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［摘　要］目的：从免疫了幽门螺杆菌（Ｈｐ）抗原的母鸡蛋黄中提取抗 ＨｐＩｇＹ。方法：用超声破碎的 Ｈｐ抗原
免疫２１周龄罗曼产蛋母鸡，取免疫后所产鸡蛋卵黄，利用水稀释法加硫酸铵盐析方法，提纯 ＩｇＹ，ＥＬＩＳＡ间接法
检测抗体效价，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法检测抗体蛋白含量，ＳＤＳＰＡＧＥ法检测其相对分子质量及纯度。结果：母鸡初次免疫
后第７天，抗体效价即渐渐升高，约第４５天达到高峰；蛋黄抗体经纯化后，抗ＨｐＩｇＹ蛋白纯度可达９０％以上，含
量为６２５ｇ／Ｌ。结论：用超声破碎的Ｈｐ抗原免疫母鸡，盐析法提纯免疫母鸡产蛋黄中的抗ＨｐＩｇＹ，可获得高纯
度及高效价的抗Ｈｐ的特异性蛋黄抗体。
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　　幽门螺杆菌（Ｈｐ）是一种引起人类消化道疾病
的重要病原菌，近几年来，Ｈｐ对抗生素的耐药性显
著提高，Ｈｐ的根除率下降，对 Ｈｐ的预防与治疗已
引起国内外学者的高度关注。从鸡卵中获得的抗

体ＩｇＹ具有一些不同于ＩｇＧ的生物学特性，ＩｇＹ对

热、酸均有很强的耐受性，稳定性很好，并且制备简

单，来源方便［１］。卵黄抗体（ＩｇＹ）已被广泛地用于
食品或饲料的添加剂、防腐剂、人和动物疾病诊断

试剂，以及用于人和动物的疾病治疗等［２］。Ｍｉｎｅ
等［３］认为口服特异性 ＩｇＹ抗体的被动免疫替代抗
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生素，可以成功地治疗许多胃肠道疾病。ＳｈｉｎＪ
Ｈ［４］认为ＩｇＹ对实验动物确有被动免疫保护作用，
并指出ＩｇＹ对提高人体对胃肠道疾病的抵抗力具
有十分积极的作用，在免疫学研究和疾病的检测诊

断、治疗中具有很好的应用前景。本研究从鸡蛋中

制备了高纯度及高效价的抗幽门螺杆菌的特异性

蛋黄抗体ＩｇＹ。

１　材料与方法

１１　材料　ＨＰ菌株 ＳＳ１由中国疾病预防与控制
中心惠赠，哥伦比亚琼脂购自 ＣＭ０３３１Ｂ英国 ＯＸ
ＯＩＤ公司，２５％幽门螺杆菌选择添加剂购自青岛
高科园海博生物技术有限公司，Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度
测定试剂盒购自碧云天生物技术研究所，弗氏完全

佐剂及不完全弗氏佐剂均购自 ＳＩＧＭＡ。鸡幽门螺
旋菌ＩｇＧ（ＨｐＩｇＧ）酶联免疫分析试剂盒（ＲＮＤ分
装）、鸡卵黄抗体（ＩＧＹ）酶联免疫分析试剂盒（ＲＮＤ
分装）、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒及蛋白分子量
标准，均由碧云天生物技术研究所提供。

１２　Ｈｐ的培养及 Ｈｐ抗原的制备　取 Ｈｐ菌株
ＳＳ１划线接种于哥伦比亚琼脂培养基（８％脱纤维
绵羊血 ２５％幽门螺杆菌选择添加剂），置３７℃微
需氧环境中培养。无菌生理盐水洗下 Ｈｐ标准菌
株ＳＳ１培养物，在冰浴下超声破碎菌体后，再以
１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃ 离心 ３０ｍｉｎ，取上清液，冻于
－２０℃保存。采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法测定其蛋白浓
度，按照参考文献［５］及说明书方法测定。
１３　母鸡处理及鸡血清抗 ＨＰＩｇＧ效价测定　２
只罗曼鸡进行免疫，免疫前７ｄ采蛋 ，作为阴性对
照。第１次免疫：将超声破碎蛋白抗原约５００μｇ，
加完全弗氏佐剂充分乳化后，颈背部皮下多点免疫

第一针；首次免疫后第１０、２０、２７天分别进行第２、
３、４次免疫，均以超声破碎抗原约３００μｇ，加不完
全弗氏佐剂充分乳化后，颈背部皮下多点注射免

疫。免疫前第７天及免疫第３天后于鸡翼静脉处
采血０５～１ｍｌ并分离血清。用 ＥＬＩＳＡ法测鸡血
清抗ＨｐＩｇＧ效价。取免疫前第７天鸡血清的 ＩｇＧ
平均ＯＤ４５０值为Ｎ，免疫后鸡血清抗 ＨｐＩｇＧ平均
ＯＤ４５０值为 Ｐ，计算 Ｐ／Ｎ＝待测孔 ＯＤ值／阴性对
照孔ＯＤ值，Ｐ／Ｎ大于或等于２１为阳性，小于１５
为阴性，介于二者之间为可疑阳性。

