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白喉杆菌外毒素及其致病机理
(综 述 )

微生物学教研室 姜 训

近 5 0年来
,

山于获得了自喉杆菌外毒 索

的纯化制剂
,

从而对其性质
、

化学结构
、

功

能及其致病机理的研究
,

也取得了迅速 }J勺进

展
。

本文扰自喉杆菌外毒 素的有关问题概述

如下
。

一
、

日棒状杆菌噬菌体与白喉杆菌外毒

素之间 的关系

日棒状杆菌噬菌体是感染白喉杆菌温和

性噬菌休的一种
。

该噬菌休孔一粗糙的球状

头部和一条长的尾巴
,

每个噬详门褚
; 倾 粒 约

含有分子量为 2
.

2 x l 。 了

的 D 入入
,

足 日 介成

3 0 ~ 4 0 个井通大小的蛋自质编码
。

自喉杆菌的毒 性
,
J

一

转些温和性噬 l脚休感

染有关
,

汇{}J
三作毒 于

’

I:菌株由携了{{士
0 : 十

去仁因 }l欲I彩{

体的溶原化 ( L J s o ` e n i z a t i o n ) 成 为 厂
’ :

方

菌株
,

而一旦失去此种噬菌体的感染
,

则义

转为非毒性菌株
。

经遗传学刀1分子生物学研

究
,

已确证 日棒状杆菌噬菌体中的 ot x 呱因 是

白喉杆菌外毒 素的结构荃因
。

当该噬菌体感

染白喉杆菌并发生济原化时
,

其 t o x 华因使

整合至原不产毒素的自喉杆菌染色休中
,

成

为前噬菌体
,

再以 其特有的 t 。 : 从因构成自

喉杆菌外毒索的结构从因
,

从而使这种带有

前噬菌休的白喉杆菌发生洛原性转换
,

子断浮

具有产毒素的能力
。

自喉杆菌外毒素是在 l商

细 a)tJ 内核糖休膜合成
,

j门
几

细菌发生济解或

由带有 t o 、 从因的噬菌体溶原化后释放至菌

细胞外 ( ` )
。

S ,: 1 1t 11 ) }]
’ 2 6

1标
一

记完 整亡Jll仗丰干

菌的细胞外多肤
,

证明自喉毒素的形成及分

泌均与膜结合的多核糖休有关 ( “ )
。

M at s u d a ` “ )指出
,

每个被感染的菌细胞

可释放拍~ 50 个感染性噬菌体
,

同时可合成

20
,

0 0。以上分子的毒素
,

这种毒素产量并不
超越正常从 因表达的范围

。

在休外非垂型菌

株可 J之̀ 生约 3 M 工
J

D / m l 自喉毒素
,

而爪型菌

株贝}J
一

可J 生 4 OM L D / m l 毒 素
。

月]家兔皮肤试验观察毒素合成的动态
,

发现毒索最早在感染后 20 ~ 30 分钟即开始合

成
,

且 95 % 以」1的毒 素合成在感染后 60 ~ 90

分钟内 ( “ )
。

二
、

铁在毒素产生过程中的作用

铁在白喉毒素产生过程 中
,

主要有下列
厂

今{衍作 )IJ
:

了
.

} l喉扫
二l有外

一

毒素为该菌 的 含 铁 呼吸

酶一细胞色素 b的蛋白质部分
。

细胞色素 b是

山 魂个铁原
一

了
、

魂分子叶咐和 i 分子毒素蛋

l全f雪L上) ,坊
。

因此
,

l产l喉毒素的厂
:

员与培芥墓中

铁的含星有关
。

若培养 峨中缺乏铁
,

则因不

能合成细脑色素卜
,

致 使细菌折陈代 谢发生

障碍
,

以致不能产生毒索 ; 反之
,

如铁浓度

过高时
,

山 户寿素蛋自与叶咐及铁全部组成

了细胞色该到
) ,

培养 收中无游离的毒 素蛋 白
。

仅当铁浓度适爪时
,

一部分毒素蛋自与铁
、

叶咐结合
,

形成菌细胞术 身代谢所必需的细

fu)J 色索 b
,

价了多余的毒素蛋白因无足量的铁

结合
, “ .

芝游离状态
,

分泌至菌细胞外
,

即为

I
’

{喉外毒 素“ )
。

2
.

B a : k s d al
e 抬出

,

大部分毒索产生较

退
,

因此
,

在
一

导致菌细胞 溶 解 感 染的过程
, 11

,

几能推延细胞洛解的因素均有利于毒素

的产生
,

当铁浓度较低时
,

可延缓菌细饱的

溶解
,

故含铁较少的菌细胞比含铁丰富的菌
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细胞能合成更多的毒素 (` )
。

3
.

