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抗中间普氏菌卵黄抗体对大鼠妊娠期龈炎疗效的初探
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[摘要] 目的:制备和纯化抗中间普氏菌特异性卵黄免疫球蛋白(IgY),并评价其对实验性妊娠期大鼠牙龈炎的治

疗作用。方法:两步硫酸铵沉淀法获得特异性IgY,将24只雌性SD大鼠随机分为4组,A组(空白组)、B组(阴性

组):造模、C组:(阳性组)造模+替硝唑溶液、D组:(实验组)造模+IgY溶液,通过牙龈指数(GI)、菌斑指数(PLI)、

体重变化、RT-qPCR,及组织病理学切片观察特异性IgY的治疗作用。结果:通过对大鼠实验性妊娠期牙龈炎的治

疗GI、PLI(P<0.001)、体重(P<0.05)均得到改善,龈下菌斑治疗前后中间普氏菌的构成比明显降低(P<0.05)。
结论:抗中间普氏菌特异性卵黄抗体可改善大鼠实验性妊娠期的牙龈炎症状况。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

prepare
 

and
 

purify
 

specific
 

yolk
 

immunoglobulin
 

(IgY)
 

against
 

Prevotella
 

intermedia(P.
intermedia,

 

Pi)and
 

to
 

evaluate
 

its
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

experimental
 

gingivitis
 

in
 

pregnant
 

rats.
  

Methods:
 

Specific
 

IgY
 

was
 

prepared
 

by
 

two-step
 

ammonium
 

sulfate
 

precipitation
 

method.
 

Twenty-four
 

female
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

4
 

groups:
 

group
 

A
 

(blank
 

control
 

group),
 

group
 

B
 

(negative
 

group):
 

modeled,
 

group
 

C
 

(positive
 

con-
trol

 

group):
 

modeled
 

+
 

tinidazole
 

solution,
 

and
 

group
 

D
 

(experimental
 

group):
 

modeled
 

+
 

specific
 

IgY
 

solution.
 

The
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

specific
 

IgY
 

was
 

observed
 

by
 

gingival
 

index
 

(GI),
 

plaque
 

index
 

(PLI),
 

body
 

weight
 

change,
 

RT-qPCR,
 

and
 

histopathological
 

sections.
  

Results:
 

Through
 

the
 

treatment
 

of
 

experimental
 

gestational
 

gin-

givitis
 

in
 

rats,
 

the
 

GI,
 

PLI
 

(P<0.001)
 

and
 

body
 

weight
 

(P<0.05)
 

were
 

improved,
 

and
 

the
 

composition
 

ratio
 

of
 

P.
 

intermedia
 

was
 

significantly
 

decreased
 

after
 

the
 

treatment
 

of
 

subgingival
 

plaque
 

(P<0.05).
 

Conclusion:
 

Anti-P.
intermedia--specific

 

yolk
 

antibody
 

can
 

relief
 

the
 

gingival
 

inflammation
 

in
 

rats
 

during
 

pregnancy
[Key

 

words] Prevotella
 

intermedia Gingivitis Real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
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  妊娠期龈炎是妇女在妊娠期间的一种常见病、
多发病。菌斑微生物是妊娠期龈炎的直接病因,体
内类固醇激素水平的升高则使炎症加剧[1],此时中

间普氏菌成为龈下优势菌。妊娠期妇女若治疗不及
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时易发展成牙周疾病,会影响胎儿的正常发育,甚至

引起早产[2],口腔微生物引发各种不良妊娠结局,对
妊娠过程及胎儿健康造成极大影响[3]。最近的研究

表 明,P.intermedia可 以 表 达 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶

Interpain
 

A(Inp
 

A)[4],它可以使C3α链降解并沉积

C1以抑制补体系统的活化[5],Inp
 

A可以与牙龈卟

啉单胞菌的gingipain一起作用以增强其功能[6],从
而导致牙周组织的破坏。由于妊娠期龈炎疾病的特

殊性,治疗上的局限性及全身药物难以使用,在局部
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用药的选择上也有限,使妊娠期龈炎的治疗效果不

