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Abstract
AIM: To explore the physicochemical and biolo-
gical properties of IgY extracted from the yolk 
of hen’s egg immunized with recombinant VacA 
protein of Helicobacter pylori. 

METHODS: The purified antigen of recombinant 
VacA was used to immunize the hens and the 
VacA-IgY antibody was extracted from the 
yolk of hen’s egg by water dilution methods 
and then purified by deposition technique with 
ammonium sulfate. In order to evaluate VacA-
IgY heat stability, the titer of VacA-IgY was 
detected by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) after being heated for 15 min 
under different temperatures. VacA-IgY was 
added into Tris-HCl of different pH values and 
incubated under a temperature of 37℃ to access 
its acid stability using ELISA. The competence 
of anti-pepsin digestion was also measured by 
ELISA. The VacA+ H pylori were co-cultured 
with Hela cells and VacA-IgY antibody was 
added to observe its neutralization on the 

cytotoxity of H pylori by MTT assay in vitro. 

RESULTS: The activity of VacA-IgY was 
maintained about 50% after water baths (70℃, 
15  min). The activity of VacA-IgY seldom 
changed at pH values 5.0-7.0, but declined 
rapidly below the pH value 5.0, even absolutely 
disappeared at pH value 2.0. After incubation 
with pepsin (pH4.0, 60  kU/L) for 1 h, the 
activity of VacA-IgY had no changes, and 
2  h after incubation, it still maintained over 
50%. The VacA-IgY antibody neutralized the 
cytotoxity of VacA+ H pylori in a concentration-
dependent manner. VacA+ H pylori ultrasonic 
extracts inhibited 50% proliferation of Hela cells 
at a concentration of 20  mg/L, while VacA-IgY 
completely neutralized the cytotoxity of H pylori 
at concentrations of 80-320  mg/L (P < 0.01). 

CONCLUSION: The VacA-IgY antibody shows 
a good heat stability, certain acid stability, and 
competence of anti-pepsin digestion, and can 
neutralize the cytotoxity of VacA protein of H 
pylori effectively in vitro. 
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摘要
目的: 制备幽门螺杆菌(Helicobacter pylori )重
组VacA的鸡蛋黄抗体IgY(VacA-IgY), 了解其
理化特性和生物学活性, 评价其抗H pylori感
染的作用.  

方法: 以纯化的重组VacA免疫产蛋鸡, 水稀释
法提取蛋黄抗体(VacA-IgY), 硫酸铵沉淀法纯
化IgY. 将一定浓度的VacA-IgY在不同温度的
水浴中维持一定时间, 评价其耐热性; 在不同
pH的Tris-HCl中孵育一定时间, 评价其耐酸
性; 加入胃蛋白酶并作用一定时间后, 评价其
对酶消化的耐受作用. 以上评价均采用ELISA
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■背景资料
幽门螺杆菌(Heli-
cobacter pylori )
与胃部疾病的发
生、复发有关. 对
已感染者的大量
研 究 表 明 ,  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
药菌株不断增加. 
寻找清除H pylori
感染的有效措施
是临床急需解决
的问题, 也是研究
的热点和重点. 
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法测定抗体效价变化. 采用Hela细胞体外培养
MTT法分析VacA-IgY对H pylori 细胞毒活性
的中和作用. 

结果: 本实验制备的VacA-IgY在70℃水浴
15 min后活性保持约50%; 在pH≥5时, 抗体
活性几乎无改变, pH<5时, 抗体活性下降较
快, pH2.0左右, 抗体活性几乎丧失; pH4.0时, 
60 kU/L胃蛋白酶作用1 h, 抗体活性几乎无
变化, 2 h后活性仍保持50%以上. VacA-IgY能
浓度依赖性地中和H pylori菌体蛋白的Hela细
胞毒活性. 20 mg/L超声提取物即可降低1/2的
Hela细胞增殖能力, 80-320 mg/L的VacA-IgY
能完全中和H pylori菌体蛋白的Hela细胞毒活
性(P <0.01). 

结论: 成功制备了重组VacA的IgY, 且具有较
好的耐热性、耐胃酶消化和一定的耐酸性; 
在其体外具有中和H pylori 细胞毒活性的作
用. 

