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摘要 目的 制备并纯化抗中间普氏菌卵黄抗体 ( 抗
P. intermedia-IgY) ，观察其对大鼠实验性妊娠期龈炎的预防
作用。方法 厌氧培养 P. intermedia 菌，2%甲醛灭活，以终
浓度为 1 × 109 CFU /ml的 P. intermedia菌，1 ml( 0. 5 ml菌液
+ 0. 5 ml佐剂) /次，免疫蛋鸡 4 次。用卵黄分离器去除蛋
清，无菌注射器刺破卵黄膜，收集卵黄液，两步硫铵沉淀法纯
化抗 P. intermedia-IgY。SDS-PAGE 凝胶电泳、Western blot、
ELISA对其分子量及特异性鉴定，并检测免疫后效价变化。
将 30 只雌性 SD大鼠，15 只雄性 SD大鼠，雌 ∶ 雄 = 2 ∶ 1，合
笼获得 24 只孕鼠，随机分为 4 组: 0. 12%氯己定孵育组，抗
P. intermedia-IgY孵育组，生理盐水孵育组，空白对照组，观
察抗 P. intermedia-IgY对实验性妊娠期龈炎的抑制作用。结
果 经 4 次免疫后抗体最高效价为 1 ∶ 512 000，维持 45 d。
1 g 卵黄经两步硫铵沉淀后得 IgY 约 18 mg。SDS-PAGE 凝
胶电泳显示纯化后 IgY纯度达 64. 5%。Western blot 显示抗
P. intermedia-IgY识别并特异性结合 P. intermedia 菌裂解片
段。动 物 实 验 观 察 见 0. 12% 氯 己 定 孵 育 组 及 抗
P. intermedia-IgY孵育组牙龈指数显著低于生理盐水孵育组
( P ＜ 0. 01) ，而两者之间牙龈指数差异无统计学意义。牙龈
组织病理学观察显示抗 P. intermedia-IgY孵育组牙龈的炎症
状态轻于生理盐水孵育组。结论 经 4 次免疫后可得到持
续高效价的抗 P. intermedia-IgY，且抗 P. intermedia-IgY 能够
减轻大鼠实验性妊娠期龈炎的炎症状态，对大鼠实验性妊娠
期龈炎有一定的预防作用。
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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，其发病率可达 30% ～ 100%［1］。横断面研
究［2 － 4］显示在加纳、泰国、巴西其发病率分别达到
89%、86. 2%、47%。妊娠期妇女若患牙周疾病，会
影响胎儿的正常发育，甚至引起早产和低出生体重
儿［5 － 7］。

对于妊娠期龈炎患者，妊娠期正确的牙周治疗
会缓解牙龈炎症，维护妊娠期妇女的健康，提高胎儿
的出生率［8 － 9］。但是由于妊娠期，全身药物难以使
用，而且治疗存在局限性，如去除局部刺激操作较困
难，超声洁治禁止使用，只能使用手工洁治、刮治，姑
息治疗;有时会使用一些刺激性小、不含抗菌药的制
剂局部处理，如雅皓乳膏、中药玉女煎、烘干的饮片、
玄菊解毒凝胶、中药蚕砂等，但是这些中药制剂成分
复杂，不具有针对性，因此很有必要开发一种特异性
抑制妊娠期龈炎龈下优势菌 －中间普氏菌( Prevotel-
la intermedia，P． intermedia) 的生物制剂，来避免或
减轻妊娠期龈炎。卵黄抗体( immunoglobulin of egg
yolk，IgY) 是由禽类血清进入到卵黄中的免疫球蛋
白 G，可根据需要采用不同抗原免疫产蛋鸡，制备特
异性 IgY。该 实 验 的 目 的 是 制 备 并 纯 化 抗
P. intermedia-IgY，观察其对大鼠实验性妊娠期龈炎
的预防作用。

