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　　摘　要：目的　研究抗幽门螺杆菌（犎．狆狔犾狅狉犻）ＨＰ１１８８蛋黄抗体（ＨＰ１１８８ＩｇＹ）在小鼠体内抗感染作用。方法　用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ法分析 ＨＰ１１８８ＩｇＹ抗原特异性。建立犎．狆狔犾狅狉犻感染Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的动物模型，预防组在小鼠灌喂 犎．狆狔犾狅狉犻菌液前灌喂不

同剂量（１、３、５ｍｇ／ｍＬ）的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ，同时设ＰＢＳ对照组、阴性对照组、阳性对照组。通过小鼠胃组织 犎．狆狔犾狅狉犻培养、快速尿

素酶实验和组织学检查观察犎．狆狔犾狅狉犻定植情况。结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示在相对分子质量３００００附近出现反应条带。阳

性对照组８周后犎．狆狔犾狅狉犻的感染率为１００％。ＨＰ１１８８ＩｇＹ剂量为３ｍｇ／ｍＬ和５ｍｇ／ｍＬ时，小鼠胃黏膜的犎．狆狔犾狅狉犻定植量减

少，炎性反应减轻（犘＜０．０５）。随 ＨＰ１１８８ＩｇＹ剂量的增加，感染率降低。结论　该实验成功制备了 ＨＰ１１８８ＩｇＹ，在小鼠体内能

阻止犎．狆狔犾狅狉犻的定植，为进一步制备预防犎．狆狔犾狅狉犻感染的口服制剂奠定了基础。
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　　幽门螺杆菌（犎．狆狔犾狅狉犻）感染与慢性胃炎、消化性溃疡、胃