理想。因此很有必要开发一种无副反应的生物制剂

来抑制中间普氏菌,避免或减轻妊娠期龈炎。孟明

理采用Hgp44作为抗原免疫得到的特异性抗体能

减少牙槽骨的吸收,减缓大鼠实验性牙周炎的发展

进程[7]。本研究的目的是将InpA作为抗原,制备

和纯化针对中间普氏菌的特异性免疫球蛋白,并评

估其对大鼠实验性妊娠期牙龈炎的作用。

1 材料与方法

1.1 主要的材料和设备 SPF级SD大鼠雌性

24只(
 

8~10周龄)
 

、雄性12只(8~10周龄,安徽

医 科 大 学 动 物 实 验 中 心 );中 间 普 氏 菌

(ATCC25611,日本微生物菌种保藏中心);PYG液

体培养基基础(PYG
 

Broth
 

Medium
 

Base,青岛海博

生物技术有限公司);哥伦比亚血琼脂培养基(
 

江门

凯林贸易有限公司)
 

;K1(麦克林);氯化血红素(青
岛海博生物技术有限公司);DNA

 

提取试剂盒(
 

北

京天根生化科技有限公司);探针法实时定量PCR
 

试剂 盒 (TaKaRa,日 本);厌 氧 工 作 站 (DG250
 

Anaerobicworkstation,英国Don
 

Whitley
 

Scientific
 

公司);实时定量PCR仪(Agilent
 

Technologies,美
国)。

1.2 实验方法

1.2.1 中间普氏菌的培养和鉴定 将保存于-
80℃的菌种在超净台内接种到血平板,置于厌氧工

作站内培养(培养条件:37
 

℃,混合器比例:85%N2、

10%H2、10%CO2),培养4
 

d可见特征性单个黑色

菌落生产,将单菌落挑到PYG液体培养基中(加入

K1及氯化血红素)进行扩菌培养,48
 

h后用DNA
提取试剂盒提取培养基中细菌的DNA,利用Pi的

16s
 

rRNA 引物进行鉴定 R:
 

5’-TTTGTTGGG-
GAGTAAAGCGGG-3’F:

 

5’-TCAACATCTCTG-
TATCCTGCGT-3’;大小为575

 

bp。

1.2.2 特异性卵黄抗体的纯化 按照课题组前期

合成的InpA作为抗原免疫蛋鸡获得的鸡蛋进行纯

化[7](两步硫酸铵沉淀法)提取得到特异性IgY,并
将其保存在-20

 

℃冰箱备用。

1.2.3 Lorry法测蛋白质浓度 紫外法粗侧样品

蛋白浓度,将其浓度调整为约100
 

mg/L。取牛血清

白蛋白加水溶解制成0.2
 

g/L的溶液,取6个试管

分别加入上述溶液0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0
 

mL再

定容到1
 

mL(样本亦定容到1
 

mL),再分别加入甲

液(Na2CO3/NaOH、酒石酸钾、CuSO4 按 比 例 混

合)摇匀室温放置10
 

min,再加入乙夜(福林酚试

剂)立即混匀,经紫外分光光度计测量样品及标准品

在波长650
 

nm时的A 值,绘制标准曲线,计算样品

浓度。

1.2.4 大鼠实验性妊娠期牙龈炎的建立 24只雌

性SD大鼠(8~10周龄),12只雄性SD大鼠(8~10
周龄)

 

将24只雌鼠随机分为4组:A组:空白组、B
组:阴性组、C组:替硝唑治疗组、D组:IgY治疗组,
使用丝线结扎上下第一磨牙。饮用10%蔗糖水,接
种细菌(菌浓度1×109

 