毒素不能在菌体内积聚
,

因此
,

菌细

胞 为了合成更多的毒素
,

需将细脸内巳合成

的毒索及时排 出
,

杏则可通过反馈
…
作用抑制

毒素继纹产生
, :

饺阻碍菌细胞膜释放毒素的

任怀团微结构
,

均将抑制毒 素的产生
。

如培

养丛 , ! ,含有丰富的铁
,

则菌细胞膜可成为阻

碍细胞释放毒素的屏障
。

当菌细胞中铁耗尽

时
,

引起细胞膜结构的改变
,

此等改变有利

于毒素的释放 “ )
。

此外
,

为了有利于毒素的产生
,

培养基

内需含适量的含氮物质 ( 如氨基酸 ) 及氧
。

而蛋自膝的质最和血清种类的影响也较大
。

3 4℃
、

,。 11 7
.

2一 7
.

8对毒素产生最适宜
。

三
、

白喉杆菌外毒案的结构及其性质

自喉杆 菌 外毒 素 为 分 子量 62
,
0 00 ~

6 3
,

o。。的多肤链
,

含有两个二硫键
。

完整毒

索为无活性的酶原性质
。

胰酶将其消化后分

成两个多肤 !丫段
,

即 与完他寿素 N
一

端 相 一

致的 A 片段
,

及
一

, J C
一

端相一致 的 B片
一

段
。

彼此借二硫趣扣连接
。

经胰酶消化后的毒素

称为缺州毒素
,

再进一步经硫醉还原或发生

变性目」
·

( 如经 6 M 尿素或 0
.

1 %十二烷 基硫

酸钠处理 )
,

则分裂成独立 }、勺
:
丫片段和 月片

段
。

A ) }段分 子
.

吸为 2 4 , 。 0 0 ,

山二条多肤链

组成
,

可借聚 i叮烯醚胺 ( P八` E ) 凝胶电泳

将其分开
,

等电点分别为 4
.

5 6
、

4
.

72 及 4
.

8 5
,

性质稳定
。

在 p l
一

17
.

引 .-lj 经煮沸
,

或在 p H Z ~

1 2时于室温下 颐时 !、弓内仍保留其酶的活性
,

且能拮抗胰蛋自酶或糜蛋自酶的消化作月J
。

它是白喉 毒素的中心部分
,

不能与膜受体结

合
,

单独不能通过完整的真核细胞膜
,

必须

借助于 B 少}
`

段才
`

能进入细胞内
,

发挥酶的毒

性作川
。

A ! }
一

段坑原性弱
,

其毒
一

性不被抗毒

素所中和
。

扫 )全段分子量为 3 8 , 。 0 0
,

性质不稳定
,

因其肤链中含有疏水基团
,

可白发形成聚合

物
,

此种聚合物易吸附于玻璃制品及 其它物

品的表面
。

B 片段可与敏感的真核细胞膜上

特异性受休结合
,

以协助 A 片 段 通 过 细胞

膜
。

B 片段抗原性强
,

其抗体能阻止毒素与

膜受休结合钾价 )
J

`

雾 谁

四
、

白喉杆菌外毒素的致病机理

已发现人类
、

猴
、

家兔
、

豚鼠以及家禽

等的组织细胞对自喉毒素均敏感
。

这些动物

若按 0
.

1仆g / k g体重给予纯化毒素即 可致死
。

而小白鼠
、

大自鼠的组织 细胞 又寸毒 素不敏

感
,

毒素对此等动 物 的 致 死量 为 上 述 的

1 0 ,

0 0 0倍 ( ` )
。

大白鼠及小 白鼠 组 织中的延

长因子
一

2 ( E l o n g a t i o n f a e t o r 一 2
一

E F
一

2 )