关键词: 幽门螺杆菌; 细胞空泡毒素; 重组蛋白; 蛋黄

抗体; 活性; 细胞毒性
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0  引言

胃部疾病的发生、复发和幽门螺杆菌(H e l i c-
obacter pylori , H pylori ) 感染有关[1-14]. H pylori感
染呈全世界流行, 人群中有50%-60%感染, 发展

中国家则可高达70%-90%. 近年的研究发现, H 
pylori感染者患胃癌的危险性是未感染者的4-6
倍[15]. 细胞空泡毒素抗原(vacuolating cytotoxin 
antigen, VacA)是H pylori引起细胞损伤的主要毒

力因子, 可导致细胞空泡样变性和细胞死亡, 与

消化性溃疡和胃癌的细胞病变相关, 并具有良好

的免疫原性[16-20]. 因此针对VacA毒株感染的防

治措施显得尤为重要. 目前H pylori的治疗多采

用多种抗生素联合疗法, 但其易产生副作用、

治疗费用高和耐药菌株产生等问题, 使得寻找

抗生素替代疗法成为迫切需要并具有重要意义. 

1893年Klemperer发现母鸡的抗体可从血清传递

至蛋黄中, 赋予鸡胚和雏鸡被动免疫. 由于鸡蛋

黄的英文名称为Yolk, 故将鸡蛋黄中的免疫球蛋

白IgG命名为IgY. IgY具有突出的生物学优势, 

近年来将之用于人类疾病的治疗也受到关注. 

众多研究已证实蛋黄抗体(IgY)为一种有效的被
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动免疫制剂, 尤其是防治胃肠道感染性疾病方

面有很好的效果[21-23]. Mine et al [24]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. 我们探讨H pylori重组细胞空泡

毒素蛋黄抗体(vacuolating cytotoxin antigen IgY, 

VacA-IgY)的理化特性和体外中和H pylori细胞

毒活性的作用. 为进一步研究IgY在体内的抗H  

pylori感染作用和开发治疗性IgY抗体制剂奠定

实验基础. 

1 材料和方法

1.1 材料 VacA+ H pylori菌株从重庆医科大学

附属第一医院胃镜室提供的胃窦黏膜中, 经自

制H  pylori选择培养基分离培养, 鉴定后保存. 

Hela细胞为重庆医科大学病理生理学教研室馈

赠. VacA阳性株H pylori重组蛋白VacA, 菌体蛋

白抗原为本室制备保存[25]. VacA+血清为本室用

Helico Blot试剂盒从H pylori阳性患者血清筛选

并保存. 胎牛血清、RPMI-1640、胰蛋白酶(1∶
250)、MTT、DMSO均为北京中杉金桥生物技

术有限公司产品. 胃蛋白酶(Pepsin 1∶3 000)为
上海生工生物工程公司产品. HRP标记的羊抗人

IgG为BioRad公司产品. HRP标记羊抗鸡IgY为

Promega公司产品. 布氏肉汤为北京陆桥商检新

技术公司产品. 22周龄洛曼产蛋鸡, 由西南农业

大学荣昌分校生物中心提供. 

1.2 方法 选22周龄健康产卵洛曼鸡, 按该种属鸡

要进行饲养. 将重组VacA蛋白抗原与等体积完

全弗氏佐剂混匀并充分乳化后, 胸肌多点肌肉

注射洛曼鸡作基础免疫, 剂量为100 μg/只. 分

别于第1次免疫后15, 45, 75 d改为不完全弗氏

佐剂颈背部皮下多点注射进行第2, 3, 4次加强

免疫, 免疫剂量分别是200 μg/只, 300 μg/只, 

300 μg/只. 于第1次免疫后15 d开始每天收集

鸡蛋, 编号后于4℃保存, 并留取免疫前的鸡蛋

作阴性对照. 取免疫后所产鸡蛋, 弃蛋壳、蛋

清及卵黄衣膜, 取出蛋黄(约10 mL/只), 用无

菌双蒸水稀释10倍, 充分振荡混匀后置4℃过

夜; 然后10 000 g低温超速离心20 min, 收集上

清, 再在上清液中加入饱和硫酸铵使终浓度达

500 mg/L , 经充分均匀搅拌后, 于4℃放置2 h , 

15 000-20 000 g离 15-20 min后收集沉淀. 再将

沉淀溶于原体积的1 mmol/L的磷酸盐缓冲液

(或生理盐水)中, 并加入饱和硫酸铵, 使其浓度

达330 mg/L, 离心收集沉淀. Bradford法测定蛋

白含量, ELISA法检测抗体效价. 

www. wjgnet. com

■创新盘点
本文对制备的IgY
进行了体外活性
测定, 与其他研究
者不同的是, 在设
计稳定性试验时, 
紧密联系IgY作为
口服制剂应用于
人体的要求, 充分
考虑到胃内正常
与异常情况下的
pH环境和胃蛋白
酶的浓度, 为下一
步应用于体内的
动物实验奠定坚
实的基础. 研究发
现, 制备的IgY具
有良好的稳定性
和生物学活性, 有
望作为口服制剂
应用于H pylori 的
治疗. 