CFU/mL)。隔日接种菌

1次(0.2
 

mL),结扎1周后与正常组同时按
 

2∶1
 

与雄鼠合笼,次日查阴道涂片,发现精子为受孕第1
天。继续隔日接种1周,之后去除结扎线,分别给予

相应的药物300
 

μL/只,隔日1次共6次。

1.2.5 检 测 指 标 牙 龈 指 数(GI)、菌 斑 指 数

(PLI)[8]、体重(测各组动物的体重,计算给药后第

4、12天与给药前的差值,每组取均值)。

1.2.6 探针法实时荧光定量PCR(real-time
 

quan-
titative

 

polymerase
 

chain
 

reaction,RT-qPCR)检测

治疗前后龈下菌斑中中间普氏菌含量的变化

1.2.6.1 牙菌斑的采集及DNA提取 在治疗前

后分别在第一磨牙患有牙龈炎的部位采集菌斑样

本。用无菌刮治器探入牙周袋袋底,轻柔刮取牙根

面少量龈下菌斑。并将其放在盛有0.3
 

mL
 

PBS的

Eppendorf管中,-80
 

℃保存。龈下菌斑样本于室

温下解冻,12000
 

r/min离心2
 

min,吸净上清,利用

TIANamp
 

Bacteria
 

DNA
 

Kit提取DNA,将提取物

置于1.5
 

mL的Eppendorf管中,-20
 

℃保存,备
用。

1.2.6.2 引物及探针的设计 查阅文献并结合

NCBI结果,确定引物和探针的系列(表1)均由上海

Sangon
 

Biotech公司合成。

表1 RT-qPCR的引物和探针序列

Tab.
 

1 Primers
 

sequence
 

for
 

RT-qPCR

细菌 序列(5’→3’) 长度/bp

P.intermedia
上游引物 ATCCAACCTTCCCTCCACTC 103
下游引物 TCCACCGATGAATCTTTGGTC

探针 CGTCAGATGCCATATGTGGAC
AACATCG

Universal[8]
 

上游引物 TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA 158
下游引物 TGCGGGACTTAACCCAACA

探针 CACGAGCTGACGACAAGC
 

CATGCA

 注:探针5’均用FAM修饰,3’均用TAMRA修饰

1.2.6.3 标准品制备 由上海Sangon
 

Biotech公
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3a:空白组;3b:阴性对照组(生理盐水);3c:替硝唑组;3d:IgY组

图3 治疗结束后各组牙龈形态学观察

Fig.
 

3 Morphological
 

observation
 

of
 

gingiva
 

in
 

each
 

group
 

after
 

treatment.

司合成P.intermedia、Universal质粒DNA,通过公

式将 这 2 种 标 准 质 粒 的 拷 贝 数 稀 释 至 1.0×
1010copies/μL备用。

1.2.6.4 RT-qPCR反应条件 通过PCR梯度调

节退火温度,结合琼脂糖凝胶电泳结果,确定最适宜

退火温度(表3):

表2 (RT-qPCR)的反应条件

Tab.
 

2 Reaction
 

conditions
 

of
 

RT-PCR

细菌 预变性 变性 退火 延伸 循环数

P.intermedia 95
 

℃ 95
 

℃ 57
 

℃
 

30
 

s 72
 

℃ 45
Universal 30

 

s 5
 

s 51
 

℃
 

30
 

s 30
 

s

  每个96孔板上均设置阳性对照和空白对照,阳
性对照为10倍梯度稀释的标准品(1010~104

 

cop-
ies/μL),阴性对照不加模板,用等体积的DEPC水

代替。每个标准品和样本均重复检测3次,取平均

值计算菌量。

1.2.7 牙龈组织病理切片 取结扎处牙龈组织用

10%甲醛固定,乙醇梯度脱水,包埋,切5
 

μm切片,

HE
 

染色,光学显微镜下观察。

1.3 统计学分析 采用SPSS
 

17.0统计软件进行

数据的统计学分析,实验统计数据用x±s表示,通
过One-way

 

ANOVA统计分析不同处理组各项指

标的差异,两两比较采用LSD-t检验。实时荧光定

量PCR组内比较采用 Wilcoxon
 

signed-rank检验。

M:Marker;1:P.
 

intermedia

图1 中间普氏菌形态学观察

Fig.
 

