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头功铁药散对A型魏氏梭菌α毒素的mRNA
表达及损伤小鼠免疫功能的影响①
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摘要:探讨自拟处方头功铁药散对 A型魏氏梭菌α 毒素损伤小鼠免疫功能的影响,并检测了α毒素 mRNA 表达

的情况．检测小鼠部分免疫功能;荧光定量 RTＧPCR法检测α毒素基因 mRNA表达的变化．结果显示,与模型组相

比,头功铁药散能拮抗α 毒素对小鼠的损伤,极显著提高小鼠免疫器官指数及巨噬细胞的吞噬能力(p＜０􀆰０１);与

细菌模型组相比,头功铁药散能极显著降低α毒素基因表达(p＜０􀆰０１)．推测头功铁药散可通过提高小鼠免疫功能,

并下调α毒素基因表达,从而减少α 毒素对小鼠的损伤．
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A型魏氏梭菌病,又称 A型产气荚膜梭状芽孢杆菌,是由英国人学者首先从一具腐败的人尸体产生气

泡的血管中分离得到的,并以 Welchii命名为魏氏梭菌[１]．A 型魏氏梭菌是人畜气性坏疽和人食物中毒的

主要病原[２－３],可引起多种动物发病．该菌主要产生的α 毒素具有卵磷脂酶C和鞘磷脂酶两种毒性,α 毒

素进入血液循环后造成毒血症和重要组织器官的损害与衰竭,导致机体免疫力降低,甚至引起动物死亡[４]．
本病主要以急性腹泻、排黑色水样或胶冻样粪便、盲肠浆膜出血斑和胃粘膜出血、溃疡为主要特征．中兽医

学认为,该病为湿热毒邪内侵,蕴聚肠道,致使气机不畅,损伤脉络而致,最后阴竭阳亡,治宜清热燥湿、

凉血止痢,兼健脾扶正．根据治则选用白头翁、十大功劳、铁苋菜、山药等组成头功铁药散,方中白头翁、

十大功劳苦寒清热燥湿,解毒止痢,铁苋菜具有清热解毒收敛止血共为主药．山药补脾益气;大黄泻火化

湿,具有攻积导滞的功效,防止热毒淤滞;地榆凉血止血;车前子引湿下出,共为辅药[５]．本试验探究头功

铁药散的抗菌抗毒素功能及对动物免疫功能的影响,以期为临床防治该病提供理论基础．

１　材料与方法

１􀆰１　试验动物及分组

健康无病昆明系小白鼠５０只,雌、雄各半,体质量(２０±２)g,购自西南大学荣昌校区实验动物科．

１􀆰２　试剂与试验药物

厌氧培养基(北京中海生物科技有限公司产品);胎牛血清(Gibco);脂多糖(Sigma２８８０,２０７２B６７);刀
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豆蛋白 A(北京绑定泰克生物技术公司,２００８０３０６);MTT(Sigma１４０２４);Trizol(上海生工);DL５００

Marker,DEPC,MMLV第一链cDNA合成试剂盒;α 毒素引物、１６sRNA引物、即用PCR扩增试剂盒(大

连宝生物工程有限公司);西班牙琼脂糖 AgaroseBiowestGENETECH(ShangHai)CompanyLtd􀆰;乙

醇、氯仿、TAE等常用试剂．
根据中兽医药理论,由白头翁、十大功劳、铁苋菜、山药、大黄、地榆、车前子等８味中药组成头功

铁药散,所有单味中药购自重庆市荣昌县万和大药房．取１００g该中药复方按１∶１０比例添加蒸馏水浸

泡２h,武火加热沸腾后用文火继续加热３０min,过滤取药液,滤渣添加５倍蒸馏水继续煎煮３０min,合

并２次滤液离心去沉淀,旋转蒸发仪浓缩至１００mL,相当于生药量１g/mL的药液,调节pH 值至７􀆰２,

灭菌备用[６]．

１􀆰３　主要仪器

TUＧ１８００PC型紫外可见分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公司);SEＧ２０００型 Noink倒置显微

镜(日本 Noink公司);电泳仪(BGＧPOWER６００i型,BaygeneBiotechCompanyLtd􀆰);凝胶成像仪(BIOＧ

RAD公司);MiniOpticonRealTimePCR(美国BIOＧRAD公司);菲恰尔 GLＧ１６A 冷冻离心机(上海菲恰

尔分析仪器有限公司)．

１􀆰４　菌　种

A型魏氏梭菌标准菌株,编号CVCC１１２８,购自中国兽药监察所．

１􀆰５　α 毒素的粗提、检测及对小鼠LD５０的测定[１]