与上述各种敏感动物的组织细胞的 E F
一 2 对

毒素具有同样的活性
,

但大白鼠及小自鼠对

毒素却有较强的抵抗力
。

C ot o
等认 为这些

鼠类细胞表面有一种阻止毒素进入细胞的屏

障
,

或由于这些细胞缺乏敏感动物细胞膜上

所具有的对毒素的特异性受体 ( 。 )
。

P a p p e n h e i m e r
等用

’ 2 `
I 标记 的 毒素

作放射自显影研究 证明
,

在 H e la 细胞膜上有
1 0 , 0 0 0一 2 0 , 0 0 0 个毒素进入 部 位

,

而 一个

H e la 细胞至少 可结合 5 0个以 卜的毒素分子
,

此虽足以 引起 I l o l a 细 胞死亡 ( ” )
。

P r o i a 才行

出这种特异性受体可能是高分子 冠的 糖 蛋

白 ( ’ ” )
。

至于 白喉毒素进入敏感动物 细 胞 的 问

题
,

C il l 等证实首先必须通过敏感细胞膜
_

1二

特异性受体识别毒素 后
,

再 与 毒 素 B J毒
一

段

C
一

端 结 合
,

一旦毒素
一

与膜结合后
,

经过细

胞肤酶作用
,

使毒素分子中的二硫键裂解
,

游离出 A ) }
一

段
,

进入细胞内 ( ” )
。

p a p p e n -

h o i m e r 认 为 在 白喉毒素的两个亲水区之间

有疏水带
,

当其暴露时
,

即可迅速插入细胞膜

的小泡中
。

毒素进入细胞的过程
,

包括可逆

和不可逆阶段
,

后一阶段系由蛋白的水解作

川
,

分 离出 B 片段
,

从而使毒素分子中的疏

水蛋白质进入脂质双层
,

形成通道
,

而 A 片

段则以其伸长形 式 由 此
.

通 道 进 入 细 胞

)rj ( ” )。
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毒素并不引起细胞膜的损伤
,

因当蛋自

质合成被抑制之后
,

并无钾或无机磷 自巾毒

的细胞 中漏出
。

中毒的细胞仍能吸收荧光素

醋酸盐
,

如向单层 H e la 细胞培养中加入高浓

度的毒素后
,

于几小时内发 现 有 形 态学改

变
,

首先颗粒增加
,

继之细胞聚集
、

脱落
,

但在脱落后几小时内未见到 细胞 溶 解 或崩

解
。

M盯 p h对旨出
,

有几种化学制剂 可阻止

白喉毒素进入敏感细胞
,

包括 按盐
、

麦酞胺

( g l y t a m i n e )
、

i 一

氨基
一 l 一

脱 氧
一

山梨醉

( g ly e a m i n e )
、

醇溶谷蛋白 ( p r o l a m i n )
、

荧光钠 ( s o d i u m f l u o r i尽
e )

。

其中 以钱盐

为最有效
, 4 m M浓度的氯化钱 就可完个防

止 H E P
一

2 细胞中毒
。

近来证明
,

氛化按的

浓度与抑制蛋 白质合成的毒素浓度之间的关

系呈 “ S ” 形
,

说明氯化钱与毒素之间无直

接关系
。

在有 4 m M 氯 化 铁 时
, ’ “ 。

I 标记

的白喉毒素虽可结合在 H E P
一

2 细 fuJJ 的 细脑

膜 上
,

但不能进入细胞内
,

而结合在细 )fuJ )lQ

上的毒素可被抗毒索 J夕矛中和
。

若从混合物
, JJ

除去铰盐
,

再将 H E P
一 2 细胞经毒素作川 3 0

分钟
,

毒素即可进入细胞内
,

则抗毒素不能

再中和毒素 ( 6 )
。

D o r p e r
等 指 出

,

白 喉 、
一

参

素与细胞膜
_

L受体结合后
,

再进入细胞内小

抱中
,

只有当小泡内处于酸性环境时
,

毒素

才能从小抱扩散至胞浆中
,

进而抑制蛋自质

合成
。

而氯化钱等一些亲溶酶体物质
,

虽不

能阻止毒素与受体结合
,

但可升高细胞内小

抱 ( 如溶酶体 )的 p H值
,

使毒素局限在小池

内
,

不能向细胞浆扩散
,

也就不能抑制蛋 自

质合成
,

从而 保 护 了 细 胞 ( ’ “ )
。

M i d d l e -

b r 。 。 k等指出
,

C o n A 对白喉毒素结合的受

体虽无明显作用
,

但可阻止毒素进入细胞内
,

故对细胞亦具保护作用 ( ’ ` )
。

N o r m a n
等首先报道白喉毒素能抑 制蛋

白质合成
,

例如 H e la 细胞 中毒 后
,

蛋白 质

合成完全被抑制
。

如毒素浓度较低
,

则潜伏

期较长
,

对蛋白质合成 的抑制率 也较低 ( 工` )
。

U c h ida 等 证明
,

蛋白质 合成的抑制率与毒

素的浓度戍正比 ( “ )
。

近年来发现
,

白喉毒素在哺乳类动物体

内可特异的抑制 E F
一

2 的活性
,

从而抑制蛋

白质的合成
,

在 白喉毒素的催 化 下
,

E F
一

2

与 N A D
+

(烟酞胺腺呼吟二核苔酸 )发生特异

作用而失活
。

因为白喉毒素的 A 片段具有酶

活性
,

能使 N A D
+

中腺 嗓吟部份转给 E F
一

2
,

并释出烟 醚 胺
,

导致 E F
一

2失活
。

E F
一

2 + N A D
辛

( 腺 嗓吟一核 糖一磷 酸

二。 , 。 ,
.

油 二 r
.