1.2.1 IgY稳定性试验  用pH 7.0的0.05 mol/L 
Tris-HCl缓冲液将IgY稀释成1 g/L, 分别放入25, 
37, 45, 56, 65, 70, 80, 90℃水浴中维持15 min, 
ELISA法测定抗体效价. 分别用pH值为1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7的0.05 mol/L Tris-HCl缓冲液将IgY分

别稀释成1 g/L, 37℃孵育2 h, 立即加入适量的

2 mol/L Tris碱中和, 使pH值均为7.0, ELISA法测

定IgY的抗体效价. 用无菌的pH 4.0, 0.05 mol/L  
Tris-HCl缓冲液将IgY稀释成1 g/L. 在100 μL 
IgY溶液中分别加入5, 10 μL上述胃蛋白酶溶

液, 37℃分别作用1, 2, 4, 8 h后, 用2 mol/L Tris
碱调整pH至7.0, 同时设立空白对照; ELISA法测

定IgY抗体效价. 

1.2.2 VacA-IgY的活性  采用MTT法, 本实验方

法参见文献[26]. 收集选择性培养基培养3 d的
VacA+ H pylori菌体, 离心(4℃, 8 000 g )10 min, 

PBS洗涤2次后用小体积PBS重悬, 冰浴下超声

破碎10 min, 离心(4℃, 12 000 g )20 min收集上

清, 沉淀再次冰浴超声破碎10 min , 重复上述

过程一次, 合并两次上清, Bradford法测定蛋白

含量. 吸取200 μL(1×108 个/L)Hela细胞培养

液转种于96孔细胞培养板孔中, CO2孵箱(37℃, 
50 mL/L CO2, 饱和湿度)中培养24 h. 实验孔加

入10, 20, 40, 80, 160, 320 mg/L的超声提取物, 
每个稀释度作4孔平行. 同时设空白孔、对照

孔. 空白孔只加入RPMI-1640培养液200 μL, 不
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加细胞和超声提取物, 对照孔加细胞但不加超

声提取物. 以上各组在CO2孵箱(37℃, 50 mL/L 
CO2, 饱和湿度)中继续培养48 h后, 1 000 r/min
离心后弃去上清, 每孔加入200 μL不含血清的

RPMI-1640和20 μL 5 g/L MTT溶液, 37℃继

续孵育4 h. 离心后弃去孔内培养液, 每孔加入

DMSO 150 μL, 振荡10 min. 以空白孔调零, 测

定实验组和对照组的570 nm吸光度值(A 570), 计
算各个稀释度4孔A 570平均值(mean), 用mean±
SD表示各稀释度的A 值. 以不加超声粉碎提取

物(对照组)的细胞存活率为100%, 以细胞存活

率＝实验组A 570值/对照组A 570值×100%计算细

胞存活率, t检验分析计算结果. 吸取200 μL(2×
108 个/L)Hela细胞培养液转种于96孔细胞培养

板孔中, CO2孵箱(37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度)
中培养24 h. 将60 mg/L超声提取物与不同浓度

IgY(10, 20, 40, 80, 160, 320 mg/L)按1∶1混合, 
37℃作用2 h后吸20 μL加入细胞板孔中. 同时

设立对照组和空白组. 每组作4个复孔. 其余方

法同上. 

2 结果

2.1 VacA-IgY稳定性  Bradford法测定蛋白含

量为25.66 g/L , ELISA法测定抗体效价为1∶
12 800. 制备的IgY在低于55℃时抗体活性无明

显改变, 效价稳定. 在70℃, 15 min条件下仍能

保持约50%的活性(图1). IgY在pH 5-7时, 抗体活

性几乎无改变, pH<5时, 抗体活性下降很快, 在

pH 2.0左右, 抗体活性几乎完全丧失(图2). 在pH 
4.0, IgY与40-60 ku/L胃蛋白酶(体内正常浓度)
共同温育1 h可保持其抗体效价, 在超过正常胃