将 A型魏氏梭菌接种于厌氧肉肝汤培养基,３７℃、１２０r/min振荡培养４~６h后,离心收集上清,室

温下加入固体硫酸铵至饱和度为６０％,４℃静置１２h．４５００r/min离心１０min收集沉淀,沉淀用０􀆰９％

NaCl溶液溶解,然后用透析袋脱盐、过滤,即得粗提的α 毒素,用紫外分光光度计２６０nm 测 OD值．α
毒素体积质量分数(mg/mL):１􀆰４５A２８０~０􀆰７４A２６０;小鼠皮下注射α 毒素,４d后观察病理变化[７]．分别对

各组小鼠腹腔注射α 毒素,测定LD５０．

１􀆰６　动物分组处理

５０只健康昆明系小白鼠随机分成５组,即空白对照组、模型组及头功铁药散高、中、低剂预防组,每

组１０只．按体质量０􀆰０２mL/g腹腔注射α 毒素建立动物模型[１]．空白组灌服生理盐水,高、中、低预防组

分别为每２０g小鼠灌服０􀆰５g,０􀆰２５g,０􀆰１２５g,每天１次,连续１４d,第二天用α 毒素攻毒．观察记录小

鼠精神状态,处死解剖,观察小鼠内脏组织器官的病理变化[８]．

１􀆰７　对小鼠部分免疫功能的影响

１􀆰７􀆰１　脾脏、胸腺指数[９]

将各组供试小鼠称质量,处死,取脾脏和胸腺用预冷生理盐水漂洗,再用滤纸吸干水分,称质量,计算

脏器指数:脾脏指数＝脾脏质量(mg)/小鼠体质量(g),胸腺指数＝胸腺质量(mg)/小鼠体质量(g)．

１􀆰７􀆰２　T、B淋巴细胞增殖[１０]

将小鼠处死,无菌条件下制备脾淋巴细胞悬液,分别用刀豆蛋白和脂多糖诱导T、B淋巴细胞增殖,于

３７℃、５％ CO２ 培养箱下培养３d,用 MTT法测定脾脏 T、B淋巴细胞增殖．

１􀆰７􀆰３　巨噬细胞吞噬能力[１１]

试验各组小鼠于末次给药１h后尾静脉注射体积分数为２５％的印度墨汁,然后分别于２,１０min进行

眼球后静脉丛取血２０μL．按下式计算廓清指数K 及吞噬系数(校正吞噬指数)．碳粒廓清指数

K ＝
lgA２－lgA１０

T１－T２

A２,A１０分别为２,１０min的吸光值,K 值经体质量及肝脾质量换算后,得
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吞噬指数＝体质量/(肝质量＋脾质量)×K１/３