１４　ＩｇＹ的提取与纯化　当血清抗 ＨｐＩｇＧ效价
升高后开始收蛋，共６０ｄ。采用水稀释法＋硫酸铵

沉淀方法提取与纯化ＩｇＹ［６］。１０倍双蒸水稀释卵
黄，按１９％～１４％ 分级盐析沉淀方法，获沉淀溶于
１５ｍｌＰＢＳ中，将其置于 ｄｄＨ２Ｏ中透析过夜后，再
以 ０２２μｍ滤器过滤灭菌，获得 ＩｇＹ，－２０℃保
存。ＩｇＹ蛋白浓度测定用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法，方法同测
定Ｈｐ抗原蛋白浓度。
１５　ＩｇＹ分子质量及蛋白纯度测定　ＳＤＳＰＡＧＥ
方法［５］测定（提取自免疫第 ４５天后鸡蛋的 Ｈｐ
ＩｇＹ）蛋白质分子质量及蛋白纯度，分离胶和浓缩胶
的浓度分别为１２％和５％，用 ＢａｎｄＳｃａｎ软件分析
蛋白纯度。

１６　鸡卵黄抗ＨｐＩｇＹ效价测定　建立间接ＥｌＩＳＡ
法，将抗ＨｐＩｇＹ抗体稀释不同浓度，辣根过氧化物
酶标记的羊抗鸡ＩｇＹ为二抗，用酶稀释液稀释酶二
抗，最佳稀释浓度为１∶５０００，按照说明书，用已建
立的检测ＩｇＹ的ＥＬＩＳＡ法测定纯化的ＨｐＩｇＹ的效
价。取免疫前７ｄ鸡蛋的ＩｇＹ平均ＯＤ４５０值为Ｎ，
免疫后鸡蛋的抗 ＨｐＩｇＹ平均 ＯＤ４５０值为 Ｐ，计算
Ｐ／Ｎ值，按１．３项下方法判定结果。

２　结果

２１　免疫鸡的血清抗 ＨｐＩｇＧ效价　免疫前７ｄ，
ＩｇＧ平均 ＯＤ４５０值（Ｎ）为０１２１。按 Ｐ／Ｎ大于或
等于２１为阳性，即 ＯＤ大于或等于０２５４１为阳
性。在初次免疫后第３ｄ，鸡血清抗ＨＰＩｇＧ开始增
高；在第１６ｄ达最高，于第 ５、６周分别出现第 ２、３
个峰值，以后持续维持在较高水平，首次免疫１２０ｄ
后，抗体效价已呈明显下降趋势。

２２　Ｈｐ抗原和抗 ＨｐＩｇＹ蛋白浓度　用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
方法测得抗原浓度为１０ｇ／Ｌ；提纯的抗ＨｐＩｇＹ蛋
白浓度为 ６２５ｇ／Ｌ。
２３　抗 ＨｐＩｇＹ蛋白质分子质量及纯度　从图１
可见，提纯的 ＩｇＹ有两条带，分子量分别为６５ｋＤ、
２５ｋＤ，ＢａｎｄＳｃａｎ凝胶图像分析软件分析其纯度达
９０％。
２４　鸡卵黄抗 ＨｐＩｇＹ效价　免疫前７ｄ，ＩｇＹ平
均 ＯＤ４５０值（Ｎ）为 ０１３１。按 Ｐ／Ｎ大于或等于
２１为阳性，即 ＯＤ大于或等于 ０２７５１为阳性。
抗ＨｐＩｇＹ在首次免疫７ｄ后即可产生，效价逐渐
上升，在初免后第４５天左右达到高峰，效价为１∶
１２８００，此后维持较高水平，在此水平上维持达
６０ｄ以上（效价大于１∶１００００），然后抗体效价呈缓
慢下降趋势。见图２。
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泳道１、２提纯的ＩｇＹ，泳道３Ｈｐ破碎抗原，

泳道４标准蛋白分子量标准。

图１　抗ＨｐＩｇＹ电泳图
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆａｎｔｉＨｐＩｇＹ

图２　鸡卵黄抗体ＩｇＹ效价
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｒｅｇｕｌａｒｉｔｙｏｆｅｇｇｙｏｌｋＩｇＹ