1 材料与方法

1． 1 主要材料和设备 白航鸡 30 只( 隔离饲养至
150 d，安徽医科大学动物实验中心) ; PVDF ( 美国
Millipore公司) ; SPF 级 SD 大鼠雌性 30 只 ( 8 ～ 10
周龄) 、雄性 15 只 ( 8 ～ 10 周龄) ( 安徽医科大学动
物实验中心) ;完全弗氏佐剂( Freund’s complete ad-
juvant，FCA ) 、不完全弗氏佐剂 ( Freund’s incom-
plete adjuvant，FIA) ( 美国 Sigma 公司) ; P． interme-
dia( ATCC25611，日本微生物菌种保藏中心) ; 哥伦
比亚血琼脂培养基( 江门凯林贸易有限公司) ; PYG
液体培养基基础( PYG Broth Medium Base，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) ; PCＲ 预混合溶液( PCＲ Master
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Mix，美国 Thermo scientific 公司) ;辣根过氧化物酶
标记的羊抗鸡 IgY ( SC-2428 HＲP-IgY，美国 Santa
cruz公司) ;氯化血红素、维生素 K1 ( 青岛海博生物
技术有限公司) ; 厌氧培养箱 ( DG250 Anaerobic
workstation，英国 Don Whitley Scientific 公司) ; 凝胶
图像处理系统 1600 ( GIS ) ( 上海天能科技有限公
司) ; 生物安全柜 ( 美国 Esco 公司) ; 正倒置显微镜
( 日本 Nikon公司) ; 普通 PCＲ 仪( 德国 Biometra 公
司) 。
1． 2 P． intermedia的培养、鉴定和保存
1． 2． 1 P． intermedia的培养 按照日本微生物保藏
中心说明复苏菌种。将 P. intermedia 菌冻干粉，接
种于哥伦比亚血琼脂培养基中，置于厌氧培养箱中
( 混合气比例: 800 ml /L N2、100 ml /L CO2、100 ml /L
H2 ) ，37 ℃培养 5 ～ 7 d，观察有无特征性黑色菌落生
成。将特征性黑色菌落接种于 PYG 液体培养基中
( 加入 10 μg /ml 维生素 K1 及 50 μg /ml 氯化血红
素) ，增菌培养 48 h，4 000 r /min，离心 10 min 收集
菌体。
1． 2． 2 P． intermedia的鉴定 挑取特征性黑色菌落
进行革兰氏染色，并按照试剂盒说明提取细菌
DNA，根据 P． intermedia 的 16s rＲNA 引物: P． inter-
media-F: 5'-TCAACATCTCTGTATCCTGCGT-3'; P． in-
termedia-Ｒ: 5'-TTTGTTGGGGAGTAAAGCGGG-3' 进
行鉴定，分子量大小为 575 bp。
1． 2． 3 P． intermedia的保存 挑取黑色的单克隆菌
落，接种于 50 ml PYG液体培养基中，37 ℃，厌氧培
养 12 h后，将菌悬液与菌种保存液按 1 ∶ 1 比例混
合，分装标记后于 － 80 ℃保存。
1． 3 蛋鸡免疫
1． 3． 1 抗原制备 2% 甲醛灭活 P. intermedia 菌
体，4 ℃过夜，无菌 PBS 洗 3 次，终浓度为 1 × 109

CFU /ml。取 1 ml菌悬液与等量的佐剂进行混合乳
化 30 min，最终成油包水状，用于蛋鸡免疫。
1． 3． 2 免疫 将 30 只蛋鸡分 2 组: 对照组 10 只，
实验组 20 只。实验组免疫 4 次 ( 第 1、2、3 次间隔
10 d，第 4 次间隔 30 d) ，对照组不处理。经肌肉浅
层多点注射乳化后 P. intermedia 菌抗原 ( 第 1 次用
FCA，第 2、3、4 次用 FIA) ，1 ml /只。初次免疫后开
始收集 2 组鸡蛋，标记后 4 ℃保存。
1． 4 特异性 IgY的纯化和鉴定
1． 4． 1 IgY的纯化 按照课题组前期研究方法［10］