癌等有密切关系［１４］，防治 犎．狆狔犾狅狉犻感染具有重要的临床意

义。犎．狆狔犾狅狉犻在胃内定植的关键环节是黏附，ＨＰ１１８８蛋白是

２００５年ＲｕｂｉｎｓｚｔｅｉｎＤｕｎｌｏｐ等
［５］利用镍珠模型法从 犎．狆狔犾狅狉犻

中筛选到一种新的黏附素，研究表明 ＨＰ１１８８能介导犎．狆狔犾狅

狉犻与胃黏膜发生特异性黏附，从而使其定植于胃内。目前抗生

素治疗犎．狆狔犾狅狉犻感染存在副作用较大、耐药性等问题
［６］，因

此寻找能防治 犎．狆狔犾狅狉犻感染且没有耐药性问题的新方法就

显得尤为重要。近年来，国内外对鸡蛋黄抗体（ＩｇＹ）在胃肠道

疾病防治方面的研究报道较多［７９］，这些研究为制备抗 犎．狆狔

犾狅狉犻的特异性ＩｇＹ抗体提供了可能。本研究用 犎．狆狔犾狅狉犻重组

ＨＰ１１８８蛋白免疫产蛋鸡获得的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ，通过小鼠灌胃

实验，观察 ＨＰ１１８８ＩｇＹ抑制Ｂａｌｂ／ｃ小鼠胃内 犎．狆狔犾狅狉犻定植

的作用，为研制预防犎．狆狔犾狅狉犻感染的口服制剂奠定基础。

１　材料与方法

１．１　动物及主要试剂　ＨＰ１１８８蛋白和 ＨＰ１１８８ＩｇＹ
［１０］为本

实验室制备并保存，犎．狆狔犾狅狉犻标准菌株 ＮＣＴＣ１１６３７来源于

重庆医科大学基础医学院病原生物学教研室。ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／

ｃ小鼠，６～８周龄雌性，体质量１７～１９ｇ，购自重庆医科大学实

验动物中心。布氏肉汤为北京陆桥商检新技术公司产品。

１．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定 ＨＰ１１８８ＩｇＹ的抗原特异性　 将纯化

的 ＨＰ１１８８蛋白做ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，采用半干湿法将凝胶上

蛋白电转移至ＮＣ膜，加封闭液室温封闭２ｈ，ＰＢＳ洗膜后，依

次加上 ＨＰ１１８８ＩｇＹ 和 ＨＲＰ酶标羊抗鸡ＩｇＹ（１∶１０００稀

释）。最后，将ＮＣ膜浸泡在ＤＡＢ显色剂中１０～１５ｍｉｎ，用双

蒸水冲洗，以终止染色。同时用免疫前提取的ＩｇＹ作为对照。

１．３　犎．狆狔犾狅狉犻菌株的培养　将 犎．狆狔犾狅狉犻标准菌株 ＮＣＴＣ

１１６３７接种于布氏琼脂选择培养基上，产气袋法形成微需氧环

境（５％ Ｏ２，１０％ ＣＯ２，８５％ Ｎ２），３７℃培养３ｄ，根据菌落形

态、革兰染色和生化反应鉴定确认后传代纯培养。用ｐＨ７．０的

布氏肉汤洗涤２次，分光光度计比浊法调整菌悬液终浓度为１

×１０９ＣＦＵ／ｍＬ（ＯＤ６６０ｎｍ＝１，菌液浓度相当于１×１０
９／ｍＬ）备用。

１．４　建立Ｂａｌｂ／ｃ小鼠感染犎．狆狔犾狅狉犻的动物模型　小鼠禁食

禁水一夜，灌喂无菌３％ ＮａＨＣＯ３０．３ｍＬ中和胃酸，２０ｍｉｎ后

灌喂１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ犎．狆狔犾狅狉犻１１６３７菌液０．５ｍＬ，４ｈ后恢

复进食和进水。同法隔天灌喂１次，共灌喂３次；于末次灌喂

的４、６、８周后分批麻醉处死５只小鼠，取胃组织做细菌培养、

快速尿素酶实验和组织学检查观察小鼠感染情况。

·２９２３· 国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４

 基金项目：重庆市万州区科委重点科技计划项目（２０１２０３００６）。　作者简介：韩飞，女，主管检验师，主要从事机会致病菌感染与免疫研

究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｈａｎｆｅｉ２００６＠１２６．ｃｏｍ。



１．５　ＨＰ１１８８ＩｇＹ预防犎．狆狔犾狅狉犻感染的保护作用

１．５．１　实验分组　７０只Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分成４组：阳性对照

组（１５只）、阴性对照组（１５只）、预防组（４０只）。预防组分别

再按 ＨＰ１１８８ＩｇＹ的不同剂量分成１、３、５ｍｇ／ｍＬ组和ＰＢＳ对

照组４组，每组１０只。

１．５．２　实验方法　阳性对照组：处理方法同１．４。阴性对照

组：用布氏肉汤代替菌液，方法同阳性对照组。预防组：小鼠禁

食禁水一夜，灌喂无菌３％ ＮａＨＣＯ３０．３ｍＬ中和胃酸，２０ｍｉｎ

后给小鼠灌喂不同剂量 （１、３、５ ｍｇ／ｍＬ）的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ

１ｍＬ，３０ｍｉｎ后再灌喂含１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ犎．狆狔犾狅狉犻１１６３７菌