蛋白酶浓度(120 kU/L)时仍能保持50%以上的

抗体效价. 总体来讲, VacA-IgY在胃蛋白酶存在

情况下, 活性下降得很快(表1). 
2.2 H pylori超声提取物的Hela细胞毒活性  MTT
测定结果显示, H pylori超声裂解蛋白明显降低

Hela细胞的增生能力. 20 mg/L超声提取物即可

降低Hela细胞增生能力的1/2, 随超声提取物浓

度的增高, 细胞的增生能力逐渐降低(表2). 
2.3 VacA-IgY对超声提取物细胞毒活性的中和作

用 MTT结果显示, IgY浓度为320-80 mg/L可完

全中和超声提取物对Hela细胞的毒性作用; 随着

IgY浓度的降低, 其中和作用也随之降低(表3). 

3 讨论

用H pylori超声裂解全菌蛋白制备的IgY的抗感
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■同行评价
本文研究成功制
备重组 Va - c A 的
IgY, 并且具有良
好的耐热性、耐
酸性, 在体外具有
中和H pylori 细胞
毒性作用, 具有临
床意义和使用价
值. 本文章具有科
学性、创新性和
可读性, 较好地反
映了我国目前在
胃肠病学基础和
临床对H pylori 的
研究水平.
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染作用虽有报道[27], 但有研究发现这种IgY无抗

VacA的活性, 故限制了其应用[28]. 制备特异的

有抗VacA活性的IgY将更有临床意义和应用价

值. 用H pylori培养物提取的天然VacA作抗原

制备的IgY的抗感染作用虽有报道[29], 但由于诸

多因素使其应用受到限制: (1)H pylori培养条

件苛刻, 成本高, 大量培养较困难; (2)VacA基因

存在所有的菌株中, 但仅在50%-60%的菌株表

达; (3)从培养物中提取VacA程序复杂, 得率极

低; (4)VacA基因呈多态性, 导致不同来源的菌株

表达的蛋白在结构上有一定差异. 因此用天然

VacA来大量生产IgY生物制剂效率极低, 且均一

性欠佳. 目前基因工程技术成熟、简便, 可容易

地大量获得均一性的目的蛋白. 用重组VacA为

抗原制备IgY和其抗H pylori感染的作用国内外

尚无报道. 我们通过BLAST对5株有代表性的中

国菌株VacA毒性亚单位进行同源性比较, 得到

一个高度同源的基因片段为待表达的目的基因, 
利用基因工程技术克隆表达并纯化了重组VacA
蛋白, 以此作免疫原大量制备了高浓度、高效

价、高纯度和高特异性的蛋黄抗体(VacA-IgY). 
有望获得更适用于国内临床的免疫制剂用于H 
pylori诊断和防治. 我们考虑到本IgY可能作为

一种口服制剂或食品添加剂, 必须具有耐热、

耐酸、耐胃蛋白酶消化的特性, 故考察了其在

体外不同温度、酸性和胃酶环境中的稳定性. 

巴氏消毒法是对牛奶、啤酒等不能进行

高温灭菌的食品进行消毒的一种常用方法, 其

主要目的是杀死无芽胞的病原菌, 而又不影响

食品的营养成分. 现食品生产上常用高温瞬时

法, 即只需在72℃保持15 s即可. 本研究制备的

VacA-IgY在低浓度(1 g/L)、72℃维持15 min也
能保持50%以上的活性, 说明VacA-IgY若制成口

服制剂或用作食品添加剂可完全经受巴氏消毒

法中的高温瞬时法. 胃内生态环境最主要的特

点是酸性. 胃壁细胞和喷门、幽门腺体的分泌

液构成胃液, 含有盐酸和胃蛋白酶等. 儿童胃腺

体和杯状细胞较少, 盐酸和各种酶的分泌量较

成人低. 1岁内的儿童, 吸乳时胃液pH为3.5-5.5, 
4-9岁时, 胃酸的分泌量为42.5 m L/h(成人为

146 mL/h), H+的产生量为成人的1/3. 这也可能

是儿童易受H pylori感染的原因之一. 因此, IgY
作为防治胃肠道感染的口服制剂必须能抵抗胃

内的强酸环境才能凑效. 本研究制备的VacA-
IgY在pH 5-7时抗体活性几乎无改变, 在pH 3-4
时活性保持50%左右, 但在pH 2时活性几乎完

全丧失. 由于5 mo以内的婴儿胃内pH值通常为

4-5, 2岁以内也不小于3, 说明VacA-IgY可用于

防治婴幼儿胃肠道感染. 但在成人胃内pH环境, 
该IgY不能保持活性. 这表明该IgY要用于成人

胃肠道感染, 必须加入适量的保护剂. 另外, IgY
到达胃内时易受胃蛋白酶降解而失活. Gutierrez 
et al [30]发现胃蛋白酶对IgY生物活性作用小, 但