即两步硫铵沉淀法提纯 IgY，并将纯化后的 IgY 分
装标记后于 － 20 ℃保存。

1． 4． 2 Lowrry 法测 IgY 浓度 紫外法粗侧样品蛋
白浓度，将其浓度调整为约 100 μg /ml。将 200 μg /
ml的蛋白标准品，按照 0、200、400、600、800、1 000
μl的量加入到试管中，然后在 6 只试管中加入纯水
至 1 ml。按照同样的方法处理样品。然后加入 1 ml
混合液( Na2CO3 /NaOH、酒石酸钾、CuSO4 按比例混
合) 混匀后静置 10 min，再加入稀释后福林酚试剂 4
ml，混匀后静置 30 min，经紫外分光光度计测量样品
及标准品在波长 650 nm时的吸光度值，绘制标准曲
线，计算样品浓度。
1． 4． 3 SDS-PAGE 凝胶电泳鉴定 IgY 分子量 非
还原型凝胶电泳观察 IgY 总分子量，分离胶浓度为
7. 5%，浓缩胶浓度为 5%。还原型凝胶电泳观察
IgY轻链和重链的分子量，分离胶浓度为 10%，浓缩
胶浓度为 5%。
1． 4． 4 Western blot 检 测 IgY 的 特 异 性
P. intermedia菌悬液经超声破碎，上样量 20 μg /孔，
行还原型 SDS-PAGE 凝胶电泳( 10%分离胶，5%浓
缩胶，1. 5 mm厚) ，转膜( PVDF膜，220 mA，3. 5 h) 。
5% BSA封闭，室温，2 h。TBST 洗 3 次。孵一抗即
待检样品，4 ℃过夜。TBST 洗 5 次。孵二抗 ( 1 ∶
10 000倍稀释的羊抗鸡 HＲP-IgY) ，室温，2 h。TBST
洗 5 次。显影液( ECL Western blot Substrate Kit) 显
影。
1． 4． 5 ELISA 法测定特异性 IgY 的效价变化
ELISA法测定免疫后不同时间点的特异性 IgY 抗体
的效价变化。100 倍稀释的 1 × 109 CFU /ml P． inter-
media抗原，100 μl /孔，4 ℃包被过夜。PBST 洗 3
遍。1% BSA，270 μl /孔，37 ℃封闭 2 h。PBST洗 3
遍。加入一抗即梯度稀释后的待检样品 ( 原液，
1 ∶ 21，1 ∶ 22，1 ∶ 23，1 ∶ 24，……，1 ∶ 214 ) ，第 16 号
孔加入对照组 IgY，100 μl /孔，37 ℃孵育 2 h。加入
1 ∶ 10 000倍稀释的羊抗鸡 HＲP-IgY，100 μl /孔，37
℃孵育 2 h。PBST洗 5 遍。加入显色液 A液 50 μl /
孔，B 液 50 μl /孔，37 ℃ 孵育 10 min。2 mol /L
H2SO4，50 μl /孔终止反应。酶标仪上读取波长 450
nm 处的吸光度值。以实验孔值 /对照孔值 ＞ 2. 1 为
阳性结果，则该孔对应的样品稀释倍数即为特异性
IgY的效价值。最后绘制效价变化曲线。
1． 5 动物实验 30 只雌性 SD大鼠( 8 ～ 10 周龄) ，
15 只雄性 SD 大鼠( 8 ～ 10 周龄) ，雌 ∶ 雄以 2 ∶ 1合
笼 12 h，雌鼠经阴道分泌物涂片观察见精子者确认
为受孕，记为孕 0 d。将 24 只孕鼠随机分为 4 组:
0. 12%氯己定孵育组，抗 P. intermedia-IgY 孵育组，
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生理盐水孵育组，空白对照组。除空白对照组外，其
余 3 组受孕第 2 天( 孕 1 d) 进行丝线结扎大鼠第一
磨牙，0. 12%氯己定孵育组接种经 0. 12%氯己定孵
育 30 min 后的 P. intermedia 菌悬液，1 × 109 CFU /
ml，0. 5 ml /只;抗 P． intermedia-IgY 孵育组接种经抗
P. intermedia-IgY孵育 30 min 后的 P. intermedia 菌
悬液，1 × 109 CFU /ml，0. 5 ml /只; 生理盐水孵育组
接种经生理盐水孵育 30 min后的 P. intermedia菌悬
液，1 × 109 CFU /ml，0. 5 ml /只。每天接种 1 次，共
接种 7 次。孕 8 d时拍照观察大鼠牙龈的形态学改
变，检测大鼠牙龈指数，处死大鼠后取牙龈组织，
10%甲醛固定，脱水，包埋，切 5 μm 切片，HE 染色，
光学显微镜下观察。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，
实验数据采用表示，用 one-way ANOVA 统计分析，
两两比较采用 SNK-q检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统
计学意义。

