的结合和毒性作用，

为 B 型和 D 型产气荚膜梭菌感染的治疗提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

1.1.1  小鼠 

SPF 级 C57BL/6 小鼠购自北京华阜康生物科技

公司。 

1.1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：酵母膏 5.0，蛋白胨 10.0，NaCl 

10.0，琼脂粉(固体培养基) 15.0，1.03 MPa 灭菌 20 min。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

His 抗体，Abcam 公司；辣根过氧化物酶偶联的

山羊抗兔 IgG、二氨基联苯胺(3,3′-diaminobenzidine，

DAB)显色试剂盒，北京中杉金桥有限公司；4′,6-二

脒 基 -2- 苯 基 吲 哚 (4′,6-diamidino-2-phenylindole ，

DAPI)，Thermo 公司。蛋白纯化仪，GE 公司；小

动物活体成像仪，Bruker 公司；激光共聚焦显微

镜、正置显微镜、脱水机，Leica 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  ETX 及 mScarlet-ETX 的纯化  

构建重组质粒 pTIG-His-ETX和 pTIG-mScarlet- 

ETX-His，编码生成 6×His-tagged ETX (剪切 C 末端

的 22 个残基和 N 末端的 13 个残基序列)和 mScarlet- 

ETX 蛋白。将重组质粒转化到 BL21 感受态细胞，

挑取单克隆菌落于 LB 中 37 °C、180 r/min 培养测序

验证。再经过 IPTG 诱导培养，超声(频率 55%，超

声 3 s，暂停 2 s，50 min)破碎，蛋白纯化仪纯化收

集重组的 His-ETX 和 mScarlet-ETX 蛋白。最后通过

15%的 SDS-PAGE 电泳对纯化蛋白进行纯度验证。 

1.2.2  小动物活体成像  

将 SPF 级 C57BL/6 小鼠固定在小鼠的固定架

上，取 100 μL 的 PBS 缓冲液或 2 μmol/L 重组

mScarlet-ETX 经尾静脉注射到小鼠体内。时刻观察

小鼠的状态，待小鼠死亡立即置于小动物活体成像

仪中采集图片，并快速地取出小鼠的各个脏器置于小

动物活体成像仪中观察拍照。 

1.2.3  HE 染色  

将 SPF 级 C57BL/6 小鼠固定在小鼠的固定架

上，取 100 μL 的 PBS 缓冲液或 2 μmol/L 重组

His-ETX 经尾静脉注射到小鼠体内。待小鼠死后，

取出各个脏器于 4%的多聚甲醛中固定。将组织置

于脱水机中脱水浸蜡，石蜡包埋。切取 5 μm 厚度
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的切片，将切片经 63 °C 烘烤、脱蜡、苏木素和伊

红染色，最后将染色好的切片置于显微镜下观察病

理损伤情况并采集图片。 

1.2.4  免疫组化  

将脱蜡后的切片置于 0.1 mol/L 柠檬酸缓冲液

中抗原修复，PBS 洗涤 3 次后经 3%的 H2O2 室温孵

育 15 min 以破坏内源性过氧化物酶。再用 5%的山

羊血清室温封闭 30 min，按照抗体说明书稀释 His

抗体，4 °C 孵育过夜。PBS 洗涤 3 次，稀释辣根过

氧化物酶偶联的山羊抗兔 IgG，室温孵育 1 h，再用

PBS 洗涤 3 次，滴加 DAB 显色剂进行显示。最后苏

木素对细胞核进行复染，置于显微镜下观察拍照。 

1.2.5  免疫荧光  

取注射 PBS 处死后的老鼠组织切片，经抗原修

复和封闭后，滴加 0.2 μmol/L 的 mScarlet-ETX，室

温孵育 30 min。PBS 洗涤 3 次，滴加 DAPI 对细胞

核进行着色，最后将切片置于激光共聚焦显微镜下

观察拍照。 

2  结果与分析 

2.1  小动物活体成像观察 mScarlet-ETX 在小鼠

不同脏器的累积情况 

mScarlet-ETX 经尾静脉注射小鼠体内，1 h 后

小鼠出现抽搐和角弓反张等症状，并开始出现死

亡。死后的小鼠立即置于小动物活体成像整体观

察，发现 mScarlet-ETX 主要累积于小鼠的脑部，而

在对照组的脑部无红色荧光信号。然后取出不同的

脏器分别置于小动物活体成像仪中观察，发现

mScarlet-ETX 组中的脑、肾、肺、肝、脾和心脏中

荧 光 信 号 的 强 度 明 显 高 于 对 照 组 ， 说 明

mScarlet-ETX 不仅在脑部累积，还在小鼠的肾、肺、

肝、脾以及心脏中都有累积(图 1)。 

2.2  His-ETX 在小鼠不同脏器组织中的结合  

情况 

由于 mScarlet-ETX 在小鼠的各个脏器都有累

积现象，因此我们想进一步了解毒素在不同脏器的

结合情况。将 His-ETX 经尾静脉注射到小鼠体内，

在 1 h 后出现临床症状，待小鼠死后立刻取出各个

脏器组织，置于固定液中固定并进行切片。His-ETX

免疫组化的结果显示：对照组的脑、肾、肺、肝、

脾和心脏组织中未发现阳性表达；ETX 处理组中发

现肾脏组织中的肾小管和肾小体上、脑组织中的白

质部分、肺组织的肺泡周围、肝脏的肝小叶周围、

脾脏的实质中以及心脏的心机膜中都有 ETX 的结

合(图 2)。 

 
 