, 卜 、

白喉毒素
_ 。 , ,

~
一磷酸一核糖一烟 酞胺 ) 二

i
兰巴茎月{户腺嚓

吟一核糖一磷酸一磷酸一核糖一 E F
一

2 十 烟

酞胺 + H
`

由于此反应是可逆的
,

若将烟酚胺加入

游离细胞的蛋白质合成系统中
,

在体外不仅

可抑制毒 素催化 E F
一

2的灭 活作用
,

而且在高

浓度时平衡点向左移动
,

可重新活化 E F
一 2

。

然而在生理条件下
,

此反应的平衡点远远移

向右侧 ( ” )
。

C o
or 等曾用烟酞胺处理

,

但并

未能防止被毒素作用细胞的损害 ( ’ 吕 )
。

某些与N A D
千

有关的化合物
,

可以竞争

毒素活性片段上的结合部位而抑制毒素的毒

性反应
,

腺嚓吟为其最强烈的抑 制剂 ( “ )
。

M i dd l e b r

oo k等指出
,

核普酸为细胞膜上毒

素受体的竟争性抑制剂
。

C o n A 及抗休由于

阻止了毒素的内在作用而保护了细胞
,

氯吟

也能保护细胞不受白喉毒素的影响 ( ’ 。 》 。

B a s e m a n
等用

’ “ `
I 标记的白喉毒 素和

, 2 “
I标记的牛血清 白蛋 白 ( B S A ) 分 别注

入豚鼠血管后
,

迅速固定于组织中
,

在 4 小

时以内
,

仅有 25 %标记的毒素和 30 ~ 40 %标

记的 B S A 仍留在循环中
。

由于
` “ “

I毒素和
` 2 “

1 B S A 在豚鼠体内的分布基本相 似
,

因

此
,

未发现毒素对任何肌肉组织或靶器官有

特殊亲和力的证明 《 “ 。 》 。

C ol il er 对所有中毒动物的中 毒机 理进

行 发肝广泛的研究
,

通过大体和显微镜观察
,

现各种内部器官 ( 心肌
、

肾上腺
、

肾脏
、
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肌
、

胰腺
、

横隔
、

神经组织及其他 ) 的组织

均有揭伤
.

员在不同种 的功 物之 间稍 有不

同
,

但均有节躺应的形态学 flj l 三理学改变
,

如

肌肉 , ! ,磷 jl]L酸减少
、

乳 酸和 仙代 谢能 力降

低
、

增加 J
’

丈
、

I JJ儿岛素 i乍勺抵抗力
、

IrI L全甲增加和心

肌功能减弓J (
“ ”

。

I王`川
、 。、

r , t l
·

( 等通过组织 J音

养证实
,

;.)j] 物的各种不同器官细胞培养物
,

对毒素的敏感性均相似
,

如小
:

胎心肌细 a)tJ
、

成纤维自11a)tJ 及 1口戈细 a)tJ 对 毒素的敏感性无明

显区别
,

说 ! ljj l
’

}喉毒素对许多共同环 右均有

毒性了)
二川 ( “ “ )

。

11a s 。 : n : , , 1
等 Ir口豚鼠青价脉 J勺盆上入 5 M J ])

毒素
.

死亡 )
,

亏取 其 (,l[ 州作 切片
,

测定蛋自质

合成的洁况
,

发现在所有 i式验的器官中蛋白

质合成 J匀l夺低 ( “ ” )
。

13o n v e n t r 。
等 发现月JL肉

( 心肌
、

骨胳肌
、

福肌 ) 先受影响
,

这可解

释对毒素有较高的敏感性
,

此种敏感性仅在

低浓度毒素时才
`

表现出来 ( “ “ )
。

( 罗海波审校 )
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遗 传 性 睑 裂 狭 小 综 合 征
(三个家族的调查 )

( 秦文清等
,

中华医 学杂志 6 3 ( 3 ) ` 1 5 7 , 1 9 8 3 )

遗传 l’j 脸裂 I要小综 合征的主要特
.

征是光

天性
_

卜睑
一

F垂
、

睑裂狭小
、

倒转型内眺赞皮及

两内毗距 离宽
。

作 占等报道的注 个家族 2 4例

病 人 . }J
,

(J’ 12例曾经过检查
,

其 ,扫 9例均且

有
_

l几述四种特征
。

根据家谱分析
,

本综合征

属显性逝传
。

眼部症状 叮能为一基因多效应
现象

。 `

5〔放 了的三 个姐妹尚合并月经不调和

婚后 未育
,

弟弟有乳房发育现象
。

这些改变

和眼邝症状在遗传学上是否有连系
,

有待阐

明
。

{乍者等曾对三姐妹做过染色体组型 G 显
带检查

,

并无异常发现
。

过去认为本征是罕

见病
,

但作者等在短时问内
,

在杭州市的一

个区中竞先后发现三个家族
,

足见这一综合

征并非十分全祥见
。


