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Abstract
A I M : T o p r e p a r e a h i g h l y s p e c i f i c a n d 
efficient egg yolk immunoglubin (IgY) against 
recombinant vacuolating cytotoxin A-Helicobacter 
pylori adhesin A (VacA-HpaA) from the yolk of 
hen’s eggs.

METHODS: Recombinant bacteria of pQE30-
VacA-HpaA-DH5α was cultured in large num-
bers to get VacA-HpaA fusion protein. The 
recombinant protein was purified by Ni2+-NTA 
column chromatography and used to immunize 
the hens. The VacA-HpaA IgY was extracted 

from the yolk of hen’s eggs by water-dilution 
methods. In order to evaluate the relationship 
between IgY titer and immune time, the titer 
of IgY was detected by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA). IgY was purified and 
concentrated by deposition technique with am-
monium sulfate. The purity of IgY was analyzed 
by SDS-PAGE, and protein content of IgY was 
checked by Bradford method. The specificities 
of VacA-HpaA IgY to the antigens of VacA and 
HpaA were identified by Western blotting..

RESULTS: The recombinant protein was mainly 
expressed as inclusion body. The content of fu-
sion protein was 0.72 g/L. VacA-HpaA IgY from 
eggs’ yolk of hens immunized with the fusion 
protein could react with the fusion protein. The 
titer of VacA-HpaA IgY was increased with the 
immune time. After purification and concentra-
tion, the purity of VacA-HpaA IgY was about 
60%; the titer was 1∶128 000; And the concen-
tration of IgY was 22 g/L. Western blot exhib-
ited the protein bands with molecular weight of 
27 000 and 30 `000. The titer of VacA-HpaA IgY 
to VacA and HpaA were 1∶3200 and 1∶6400 (P 
< 0.01)..

CONCLUSION: VacA-HpaA-IgY with high 
concentration, purity, and specificity is suc-
cessfully prepared..
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摘要
目的: 采用基因工程技术大量表达、提纯幽
门螺杆菌(H pylori )细胞空泡毒素毒性片段, 和
黏附素片段的融合蛋白, 以此为抗原, 制备高
效价的抗VacA-HpaA蛋黄抗体(IgY). 

■背景资料
幽门螺杆菌是慢
性胃炎和大部分
消化性溃疡的重
要 病 因 ,  并 明 确
为胃癌的危险因
素. 世界上超过了
一半的人群受到
H pylori 感染, 在
发展中国家80%
以上的成年人感
染本菌, 且婴幼儿
和儿童的感染也
很普遍. 在中国, 
据报道成人感染
率在60%以上. 根
除H pylori 感染的
的方案很多, 如药
物的二联、三联
以及四联疗法, 取
得了一定的疗效, 
但近年来由于广
泛、长期应用抗
生素, 耐药菌株不
断增加, 同时出现
了一些药物副作
用, 而且患者耐受
性、依从性以及
经济承受力都是
需要面对的问题. 
因此研究者们寻
找更多的替代药
物来预防和治疗H 
pylori 感染, 最有
效的方法是研制
免疫制剂.
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方法: 大量培养重组菌pQE30-VacA-HpaA-
DH5α, 诱导表达获得融合蛋白VacA-HpaA, 
Ni2+-NTA树脂纯化. 将纯化的重组蛋白免疫
鸡, 水稀释法提取I g Y, 硫酸铵沉淀法纯化
浓缩VacA-HpaA IgY. ELISA法测定抗体产
生的时间-效价变化, SDS-PAGE分析纯度, 
Bradford法测定蛋白含量, Western blot检测其
分别对VacA和HpaA抗原的特异性, ELISA法
检测效价. 

结果: 重组蛋白主要以包涵体形式表达, 免
疫鸡后提取的IgY可与该蛋白发生免疫反应, 
IgY效价总体上随免疫时间增加而升高. 经纯
化、浓缩后, 获得纯度为60%左右, 效价为1∶
12 800的VacA-HpaA IgY, 蛋白浓度为22 g/L, 
Western blot显示在M r27 000和M r30 000处分
别有相应条带, ELISA检测与VacA和HpaA反
应的效价分别为1∶3200和1∶6400(P<0.01).