1 Morphological
 

observation
 

of
 

Pi.

2 结果

2.1 中间普氏菌的鉴定 血红素在细菌表面沉积

而使菌落变黑(图1),PCR鉴定结果(图2)。

图2 P.
 

intermedia16s
 

rRNA鉴

定

Fig.
 

2 Identification
 

of
 

P.
 

inter-

media16s
 

rRNA.

2.2 Lorry法测蛋白质

浓度 经检测两步硫酸

铵沉淀法获得的样本中

特异性卵黄抗体的含量

为31.68
 

g/L。

2.3 大鼠实验性妊娠

期牙龈炎治疗后形态学

观察 治疗结束后可见

B组大鼠第一磨牙牙龈

缘呈鲜红色光亮,肿胀

探针易出血,呈炎症状

态,而A、C和D组牙龈

色粉红,探诊无出血(图

3)。

2.4 检测指标结果

2.4.1 临床观察指标在各组中的变化 C组、D组

的治疗结果(GI和PLI)和B组相比差异具有统计

学意义,GI
 

(F=183.072,P<0.001),PLI
 

(F=
64.502,P<0.001),说明替硝唑和IgY给药都能改

善大鼠牙龈炎症状况。C组和D组治疗结果相比

无统计学差异 GI(t=-0.349,P=0.734),PLI
(t=0.255,P=0.804),见表3。

表3 治疗结束后各组大鼠临床指标变化

Tab.
 

3 Change
 

of
 

clinical
 

indexes
 

in
 

rats
 

after
 

treatment
x±s

组别 牙龈指数 菌斑指数

A组 0.00±0.00 0.29±0.29
B组 2.55±0.27 2.05±0.27
C组 0.21±0.19* 0.38±0.26
D组 0.25±0.22* 0.33±0.30*

 注:C、D组与B组相比差异具有统计学意义,*
 

P<0.001

2.4.2 治疗前后大鼠体重变化 空白组、IgY组、
替硝唑组和阴性组治疗后大鼠体重一直呈增长趋

势,空白组、IgY组、替硝唑组的体重变化明显高于

阴 性组(P<0.05),空白组、IgY组、替硝唑组的体
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表4 3组治疗前后
 

P.intermedia在总菌量的构成比

  Tab.
 

4 Comparison
 

of
 

P.intermedia
 

in
 

the
 

proportion
 

of
 

total
 

bacteria
 

before
 

and
 

after
 

treatments [M(P25,P75)](×10-2)

细菌种类 IgY组

  治疗前      治疗后  
阴性对照组

  治疗前      治疗后  
替硝唑组

  治疗前      治疗后  

中间普氏菌 4.97(1.76,8.30)0.16(0.08,0.49)* 2.67(1.80,8.74) 1.55(1.12,6.56) 4.07(2.04,5.93)0.05(0.02,0.07)*

  注:*
 

P<0.05

*表示空白组、IgY组、替硝唑组与阴性组差异具有统计学意义

(P=0.00)

图4 大鼠治疗前后体重变化

Fig.
 

4 Weight
 

changes
 

of
 

rats
 

before
 

and
 

after
 

treatments.

M:marker;Pi:P.intermedia;U:Universal
图5 P.intermedia、Universal

 

质粒电泳结果

Fig.
 

5 Electrophoresis
 

results
 

of
 

P.intermedia,Universal.