T１０＝１０min,T２＝２min．

１􀆰８　对A型魏氏梭菌α 毒素mRNA表达的影响

１􀆰８􀆰１　分组培养

将A型魏氏梭菌液接种于厌氧肉肝汤培养液中,３８℃培养１８h,再接种于鲜血培养基中,厌氧培养２４h,

挑取典型菌落接种在厌氧肉肝汤培养液中．将细菌接入１０只厌氧肉肝汤培养液的试管中,其中５管为药物组,

加入头功铁药散使药液终体积质量分数为０􀆰０５５g/mL,其余５管作细菌组,不加药物,４３℃培养１８h．

１􀆰８􀆰２　引物设计及总 mRNA 提取

参考 GenBank已发表的 A型魏氏梭菌α 毒素和１６sRNA基因的部分序列,由上海生工合成２对高特

异性引物,引物如表１．按 Trizol提取试剂盒说明书进行α 毒素总 mRNA 的提取,其质量由 A２６０/A２８０
比值和１􀆰５％琼脂糖凝胶电泳鉴定．

表１　引物序列及扩增片段长度

基　因 引　　物　　序　　列 扩增长度/bp 登 录 号

α 毒素 F:５􀆳ＧGCTTCAATTAGGTTCTACTTATCCAGＧ３􀆳 １４３ EU８４８４９３􀆰１
R:５􀆳ＧTCAACGGCAGTAACATTAGCAGＧ３􀆳

１６sRNA F:５􀆳ＧCTGAGTACCTGAACCGGCATCTＧ３􀆳 １５０ L７６２６１􀆰１
R:５􀆳ＧGAGACAGCCAGGAGAAGTCAAACＧ３􀆳

１􀆰８􀆰３　荧光定量 RTＧPCR
操作按照试剂盒说明书进行,α 毒素和１６sRNA检测结果根据各自的标准曲线由计算机软件计算

后给出．

１􀆰９　数据处理

结果用SPSS１９􀆰０进行统计分析和显著性检验,用X±SD 表示．

２　结　果

２􀆰１　α 毒素LD５０测定结果

试验结果计算出所提α 毒素体积质量分数为０􀆰４５６mg/mL,α 毒素对小白鼠的半致死剂量(LD５０)为

０􀆰２８３mg/mL．各试验组攻毒３０min后,小鼠均出现怕冷、扎堆、精神萎靡、不愿活动等症状,７２h内小

鼠出现死亡,死亡率达５０％．剖解死亡小鼠可见组织广泛出血,肾脏充血肿胀,脾脏、肝脏淤血、肿胀,并

可见坏死灶．预防中剂量组和高剂量组小鼠死亡率为１０％．

２􀆰２　对脾脏指数及胸腺指数的影响

表２显示,模型组小鼠胸腺指数降低,与空白对照组比较差异具有统计学意义(p＜０􀆰０５),头功铁药散预防

给药各剂量组的小鼠脾脏指数和胸腺指数有所提高,且高剂量组与模型组比较,差异具有统计学意义(p＜０􀆰０５)．
表２　头功铁药散对小鼠脾脏指数和胸腺指数的影响(n＝１０)

组　　别 胸腺指数 脾脏指数

空白对照组 ４􀆰２９９±０􀆰４３１ ２􀆰１５９±０􀆰３６９
模型组 ３􀆰７３４±０􀆰２２８Δ ２􀆰１３５±０􀆰０４８

头功铁药散低剂量组 ３􀆰８１７±０􀆰２７９ ２􀆰２３２±０􀆰０４２
头功铁药散中剂量组 ４􀆰４０３±０􀆰３５２∗∗ ２􀆰１３１±０􀆰２０３
头功铁药散高剂量组 ４􀆰２０１±０􀆰２０８ ２􀆰９８４±０􀆰０３２∗

　　注:模型组与空白组比较,Δ为p＜０􀆰０５,ΔΔ为p＜０􀆰０１;预防组的３种剂量组与模型组比较,∗ 为p＜０􀆰０５,∗∗ 为

p＜０􀆰０１．下同．
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２􀆰３　对小鼠T、B淋巴细胞增殖与巨噬细胞吞噬能力的影响

由表３可知,模型组小鼠脾脏 T、B淋巴细胞增殖,巨噬细胞吞噬能力降低,与空白对照组相比,差

异具有统计学意义(p＜０􀆰０５);头功铁药散可促进小鼠脾脏 T淋巴细胞增殖,与模型组比较,差异具有

统计学意义或极具有统计学意义(p＜０􀆰０５或p＜０􀆰０１);各组B淋巴细胞增殖差异并不具有统计学意义

(p＞０􀆰０５)．头功铁药散提高巨噬细胞的吞噬能力,与模型组比较,中剂量和高剂量组差异极具有统计

学意义(p＜０􀆰０１)．
表３　头功铁药散对小鼠T、B淋巴细胞增殖与巨噬细胞吞噬能力的影响(n＝１０,OD＝４５０)

组　　别 T淋巴细胞增殖 B淋巴细胞增殖 巨噬细胞吞噬能力

空白对照组 ０􀆰３６９±０􀆰００８ ０􀆰３６５±０􀆰０２２ ５􀆰４９８±０􀆰１５５

模型组 ０􀆰４１６±０􀆰０２Δ ０􀆰４０７±０􀆰０３４ ４􀆰８００±０􀆰１５３Δ

预防低剂量组 ０􀆰４２０±０􀆰０１ ０􀆰４２７±０􀆰０５１ ５􀆰５００±０􀆰３６１∗

预防中剂量组 ０􀆰４６３±０􀆰０５４∗ ０􀆰４１８±０􀆰０６４ ５􀆰６３３±０􀆰２５２∗∗

预防高剂量组 ０􀆰４７８±０􀆰０３６∗∗ ０􀆰４１１±０􀆰０２４ ５􀆰６７０±０􀆰３８２∗∗

２􀆰４　对A型魏氏梭菌α 毒素mRNA表达的影响

２􀆰４􀆰１　定量标准曲线的建立

图１和图２分别是１０３,１０４,１０５,１０６,１０７,１０８,１０９,１０１０拷贝的α 毒素和１６sRNA基因质粒标准品的实

时荧光定量PCR标准曲线,回归系数分别为０􀆰９９７和１􀆰０００,显示出极好的线性关系．

图１　α 毒素基因的实时荧光定量PCR标准曲线

图２　１６sRNA基因的实时荧光定量PCR标准曲线

２􀆰４􀆰２　A 型魏氏梭菌α 毒素 mRNA 表达情况的比较(图３)

试验结果显示,经系统自动分析溶解曲线,产物的 Tm 值较为均一,说明实时荧光定量PCR反

应特异性良好;头功铁药散组 A 型魏氏梭菌α 毒素 mRNA 表达量减少,与细菌组比较差异极具有

统计学意义(p＜０􀆰０１)．
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图３　A型魏氏梭菌α 毒素 mRNA表达情况的比较