结论: 成功制备了高浓度、高效价的抗重组
VacA-HpaA的特异性IgY.
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0  引言

现有的资料表明, 幽门螺杆菌(H pylori )是胃炎、

胃十二指肠溃疡、胃癌等消化道疾病的重要病

原菌[1-8], 1994年国际癌症研究机构将其列为1类
致癌原, 清除H pylori感染已具有现实的临床意

义. 虽然多种抗生素和铋剂的联合应用是清除H 
pylori的有效方法, 但10%-15%的病例由于细菌

产生耐药性而治疗失败. 而且随着抗生素的应

用, 耐药菌株正在不断增加, 寻找防治H pylori感
染的有效措施是临床急需解决的问题. 目前, 发
现该菌有多种毒力因子, 如尿素酶、细胞空泡

毒素抗原(vacuolating cytotoxin antigen, VacA)、
黏附素(H pylori  adhesin A , HpaA)、细胞毒素相

关抗原[9-11]等. 在众多的致病物质中, HpaA是主

要定植因子, 是致病的先决条件, 为H pylori所
特有, 能与多种胃上皮细胞表面受体结合, 使H 
pylori紧密黏附于胃上皮细胞, 进而发挥对胃黏

膜的损伤作用, 其免疫原性已被证实. 针对HpaA
的被动免疫具有预防H pylori感染的作用. VacA

是引起细胞病变的主要毒力因素, 也是研究得

最清楚的一种致病物质. VacA可通过受体介导

的内吞作用进入细胞内, 引起内吞作用障碍, 最
终导致细胞内空泡样变性; 同时能在胞膜上形

成通道, 增强极化上皮单层细胞的渗透性, 最终

导致细胞死亡. 针对VacA的被动免疫具有治疗H 
pylori感染所致的细胞损伤作用. Telford et al的
实验指出, 全菌疫苗不但不能起到清除H pylori
的作用, 而且会増加人体全身和局部黏膜的不

良反应. 单一抗原的保护率低于80%, 二种或二

种以上抗原组合的疫苗具有更好的保护效果. 
因此针对VacA-HpaA融合蛋白的防治措施具有

重要价值. 
蛋黄抗体(egg yolk immunoglubilin, IgY)是

母鸡接受免疫后血液中的免疫球蛋白IgG选择

性转移到卵黄中形成的抗体[12-13]. 因其具有优越

的生物学活性和较高的稳定性, 且采集方便, 产
量高, 具有产业化生产价值, 许多学者将其制成

各种针对特异性病原的口服制剂, 用于防治肠

道感染性疾病, 已取得满意效果[14-19]. 本文旨在

制备抗H pylori重组VacA-HpaA的IgY[20-25], 为制

备集预防和治疗为一体的, 抗H pylori感染的特

异性口服制剂奠定基础. 

1   材料和方法

1.1 材料 DH5α菌株和pQE30质粒, 源于重庆医

科大学病毒性肝炎研究所, 本室保存. 重组菌

pQE30-v/h-DH5α由本室构建并保存[2]. VacA和

HpaA[3]重组蛋白由本室制备. 114日龄立克体产

蛋母鸡, 西南大学荣昌校区生物中心提供. HRP
标记羊抗鸡IgY为Promega公司产品. 蛋白质

marker为深圳晶美公司产品. Ni2+-NTA亲合层析

柱为Qiagen公司产品. 琼脂粉为日本公司产品. 
IPTG、SDS、DTT、EDTA、丙烯酰胺、N, N'-
亚甲丙烯酰胺、考马斯亮蓝R250、考马斯亮蓝

G250均为Sigma公司产品. 胰蛋白胨、酵母抽提

物均为Difco公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 重组VacA-HpaA蛋白的大量表达 挑取一

个含有重组质粒pQE30-v/h的阳性克隆DH5α菌
落接种于LA培养基5 mL中, 同时以含空pQE30
质粒的DH5α和空DH5α为对照, 37℃ 150 r/min
振摇过夜培养. 按1∶20比例, 吸取菌液转种于

盛有100 mL LA培养基的培养瓶中, 于37℃培

养至A 570 = 0.6时, 加入终浓度为0.5 mmol/L的
IPTG, 诱导表达4 h. 收集菌液, 4℃ 6000 r/min

■相关报道
大 量 文 献 显 示 ,  
lgY技术正成为医
药领域的新热点, 
他适于生产特异
性抗体, 其被动免
疫功能可以用于
抗病毒和细菌性
疾病, 具有开发功
能性食品和新药
的潜能, 用特异性
IgY治疗腹泻等胃
肠道疾病已经在
兽医学中广泛应
用. Lee et al (2002)
在体外实验中发
现特异性IgY能有
效防治人沙门氏
菌性肠炎. Sarker 
et al (2001)报道口
服 特 异 性 I g Y 可
以治疗儿童轮状
病 毒 腹 泻 .  王 忠
泽 et al (2002)报
道了抗大肠杆菌
O157∶H7鸡蛋黄
抗体的制备及被
动保护作用, 通过
动物实验表明IgY
是治疗肠道感染
的一种有潜力的
口服药物. Mine 
et al (2002)总结了
IgY的治疗作用后
表明口服IgY是抗
人胃肠道病原的
有效防治制剂.
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离心10 min, 弃上清, 沉淀物按3 mL/g湿菌的比