重变化无统计学意义(P>0.05),见图4、表4。

2.5 探针法实时荧光定量检测治疗前后龈下菌斑

中中间普氏菌含量的变化

2.5.1 质粒电泳图(图5)

2.5.2 RT-qPCR试验结果 P.intermedia治疗前

后数量均有变化P.intermedia在IgY组和替硝唑

组治疗前后的差异均有统计学意义(P<0.05),而
在阴性对照组治疗前后差异无统计学意义(P>
0.05)。

2.6 组织病理学观察 A组龈沟壁内胶原纤维排

列整齐,基底膜完整,无伸长的上皮钉突,无炎性细

胞浸润,B组可见长的上皮钉突,基底细胞排列紊

乱,有新生毛细血管及炎性细胞浸润,胶原纤维变性

或消失,C组和D组基底膜较整齐,龈沟壁内无炎

性细胞浸润,纤维排列整齐(图6)。

3 讨论

  中间普氏菌是牙龈炎的主要致病菌,尤其是妊

娠期牙龈炎。抗生素在孕期使用是不安全的[9]。
 

因

此,妊娠期牙龈炎需要新的,安全有效的治疗方法。
近年来,卵黄抗体已广泛应用于医学、食品科学和生

物技术等领域。前期研究将中间普氏菌全菌作为抗

原获得的特异性抗体,能够减轻大鼠实验性妊娠期

龈炎,具有一定的预防作用[10]。以霍乱弧菌 LPS
作为抗原制备IgY,所制备的抗弧菌脂多糖特异性

IgY与其特异性抗原具有良好的反应性[11]。Inp
 

A
是中间普氏菌基因组基因编码的一种半胱氨酸蛋白

酶。Potempa的研究表明,InpA能够降解补体因子

C3,补体因子C3是整个补体系统的中心分子,可阻

断经典途径,凝集素途径和旁路途径激活。
 

此外,

InpA能够使血清中的C1沉积到惰性表面,而不需

要特 定 的 C1激 活 剂,这 可 能 导 致 局 部 炎 症[5]。

InpA是中间普氏菌的重要毒力因子,因此我们选择

它作为抗原来制备针对中间普氏菌的特异性IgY。
动物实验也证实它能够减轻大鼠妊娠期的牙龈炎

症。本研究结果为妊娠期牙龈炎的治疗提供了一种

新的治疗方法,为特定卵黄抗体的临床应用提供了

新的方向。

  抗中间普氏菌特异性卵黄抗体可改善大鼠实验

性妊娠期的牙龈炎症状况。

6a:空白组;6b:阴性对照组(生理盐水);6c:替硝唑组;6d:IgY组

图6 各组牙龈组织病理学切片(×20)

Fig.
 

6 
 

Pathological
 

sections
 

of
 

gingival
 

tissue
 

in
 

each
 

group.
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书讯

  《现代牙槽外科新技术》由武汉大学口腔医学院口腔外科赵吉宏教授主编、上海交通大学附属第九人民

医院口腔外科汪湧教授担任副主编,人民卫生出版社出版。本书介绍近年来用于牙槽外科临床的新技术、新
业务,体现在诊疗理念和模式的更新、多种技术的联合应用以及学科间的交叉融合,具有技术新、范围广、学
科交叉三大特色。主要包括现代影像技术在牙槽外科的应用、无痛麻醉技术、镇静镇痛技术、微创化拔牙及

超声刀、显微镜等辅助器械在牙拔除中的应用、阻生牙牵引拔除术;第三磨牙牙胚预防性拔除术、拔牙后即刻

种植术、拔牙后牙槽骨保存和增量术、埋伏牙外科-正畸联合治疗、根尖周病变的牙体-外科联合治疗、颌骨囊

肿内牙齿的袋形导萌术等,共十七章。

  本书技术新、实用性强,既对相关理论或理念作了较全面的阐述,又有大量的临床病例佐证,全书配有

500幅临床病例及临床操作实景图片,文字与图片相得益彰。因此本书特别适合于口腔外科青年医师、口腔

通科医生、本科生、研究生、进修医生等人员学习和参考。

  订购方式:1)出版社邮购,电话:010-82802495;010-62046414。

2)网络订购:登录亚马逊、淘宝、天猫-输入书名-即可网购。
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