３　分析与讨论

１)A型魏氏梭菌α毒素是该菌的主要毒力因子,α毒素具有细胞毒性、溶血活性、致死性、皮肤坏死

性、血小板聚集和增加血管渗透性[１２],粗提的 A型魏氏梭菌α 毒素攻毒死亡的小鼠主要是以出血变化为

主,胃粘膜和肠黏膜脱落、出血,实质性器官充血、出血．本试验所提取的标准 A型魏氏梭菌α 毒素攻毒

后小鼠临床症状与相关文献报道结果[１３]一致．
２)A型魏氏梭菌主要引起动物血痢,中医辩证为毒热内侵,损伤气机,最后阴竭阳亡,治则宜邪正兼

顾,以清热燥湿、凉血止痢为主,兼扶正健脾,现代研究,白头翁含有１９种成分,分属于羽扇豆烷和齐墩

果烷型,具有增强免疫、抗议肿瘤、抗氧化、抗炎等作用[１４];十大功劳含有小檗碱、药根碱、巴马汀等成

分,具有广谱抗菌、抗病毒、扩张血管等作用[１５];铁苋菜含鞣质、糖类、有机酸等成分,具有抑菌、平喘等

作用[１６]．本试验结果显示头功铁药散对 A型魏氏梭菌α 毒素损伤的小鼠具有一定的预防作用．
３)胸腺是机体重要的淋巴器官,产生T淋巴细胞,为周围淋巴器官正常发育和机体免疫所必需;脾脏

为最大的免疫器官,是机体细胞免疫与体液免疫的中心,其中含有大量的B淋巴细胞和一些 T淋巴细胞．
淋巴细胞增殖是免疫反应的初始阶段,反应机体免疫应答的强度．T淋巴细胞是淋巴细胞的主要组分,产

生细胞免疫应答,具有多种生物学功能,如产生细胞因子,辅助或抑制B细胞产生抗体[１７]．B淋巴细胞则

介导体液免疫应答产生抗体,在一些疾病的发生发展中起着重要作用．单核巨噬细胞是机体非特异性免疫

系统的重要组成部分[１８]．
本试验中,小鼠的胸腺指数提高且中剂量组效果最佳,而脾脏指数在高剂量组中有显著差异;T淋巴

细胞增殖升高,B淋巴细胞增殖不明显,说明头功铁散对小鼠免疫功能的影响可能是通对中枢免疫系统作

用产生的．
４)α 毒素是一种依赖于Zn２＋ 的多功能金属酶,具有两种生物酶活性,分别是卵磷脂C酶和鞘磷脂酶,

能够同时水解卵磷脂和鞘磷脂．α 毒素依靠这两种酶水解细胞膜上的磷脂双分子层,破坏细胞的完整性,
致使细胞的渗透压改变,细胞破裂[１９]．因此,减少α 毒素可较少其对动物的损伤．本试验显示,头功铁药

散可下调 A型魏氏梭菌α 毒素基因的表达,减少α 毒素产生．
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４　结　论
头功铁药散可增加免疫功能,抑制A型魏氏梭菌α毒素基因的表达,减少A型魏氏梭菌α 毒素分泌,

拮抗 A型魏氏梭菌α 毒素对小鼠机体的损伤,从而保护动物．
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EffectsofTougongTieyaoPowderontheGeneExpressionof
αＧToxinmRNAandtheImmunityDysfunctionofMice
AffectedbyαＧToxinofClostridiumwelchiiTypeA

LAIJianＧbin,　PENG　Shi,　LIU　Juan,
ZHUZhaoＧrong,　GUOZhiＧxing

DepartmentofVeterinaryMedicine,SouthwestUniversity (RongchangCampus),RongchangChongqing４０２４６０,China

Abstract:Inastudyreportedinthispaper,theeffectsofTouGongTieYaoPowder,amedicinedeveloped
bytheauthors,ontheimmunefunctionofmiceinjuredbytheexotosinofClostridium welchiiTypeA
wereinvestigatedandtheexpressionofαtoxinmRNA wasdetectedwithfluorescencequantitativeRTＧ
PCR．Comparedwiththemodelgroup,TougongTieyaoPowderhelpedtoantagonizetheinjurecausedby
exotosinofC􀆰welchiiandimprovetheweightindexofspleenandthymus,andhighlysignificantly(p＜
０􀆰０１)enhancedthephagocyticfunctionofmacrophages．Comparedwiththebacterialgroup,Tougong
TieyaoPowderhighlysignificantly(p＜０􀆰０１)decreasedthegeneexpressionofαＧtoxin．Conclusion:ToＧ
ugongTieyaoPowdermayimprovetheimmunefunctionofmicebydecreasingtheexpressionofαＧtoxin
geneandreducingtheinjurebyexotosinofC􀆰welchii．
Keywords:TougongTieyaoPowder;ClostridiumwelchiiTypeA;immunefunction;αＧtoxin
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