例加入超声破碎缓冲液(50 mmol/L NaH2PO4, 
300 mmol/L  NaCl)碎菌. 然后4℃ 8000 r/min离
心40 min, 分别收集沉淀与上清. 120 g/L SDS-
PA G E分析重组蛋白的表达形式 .  在细菌破

碎物的沉淀中加入包涵体裂解液(50 mmol/L 
NaH2PO4, 300 mmol/L NaCl, 8 mol/L尿素), 4℃裂

解4 h, 然后4℃, 12 000 r/min离心15 min, 收集上

清, 用Ni2+-NTA树脂亲和层析进行纯化. 120 g/L 
SDS-PAGE分析纯度, Bradford法测定蛋白含量. 
1.2.2 母鸡免疫和IgY的分离 用纯化的重组VacA-
HpaA和等量完全弗氏佐剂混合, 并充分研磨乳

化作为抗原, 胸部肌肉多点注射免疫114日龄立

克体母鸡, 第1次免疫剂量为100 μg/只; 15 d后进

行第2次免疫, 剂量为200 μg/只; 之后每隔1 mo
进行第3次免疫和加强免疫, 剂量均为300 μg /只. 
第2次免疫后1 wk开始收集鸡蛋4℃保存备用. 采
用水稀释结合氯仿有机沉淀法. 具体步骤为: 用
一次性注射器取出蛋黄液; 加入与蛋黄液等体

积的生理盐水稀释并用力摇匀; 加入2倍体积的

氯仿, 摇匀后静置过夜; 离心留上清, 即含有IgY, 
4℃保存备用. 
1.2.3 建立检测VacA-HpaA IgY的间接ELISA
法 以融合蛋白为抗原, 用包被液倍半稀释为

40.0-2.0 mg/L, 每孔100 μL包被聚苯乙烯反应

板, 酶标羊抗鸡IgY用酶稀释液作1∶10 000-1∶
100 000稀释, 方阵滴定法确定最佳抗原包被浓

度和酶标二抗工作浓度. 测定20份免疫前的鸡蛋

的A 570值, 取其平均值作为阴性对照. 测定免疫

后提取的IgY, 以免疫后与免疫前IgY的A 570值之

比大于2.1判为阳性. 将未免疫和第1次免疫后不

同时间提取的IgY用样品稀释液稀释成一定浓

度, 用所建立的ELISA法测定其效价. 将免疫后

110-120 d提取的IgY混合, 用常规饱和硫酸铵法

纯化. 用已建立的ELISA法测定IgY效价. 120 g/L 
SDS-PAGE检测IgY的纯度; Bradford法测定蛋白

含量. 分别以重组蛋白的VacA和HpaA为包被抗

原, 建立检测VacA和HpaA IgY的ELISA法.
1.2.4 IgY的特异性检测 采用western blot分析, 分
别将纯化的融合蛋白VacA, HpaA抗原120 g/L 
SDS-PAGE. 将凝胶靠近阴性一侧, NC膜靠近阳

性一侧, 在150 V条件下转移2 h, 取出NC膜, 用
PBS洗涤4次, 每次5 min, 然后加封闭液, 室温

封闭非特异性位点, 用PBS同上洗膜. 然后, 加上

融合蛋白 IgY(37℃作用2 h, 用PBS同上洗膜)和
HRP标记的羊抗鸡IgY二抗(37℃作用2 h, 用PBS
同上洗膜). 最后, 将NC膜浸泡在DAB显色剂中

10-15 min, 用双蒸水冲洗, 以终止染色.