 
 
 

图 1  小动物活体成像观察 mScarlet-ETX 在小鼠各个器官的累积情况 
Figure 1  Observing the accumulation of mScarlet-ETX in various organs of mice by in vivo imaging system 
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图 2  免疫组化分析 ETX 在脑、肾、肺、肝、脾和心脏组织中的结合情况 
Figure 2  The binding of ETX in brain, kidney, lung, liver, spleen and heart tissue was analyzed by immunohistochemistry 
 
 

2.3  His-ETX 导致小鼠不同脏器的病理性改变

情况  

上述结果已证实在各个脏器组织上都有 ETX

结合，因此进一步观察毒素是否导致这些脏器的病

理性损伤。HE 染色结果表明，与对照组中相对应

的正常组织相比 ETX 对小鼠的不同脏器都有病理

性损伤(图 3)：肾组织的远端小管上皮细胞中出现致

密核，并伴有出血；脑组织中出现水肿；肺组织中

肺支气管周围明显扩张，渗出大量的浆液；肝脏中

肝小叶出现坏死，在坏死区域附近观察到肝细胞变

性；脾脏中脾细胞变性，并伴有出血；心脏有明显

的水肿和出血。 

 

 
 

图 3  观察 ETX 对脑、肾、肺、肝、脾和心脏组织的病理学改变 
Figure 3  ETX induces pathological changes in brain, kidney, lung, liver, spleen and heart tissue 
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2.4  ETX 在小鼠不同小肠肠段的结合情况  

肠道是产气荚膜梭菌 ε 毒素合成、活化以及吸收

的部位[12]。对注射 ETX 死后的老鼠小肠不同解剖肠

段进行免疫组化分析，主要观察 ETX 在不同肠段的

结合情况。与对照组相比较，发现 His-ETX 主要结合

在结肠部位，在直肠、空肠和回肠部位有少量的结合，

而在十二指肠和盲肠中未发现结合(图 4)。 

随 后 取 正 常 老 鼠 的 不 同 肠 段 进 行 切 片 ，

mScarlet-ETX 与这些正常组织进行孵育，同样与

对照处理组相比较，发现 mScarlet-ETX 主要结合

在结肠部位，在直肠、空肠和回肠部位有少量的结

合，而在十二指肠和盲肠中未发现结合(图 5)。 
 
 

 
 

图 4  免疫组化分析 ETX 在不同小肠肠段的结合情况 
Figure 4  The binding of ETX in different intestinal segments was analyzed by immunohistochemistry 

 

 
 

图 5  分析 mScarlet-ETX 在小鼠不同小肠肠段的结合情况 
Figure 5  The binding of mScarlet-ETX to different intestinal segments of mice 
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3  讨论与结论 

ETX 会引起绵羊、山羊肠炎和肠毒血症，对

畜牧业造成严重的经济损失[13]。在本文研究中，

我们通过小动物活体成像发现 mScarlet-ETX 不仅

累积于小鼠的脑部，还在小鼠的肾、肝、肺、脾以

及心脏都有累积。同样对 His-ETX 作用死后的小

鼠的脏器进行免疫组化分析，发现在小鼠的脑、肾、

肝、肺、脾和心脏中都有 ETX 的结合。说明不只

是脑和肾脏中有产气荚膜梭菌 ε 毒素结合的受体，

肝、肺、脾和心脏组织中也有毒素结合的受体。 

随后对 ETX 处理死亡后小鼠的各个脏器进行

病理性分析发现，与对照组相比，ETX 会导致小鼠

的脑、肾、肺、肝、脾和心脏明显的病理学改变，

证实 ETX 不只是针对脑和肾有毒害作用，而是对

整体性内脏器官有损伤，从而导致被感染动物的死

亡。有研究发现，接种含有 ETX 的 D 型产气荚膜

梭菌培养上清液的羊羔和山羊，30 min 后观察到

神经症状和死亡[14]。类似地，在小鼠口服 ETX 2 h

后观察到致死效应[15]。ETX 引起接种动物快速死

亡的原因可能是导致多个脏器共同损伤的结果。 

在 B 型和 D 型产气荚膜梭菌感染期间，ETX

在肠道中产生并被激活，活化的毒素吸收到血液

中并传播到靶器官中[16]。产气荚膜梭菌存在于胃

肠道中，ε 毒素在肠道中生成[17]，已经证实纯化

的 ETX 很容易地从小肠吸收进入体循环中[18]。通

过免疫组化及免疫荧光分析显示，ETX 主要结合

在小鼠小肠的结肠上，表明产气荚膜梭菌在肠道

可能主要定殖于结肠上，并且 ETX 可能主要在结

肠上产生、活化且被吸收。小肠的结肠部位在携

带 ε 毒素基因的产气荚膜梭菌的致病过程中起着

重要作用。 

总之，我们发现 ETX 能累积于小鼠的脑、肾、

肺、肝、脾和心脏中，并且能导致这些脏器病理性

损伤，而且 ETX 在肠道中主要结合在结肠上，这

些结果为治疗和预防携带 ε 毒素产气荚膜梭菌的感

染提供了一定理论依据。 
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