在pH 2.0时胃蛋白酶可完全灭活IgY. 本实验考

虑到IgY在pH小于4时抗体活性下降, 而胃蛋白

酶在pH大于4时活性几乎丧失, 故采用pH 4.0的
Tris-HCl配制IgY溶液和胃蛋白酶. 同时考虑到

    

表  1  VacA-IgY耐胃蛋白酶消化测定

胃蛋白酶 (1 200 kU/L) 消化时间 (h)   IgY滴度

  5 μL       1        1∶320

  5 μL         2      1∶80

  5 μL          4      1∶20

  5 μL        8       

10 μL        1       1∶160

10 μL        2  1∶40

10 μL           4     1∶10

10 μL          8     

对照           0           1∶320

    

表  3  VacA-IgY对Helicobacter pylori菌体蛋白细胞毒活性
的中和作用 (MTT, mean±SD)

IgY (mg/L) A 570 (mean±SD)

320	                   1.108±0.131

160	                   1.151±0.183

80	                   1.122±0.157

40	                    0.601±0.133b

20	                    0.354±0.177b

10	                             0.122±0.055b

  0	                        0.031±0.023b

对照                   1.133±0.131

bP<0.01 vs  对照.

    

表  2  Helicobacter pylori 菌体蛋白诱导Hela细胞毒反应 
(MTT, mean±SD)

Ag (mg/L)   A 570 (mean±SD)

  20                 0.591±0.118b

  40                0.462±0.121b

  60                0.351±0.092b

  80                 0.213±0.082b

160               0.102±0.051b

320                   0.071±0.030b

对照                              1.233±0.152

bP<0.01 vs  对照.

0

0
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成人胃内胃蛋白酶正常浓度为40-60 ku/L(取其

高限值60 ku/L), 按1∶20体积比加入VacA-IgY
溶液中后其终浓度达到60 ku/L , 故配制1 200 
ku/L的胃蛋白酶原液. 并比较胃蛋白酶在生理浓

度和病理浓度情况下IgY抗体活性的变化. 结果

显示, VacA-IgY对正常浓度的胃蛋白酶有较好

的耐受能力, 甚至在胃蛋白酶浓度异常增高至

正常浓度2倍时, IgY仍能保持一定的活性. 因此

特异性IgY口服进入消化道后, 有望在胃内发挥

良好的作用. 

我们制备的重组VacA-IgY在大于80 mg/L
时可完全中和VacA+ H pylori超声提取物对Hela
细胞的毒性作用, 说明用重组VacA毒性片段制

备的VacA-IgY也具有天然VacA制备的IgY中和

H pylori细胞毒活性的作用. 我们首次成功制备

了针对重组VacA的特异性的、大量的、高纯度

的蛋黄抗体. 但仍存在许多问题, 如耐酸性和耐

酶消化的能力不太理想. 后续工作将进一步探

索如何提高抗体的耐酸性和耐酶消化的特性, 
以保证抗体在胃内活性的保持和作用的发挥, 
为探讨该抗体在动物体内抗H pylori作用的研究

提供实验依据, 为制备IgY口服制剂或食品添加

剂奠定基础. 
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

本刊讯  第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

在各方面的大力支持下, 国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于2004-12在武汉成功举办, 与会

代表一千余人, 中国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli教授, 国际肝胆胰协

会侯任主席Büechler教授和欧洲肝胆胰协会主席Broelsch教授等亲自到会. 会议受到国内外专家及到会代表的

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座, 针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难

点问题进行讨论; 并交流诊治经验, 推广新理论、新技术、新方法, 了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋

势; 同时放映手术录像. 大会热烈欢迎全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极

投稿和报名参加. 

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛, 因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、

副主任积极投稿和报名参加.

本次会议已列入2006年国家级继续医学教育项目, 参会代表均授予国家级继续医学教育学分10分.

来稿要求: 寄全文及500-800字论文摘要, 同时寄论文的软盘一份或发电子邮件. 以附件的形式发送至

chenxp@medmail.com.cn, 也可将稿件打印后寄至: 武汉市解放大道1095号, 武汉华中科技大学附属同济医院肝

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.