2  结果

2.1  重组Va c A - H p a A的表达纯化和定量 
SDS-PAGE分析表明, 破碎菌的沉淀物可见

明显特异蛋白表达带 ,  薄层扫描分析表明 , 
目的蛋白表达量为86%, 上清液中无明显表

达带, 表明融合蛋白主要以包涵体形式表达

(图1). 将收集的破碎菌的沉淀洗涤后变性溶

解, 以NI2+-NTA柱纯化, 经SDS-PAGE和图像

分析表明, 纯化产物主要存在于前3管洗脱

液中, 纯度为90%(图2). Bradford法测定蛋白

含量为0.72 g/L.
2.2 检测IgY的间接ELISA法 方阵滴定法确定抗

原包被浓度为10 g/L, 酶标二抗的稀释度为1∶
40 000, 20份免疫前IgY标本检测结果, A 570平均

值为0.134, 按P >2.1N判为阳性, 即A 570>0.281时, 
判为阳性, A 570≤0.281判为阴性. 在上述实验条

件下, VacA-HpaA IgY效价可达1∶6400. ELISA
法检测结果发现, 免疫时间和抗体效价的变化

   1     2     3    4    5      6    7

116 000

  66 200
  46 000
  35 000
  26 000

  18 400

  14 400

  65 000

图 1 重组蛋白表达形式的鉴定. 1: protein marker; 2,3: 
pQE30-v/h-DH5α induced without IPTG; 4,5: supernatant of 
pQE30-v/h-DH5α induced with IPTG; 6,7: precipitation of 
pQE30-v/h-DH5α induced with IPTG.

M r               1  2  3  4   

 97 400

 66 200
 43 000

 31 000

 20 100
 14 400

  65 000

图 2 纯化的重组VacA-HpaA的SDS-PAGE分析. M r: protein 
marker; 1-4: purified recombinant protein (E1, E2, E3, E4). 

■创新盘点
VacA和HpaA作
为H pylori 的重要
毒力因子, 也是制
备疫苗的重要候
选抗原, 两者均具
有良好的免疫原
性, 用VacA-HpaA
融合蛋白所制备
的IgY将既能阻止
H pylori 黏附又能
中和H pylori 细胞
毒性, 现今尚无报
道.
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bP<0.01.

         

表 1  纯化浓缩IgY与VacA和HpaA反应的效价 (mean±SD)

VacA  A 570  
HpaA A 570  

                              1∶400                1∶800              1∶1600          1∶3200            1∶6400           1∶128 00          1∶25 600 

0.75±0.03b

0.�5±0.05b
0.46±0.04b

0.74±0.04b
0.31±0.03b

0.5�±0.02b
0.23±0.01b

0.32±0.03b
0.10±0.02b

0.25±0.03b
0.0�±0.02
0.13±0.01

稀释度
项目 A 570

总体上呈上升趋势: 在第1次免疫后30 d(PID30)
左右抗体效价达到1∶200, 在50 d时可达1∶
3200, 并保持了1 mo. 但随后至70 d时A 570值下

降到1∶800, 直至100 d方开始回升, 至120 d时
可达1∶6400, 免疫时间与抗体效价变化(图3).
2.3 纯化浓缩后IgY的效价、蛋白浓度和纯度   
纯化浓缩后IgY效价为1∶12 800, 蛋白浓度为

22 g/L. 在样品缓冲液中含100 mmol/L DTT
时, IgY的二硫键被拆开, 经120 g/L SDS-PAGE
电泳见2条带(图4). IgY纯度约为60%左右, 重
链的分子质量为65 kDa左右, 轻链为24 kDa
左右. 两条重链与两条轻链之和与总分子质量

180 kDa相符合..
2.4 融合蛋白IgY的特异性 NC膜显色后分别在

相对分子质量约27 000和30 000处出现相应的质量约27 000和30 000处出现相应的约27 000和30 000处出现相应的

条带, 与预期值一致, 表明该融合蛋白同时能与

VacA, HpaA两种蛋白发生反应(图5).
2.5 融合蛋白IgY与VacA, HpaA反应的效价 方
阵滴定法确定工作浓度是: VacA和HpaA抗原

包被浓度分别为7.5 mg/L和10 mg/L, 样品稀

释度为1∶100时, 酶标羊抗鸡IgY的稀释度为

1∶40 000, 阴性IgY平均值为0.142. 在上述实

验条件下, 按P >2.1N判为阳性, A 570>0.298时, 
判为阳性, A 570≤0.298判为阴性. 测得浓缩后

IgY分别与VacA和HpaA反应的效价可达1∶
3200和1∶6400(表1).