ｔｉｔｅｒｃｈａｎｇｉｎｇｗｉｔｈｗｅｅｋｓ

３　讨论

幽门螺杆菌（Ｈｐ）是一种引起人类消化道疾病
的重要病原菌，与人类胃炎、胃及十二指肠溃疡、胃

腺癌和胃黏膜相关性淋巴组织恶性淋巴瘤密切相

关。我国普通人群Ｈｐ感染率为５０％～６０％，并且
每年传播速度渐增。近几年来 Ｈｐ对抗生素的耐
药性显著提高，根除率显著下降［７］。因此寻找一种

治疗和预防 Ｈｐ感染而没有耐药性的新方法显得
尤为重要。

近年来，鸡卵黄免疫球蛋白ＩｇＹ由于其来源丰
富制备便宜，具有热稳定性，耐酸和耐胃酸酶等特

点而被作为口服抗体或添加到强化食品中，用来预

防和控制肠道和口腔细菌如大肠杆菌、变形链球菌

等感染［２］。这些研究为制备 Ｈｐ的特异性 ＩｇＹ抗

体（ＨｐＩｇＹ）提供了可能，并为预防和治疗Ｈｐ相关
性疾病开辟了一条新途径。抗ＨｐＩｇＹ有一定的耐
酶性，以被动免疫的方式口服进入消化道后，在消

化道与Ｈｐ发生抗原抗体反应，从而保护机体，适
合作为口服生物免疫制剂，用于预防或治疗 Ｈｐ感
染。ＩｇＹ的免疫方法有很多，抗原物质口服后，一
般多会被消化道的各种分解酶所降解破坏，不能作

为有效抗原而进入体内。免疫动物或预防接种多

选用皮下、肌肉、静脉、腹腔途径注射抗原等。有研

究证明黏膜外途径如皮下免疫能够诱导保护性免

疫反应［８］。因此本实验采用皮下多点注射抗原取

得免疫成功。

从卵黄中提取分离 ＩｇＹ常用的方法有聚乙二
醇、硫酸葡聚糖、有机溶剂、水稀释法、缓冲液提取

法等［９］。本实验采用水稀释法 ＋硫酸铵沉淀方
法［１０］，取代以往常用的饱和硫酸铵方法［１１］，不仅

节省了试剂用量，并且获得了高纯度的 ＩｇＹ，但本
实验提取的ＩｇＹ浓度为６２５ｇ／Ｌ，如何提高其浓度
尚需进一步研究。

ＩｇＹ由２条重链和２条轻链组成，相对分子量
分别为２２０００～３００００和６７０００～７００００，本实验
用ＳＤＳＰＡＧＥ方法分析，提纯的 ＩｇＹ有两条带，分
子量分别为６５ｋＤ、２５ｋＤ，两条带总和与分子量为
１８０ｋＤ相符。

本实验中，ＩｇＹ抗体在首次免疫后第４５天左
右即达到高峰，经二免和三免后，高效价维持６０ｄ
以上，这与文献报道的特异性ＩｇＹ产生和到达高峰
的时间以及维持ＩｇＹ高效价的规律相同。因此，最
好在首次免疫后３０～９０ｄ收集鸡蛋，即可保证制
备的卵黄抗体有足够的效价。

ＩｇＹ抗体不仅安全性好，而且鸡蛋来源丰富、
抗体含量高、稳定性好、提取方法简便，作为口服药

物防治ＨＰ感染将具有广阔的前景。本实验成功
制备了高纯度、高效价的特异性 ＩｇＹ，为进一步制
备抗ＨＰ感染的口服制剂和食品添加剂奠定了基
础。
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多［９，１０］，常见的方法有水煎煮法、乙醇回流法、索氏

提取法、超声提取法，本研究按这些方法提取淫羊

藿总黄酮，再经大孔吸附树脂柱分离，得到淫羊藿

总黄酮的含量相差不大，虽然以６０％乙醇为溶媒
时提取的淫羊藿总黄酮含量较高，但含量均低于

５０％。为提高淫羊藿总黄酮的含量，考虑到水具有
廉价环保等特点，实验时采用水提，过大孔吸附树

脂柱分离后，再用乙酸乙酯、正丁醇进行萃取的方

法，对提取物进行了精制。结果发现，经萃取后所

得淫羊藿总黄酮的含量提高到６１％，表明，大孔吸
附树脂柱分离法和萃取法相结合可以达到纯化淫

羊藿总黄酮的目的。

预实验结果表明，加水量为药材质量的２３倍
时才能将药材很好的浸泡；用３０倍量的水煎煮药
材３次，每次１ｈ，几乎可将药材中总黄酮完全提
出。在浸泡时间、煎煮时间相同的条件下，加入２７
倍量、３０倍量水，所得总黄酮提取物的浸膏得率和
总黄酮含量变化均小于５％。由于水浴挥发所需
时间较长，为减少提取液的浓缩时间，故选择２７倍
量水。
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