液０．５ｍＬ，４ｈ后恢复进食进水，隔天１次，一共３次，连续２

周。８周后麻醉处死小鼠，检测犎．狆狔犾狅狉犻的定植情况。

１．５．３　ＨＰ１１８８ＩｇＹ预防 犎．狆狔犾狅狉犻感染作用的评价　以小

鼠胃黏膜细菌培养，快速尿素酶实验，切片Ｇｉｅｍｓａ染色镜检均

阳性判定为小鼠犎．狆狔犾狅狉犻感染；以组织切片 ＨＥ染色镜检判

定炎症反应。先麻醉后颈椎脱位法处死小鼠，无菌条件下取出

鼠胃置于消毒滤纸上，沿胃大弯剖开，用无菌生理盐水轻轻洗

掉胃内容物后纵切为３份。１份用于细菌培养；１份用于快速

尿素酶实验；１份用于组织病理学检查（１０％中性甲醛溶液固

定，石蜡包埋后切片，改良Ｇｉｅｍｓａ法染色后镜检观察犎．狆狔犾狅

狉犻定植情况，ＨＥ染色判断胃黏膜炎症程度）。犎．狆狔犾狅狉犻定植

情况判断标准：观察１０个视野胃小凹 犎．狆狔犾狅狉犻的定植，按下

法进行半定量评分：０分，无 犎．狆狔犾狅狉犻定植；１分，部分胃小凹

有１～２条犎．狆狔犾狅狉犻；２分，多数胃小凹有３～ｌ０条犎．狆狔犾狅狉犻；３

分，多数胃小凹有超过ｌ０条 犎．狆狔犾狅狉犻。组织切片 ＨＥ染色判

断炎症的分级参照新悉尼系统［１１］的直观模拟评分方案进行，

以中性粒细胞的活动性和单核细胞密度进行胃黏膜的炎症分

级，将正常、轻度、中度、重度４个等级分别评分为０、１、２、３分，

将各实验组的评分结果用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析。

２　结　　果

２．１　ＨＰ１１８８ＩｇＹ的抗原特异性　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，提纯的

ＨＰ１１８８ＩｇＹ能与重组 ＨＰ１１８８发生特异性结合，在相对分子

质量３００００处出现单一条带，而对照组（免疫前提取ＩｇＹ）未见

此条带，表明ＨＰ１１８８ＩｇＹ具有良好的抗原结合特异性，见图１

（见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。

２．２　分离培养的犎．狆狔犾狅狉犻菌落及细菌形态特征　 经传代培

养出的犎．狆狔犾狅狉犻菌落呈圆形、凸起、光滑、湿润、无色半透明，

针尖大小，边缘整齐。菌落涂片革兰染色后，油镜下观察可见

犎．狆狔犾狅狉犻为革兰阴性，形态呈“Ｓ”形，螺旋形，杆状，见图２（见

《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。生化反应：尿素酶、氧

化酶、触酶试验均阳性；马尿酸水解试验阴性。

２．３　犎．狆狔犾狅狉犻感染Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的动物模型构建情况　５只

Ｂａｌｂ／ｃ小鼠在灌胃４周后，感染率为４０％（２／５），灌胃６周后，

感染率为８０％（４／５），在灌喂８周后，胃黏膜细菌培养、尿素酶

实验、组织学检查均为阳性，感染率均达到１００％（５／５）。小鼠

胃组织Ｇｉｅｍｓａ染色，镜下可清楚地显示犎．狆狔犾狅狉犻菌体为Ｓ形

等典型形态，多位于胃小凹。ＨＥ染色可见胃黏膜充血水肿，

胃上皮糜烂和溃疡，固有层炎症细胞浸润，说明本实验中构建

的犎．狆狔犾狅狉犻感染Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的动物模型是成功的。

２．４　ＨＰ１１８８ＩｇＹ对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠胃内感染 犎．狆狔犾狅狉犻的预防