3  讨论

口服特异性IgY替代抗生素可以成功地治疗许

多胃肠道疾病, 近年来报道较多[26-31], 如抗轮状

病毒的IgY. 在抗H pylori感染中, 以研究抗尿素

酶IgY较多[32-34]. Nomura et al [22]用抗尿素酶IgY
治疗感染H pylori的沙鼠模型, 结果显示规律服

用IgY不仅能预防H pylori对沙鼠的感染, 而且

能抑制所感染的H pylori生长. Sasazuki et al [6]

用抗尿素酶IgY对志愿者进行实验, 结果17名
13C-尿素呼气实验阳性的志愿者, 在按规定口服

该IgY 4 wk后其检测值明显降低. 这些结果为

抗H pylori  IgY的应用提供了实验依据. Lehours 
et al报道, 如果一种蛋白能够包括H pylori的两

种或多种有效抗原成分, 刺激机体将会产生多

重免疫保护性反应, 有利于防治H pylori的感染. 
大量研究表明, VacA和黏附素是H pylori

引发疾病的主要致病因子, 影响H pylor i在胃

内定植的因素有很多, 如鞭毛、尿素酶、热休
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图 5 VacA-HpaA IgY的Western blot鉴定. 1,4: protein 
marker; 3,6: control(without induction); 2: VacA-HpaA IgY 
responsed with VacA; 5: VacA-HpaA IgY responsed with 
HpaA.
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图 4　纯化浓缩后IgY的SDS-PAGE分析. 1: protein marker;  
2-5: purified recombinant protein.

■应用要点
自 从 1 8 9 3 年
Klemperer发现鸡
蛋中存在抗体以
来, IgY技术正成
为医药领域的新
热点. 与产生于哺
乳 动 物 的 I g G 相
比, IgY具有许多
独特的优点. 本实
验中的IgY尚需做
进一步的体内外
实验证实其实用
性, 为确定其集预
防与治疗为一体
的口服疫苗打下
良好的基础.
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图 3 免疫时间与抗体效价变化. PID: 第1次免疫后的时间. 
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克蛋白、黏附因子、过氧化物歧化酶等, 其中

的关键环节是黏附, 宿主细胞的特异性黏附由

黏附素受体系统介导, 依赖于黏附分子上某些

特定的氨基酸位点与受体的结合. HpaA基因为

H pylori所特有, 编码保守的HpaA能与多种胃

上皮细胞表面受体结合, 使H pylori紧密黏附于

胃上皮细胞, 进而发挥对胃黏膜的损伤作用. 而
VacA是H pylori引起细胞损伤的重要的致病物

质. 如能制备二者融合蛋白的IgY, 将既能阻止

H pylori黏附又能中和H pylori细胞毒性, 应有

更好的抗H pylori感染效果. 为此我们制备了融

合蛋白VacA-HpaA IgY, 国内外尚未见报道. 通
过Western blot法表明, 该IgY可分别与VacA和

HpaA反应, 即同时具有VacA和HpaA的抗体活

性, 这表示他既可阻止H pylori在胃内定植, 又
可中和VacA的细胞毒性作用, 为进一步制备防

治H pylori的IgY抗体制剂打下了良好的基础. 
经ELISA检测VacA-HpaA IgY对VacA和HpaA
的效价分别为1∶3200和1∶6400, 该效价略

低于与融合蛋白抗原反应时的效价, 可能是因

为在VacA-HpaA融合基因构建过程中VacA和

HpaA的部分有效基因被覆盖, 导致所表达的融

合蛋白所产生的IgY分别对VacA和HpaA反应

的效价降低. 
抗原免疫后 I g Y效价通常是与免疫时间

成正比的, 而我室制备的VacA-HpaA IgY的时

间效价变化曲线未完全随时间递增, 首次免疫

60-70 d时, 效价从60 d的1∶3200降到1∶800, 
且持续了20 d, 第100 d后又迅速递增, 120 d时
达到1∶6400. 分析其原因可能是在60至100 d
时的鸡蛋收回后未能及时提取IgY, 以至提取时

其效价已降低. 如果采蛋后立刻提取IgY, 4℃冷

藏保存其效价则可保存效长时间. 
在制备IgY的过程中, 纯化的方法很多[35], 

其中以水稀释最为常用, 且效率高、纯度高, 简
便实用, 适合大规模制备. 进一步纯化IgY的最

好的方法是亲和层析, 得到的IgY纯度可达90%
以上, 但在洗脱过程中可能会造成IgY变性, 产
率也低. 因此本实验用水稀释结合氯仿有机沉

淀法提取IgY后, 再用浓度为25%-40%的硫酸

铵沉淀IgY, 纯化并浓缩IgY, 纯度可达60%左右, 
蛋白含量为22 g/L, 抗体效价达1∶12 800, 并
有效保证了其抗体活性, 可满足本实验的要求. 
本实验进一步为制备集预防和治疗性为一体的

抗H pylori感染的IgY口服制剂奠定了基础.
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