效果

２．４．１　对照组结果　阴性对照组胃黏膜细菌培养，快速尿酶

实验，切片Ｇｉｅｍｓａ染色镜检结果全为阴性，显示所有小鼠均无

犎．狆狔犾狅狉犻感染，胃组织全层未见明显炎症细胞浸润、壁细胞脱

落等病理改变，排除了Ｂａｌｂ／ｃ小鼠自然感染的存在，见图３（见

《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。阳性对照组胃黏膜细

菌培养有１０例为阳性，快速尿酶实验和切片Ｇｉｅｍｓａ染色镜检

有１０例阳性，阳性率１００％。

２．４．２　预防组结果　各预防组小鼠胃组织细菌培养及尿素酶

实验，胃组织病理切片犎．狆狔犾狅狉犻定植和炎症反应情况见表１。

由病理组织学检查结果显示，ＰＢＳ对照组多数胃小凹上部及胃

腺腔内有较多犎．狆狔犾狅狉犻，胃黏膜呈现中重度炎症改变，可见淋

巴细胞及浆细胞浸润，中性粒细胞向黏膜下层浸入形成溃疡，

胃黏膜腺体破坏甚至萎缩，见图４（见《国际检验医学杂志》网

站“论文附件”）。当 ＨＰ１１８８ＩｇＹ的剂量为１ｍｇ／ｍＬ时，犎．

狆狔犾狅狉犻定植密度评分，胃黏膜慢性炎症活动度及慢性炎症情况

评分与ＰＢＳ对照组评分差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表

１，说明低剂量 ＨＰ１１８８ＩｇＹ不能减少犎．狆狔犾狅狉犻在胃黏膜的定

植数量及改善小鼠胃黏膜慢性炎症浸润。随 ＨＰ１１８８ＩｇＹ剂

量的增加，当剂量为３ｍｇ／ｍＬ和５ｍｇ／ｍＬ时，犎．狆狔犾狅狉犻定植

密度评分，胃黏膜慢性炎症活动度及慢性炎症情况评分与ＰＢＳ

对照组评分差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。随着

ＨＰ１１８８ＩｇＹ剂量的增加，小鼠胃黏膜的 犎．狆狔犾狅狉犻定植量明

显减少，炎症反应显著减轻，图４（见《国际检验医学杂志》网站

“论文附件”）。在ＩｇＹ的剂量为３ｍｇ／ｍＬ时，能达到较理想的

预防效果，预防率为７０％，说明中、高剂量的ＨＰ１１８８ＩｇＹ具有

较好的体内抗感染作用。

表１　　预防组感染犎．狆狔犾狅狉犻的情况

组别 狀
感染动物

数（狀）

犎．狆狔犾狅狉犻定植

数量（狀）
荧光强度

感染率

（％）

预防率

（％）

对照组 １０ １０ ２．７±０．４ ２．４±０．３ １００ ０

预防组

　１ｍｇ １０ ９ ２．３±０．２ １．６±０．３ ９０ １０

　３ｍｇ １０ ３ １．０±０．４ ０．７±０．２ ３０ ７０

　５ｍｇ １０ ２ ０．４±０．３ ０．３±０．３ ２０ ８０

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

３　讨　　论

ＩｇＹ生物学功能与ＩｇＧ相似，并且还具有化学性质稳定、

成本低等优势，其被动免疫功能已用于抗病毒和细菌性疾病的

研究。在防治犎．狆狔犾狅狉犻方面ＩｇＹ的应用也受到了国内外学

者关注。黄进等［１２］针对 犎．狆狔犾狅狉犻的一种黏附素 ＨｐａＡ成功

制备了 ＨｐａＡＩｇＹ，实验发现 ＨｐａＡＩｇＹ剂量为６ｍｇ／ｍＬ时，

在小鼠体内能够阻止犎．狆狔犾狅狉犻定植。本研究选择的 ＨＰ１１８８

蛋白是从犎．狆狔犾狅狉犻中筛选到一种新的黏附素，免疫产蛋鸡制

备的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ有良好的抗原结合特异性，通过小鼠体内实

验结果表明 ＨＰ１１８８ＩｇＹ亦能在小鼠体内阻止 犎．狆狔犾狅狉犻定

植，分析 ＨＰ１１８８ＩｇＹ可能通过以下作用达到抗 犎．狆狔犾狅狉犻感

染：ＨＰ１１８８ＩｇＹ能直接黏附于犎．狆狔犾狅狉犻的细胞壁上，改变其

完整性，使之不能黏附于胃黏膜上皮细胞，直接抑制其生长。

实验研究发现当剂量为３ｍｇ／ｍＬ时就能达到较理想的预防效

果，预防率为７０％，说明 ＨＰ１１８８ＩｇＹ在预防Ｂａｌｂ／ｃ小鼠胃内

感染 犎．狆狔犾狅狉犻中的作用较理想，并存在剂量依赖关系，即在

实验剂量范围内，剂量越大，预防效果越好，提示 ＨＰ１１８８ＩｇＹ

有望成为防治 犎．狆狔犾狅狉犻感染的口服免疫治疗生物制剂。目

前国内外未见 ＨＰ１１８８ＩｇＹ研究的报道，在本研究中制备了特

异性的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ，尚有较多问题需要解（下转第３２９６页）
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转变（ＥＭＴ）在肿瘤的迁移侵袭中扮演着重要的角色，此型

ＥＭＴ被分类为Ⅲ型ＥＭＴ
［６］。体外实验已经证实，在ＥＭＴ过

程中，已分化的上皮细胞失去极性和黏附性（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ下调）

获得肌成纤维细胞表型（α平滑肌肌动蛋白和波形蛋白上调），

并伴随着细胞迁移和侵袭能力的增强［７８］。缺氧微环境普遍存

在于多种恶性实体瘤中，主要是由于肿瘤生长十分迅速、氧消

耗量及弥散的距离增加；肿瘤血管增生异常血流淤滞、血供不

足，因而使得肿瘤区域氧的供求失衡而出现相对缺氧［９１１］，其

被认为是引发ＥＭＴ过程的诱因
［８，１２］。因此，研究肝癌在缺氧

条件下发生转移的机制，寻找有效的干预靶点显得尤为重要。

ＧＬＩＰＲ２是ＰＲ蛋白质超家族中的一种位于高尔基体的

膜蛋白，具有ＰＲ保守结构域，在体内的分布较为局限，具有一

定的组织和细胞特异性。本研究发现 ＧＬＩＰＲ２促进了Ⅱ型

ＥＭＴ的发生，但该基因是否能够促进Ⅲ型ＥＭＴ并在肿瘤的

发展进程中发挥作用尚不清楚。数据显示缺氧刺激０、２４、４８、

７２ｈ后能显著上调 ＨｅｐＧ２细胞ＧＬＩＰＲ２蛋白水平，为此进一

步探讨ＧＬＩＰＲ２基因在肝癌细胞侵袭转移中的作用，发现分

子机制，有望以ＧＬＩＰＲ２为靶点，为临床防治肝癌早期转移提

供新的途径和理论基础，具有广阔的社会应用前景。

目前慢病毒被广泛地应用于 ＲＮＡ干扰的研究中。慢病

毒载体较反转录病毒载体具有宿主范围更广，能够有效感染周

期性和非周期性细胞等特点，能够实现在多种类型细胞中稳定

的基因功能性沉默，为在人和动物组织的原代细胞中快速而高

效地抑制特定基因的表达，研究基因功能，提供了可能性。在

本实验中所使用的ｐＭＡＧｉｃ７．１是一种高效慢病毒表达载体，

通过与干扰片段连接，成功构建重组慢病毒质粒，达到干扰

ＧＬＩＰＲ２表达的目的，并能够在ＨｅｐＧ２细胞中高效表达，为进

一步研究ＧＬＩＰＲ２的生物学功能奠定了基础。
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决，如口服 ＨＰ１１８８ＩｇＹ后在体内的分布、稳定性、抗感染作用

的发挥、储存稳定性以及质量标准的确立等都有待进一步研究

和探索。
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