2 结果

2． 1 P. intermedia 菌的培养鉴定 P. intermedia 菌
在血琼脂上形成圆形、低凸、半透明、表面光滑的溶
血菌落，培养一定时间后由于血红素在细菌表面沉
积而使菌落变黑( 图 1) 。革兰染色阴性，细菌呈短杆
菌。基于 16 s rＲNA鉴定，PCＲ产物为 575 bp( 图 2) 。

图 1 P. intermedia形态学观察结果

图 2 P. intermedia 16s rＲNA 鉴定结果
M: Marker; 1: P. intermedia

2． 2 Lowrry法测 IgY浓度 经检测 1 g 卵黄经两
步硫铵沉淀纯化后可得总 IgY约 18 mg。
2． 3 SDS-PAGE凝胶电泳 非还原型凝胶电泳结
果显示，两步硫酸铵沉淀法纯化后的 IgY，分子量约
为 180 ku ，符合理论值。还原型凝胶电泳结果显
示，经 β-巯基乙醇还原裂解后的 IgY ，含有 60 ～ 70
ku的重链和 25 ～ 30 ku 轻链 2 条主带，与理论值一
致( 图 3) ;经 GIS 软件分析 IgY纯度，一步硫铵法纯
化的 IgY 纯度为 51. 5%，两步硫铵法纯化的 IgY 纯
度为 56. 3%，透析 IgY 纯度为 64. 5% ( 图 4) 。

图 3 还原型凝胶电泳图

M: Marker; 1、2:纯化的 IgY

图 4 GIS软件分析后凝胶电泳
1:透析后 IgY; 2:两次硫铵沉淀 IgY; 3:一次硫铵沉淀的 IgY; M:

Marker

2． 4 Western blot 检测结果 Western blot 检测结
果显示，实验组 IgY能识别超声破碎后 P. intermedia
菌的诸多片段，对照组则 IgY不能识别( 图 5) 。
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图 5 Western blot检查特异性 IgY能够识别抗原片段
M: Marker; 1: 对照组 IgY; 2:实验组 IgY

2． 5 ELISA 法测定特异性 IgY 的效价变化 经 4
次免疫后特异性 IgY 的最高效价达 1 ∶ 512 000，并
保持 45 d，之后抗体效价迅速下降，在第 4 次免疫后
80 d效价下降至 1 ∶ 16 000，并维持在该水平。对
照组的抗体效价始终接近 0 ( 图 6 ) 。以上结果表明
实验组 IgY能够特异性识别并结合 P. intermedia 菌
抗原。

图 6 特异性 IgY随免疫时间的效价变化

2． 6 动物实验结果
2． 6． 1 疑受孕雌鼠鼠阴道分泌物涂片结果 光学
显微镜下观察，视野中见大量精子( 图 7) 。

图 7 疑受孕雌鼠阴道分泌物涂片 × 5

2． 6． 2 牙龈形态学观察 造模结束后牙龈形态学
观察可见空白对照组牙龈色粉红，游离龈边缘菲薄。
0. 12%氯己定孵育组、抗 P. intermedia-IgY孵育组及
生理盐水孵育组牙龈色暗红，边缘圆钝，龈沟液增
多，探诊出血，牙龈呈炎症状态( 图 8) 。

图 8 造模结束后各组牙龈形态学观察
A: 0. 12%氯己定孵育组; B:抗 P. intermedia-IgY孵育组; C:生理

盐水孵育组; D:空白对照组

2． 6． 3 牙龈指数 0. 12%氯己定孵育组( 1. 114 6
± 0. 160 2) 、抗 P. intermedia-IgY 孵育组( 1. 135 4 ±
0. 144 8) 与生理盐水孵育组( 2. 156 3 ± 0. 305 6 ) 相
比，差异有统计学意义( F = 45. 600 0，P ＜ 0. 01 ) ，因
此在 α = 0. 05 的检验水准上，可以推测 0. 12%氯己
定孵育组和抗 P. intermedia-IgY 孵育组牙龈炎症状
态轻于生理盐水孵育组。0. 12%氯己定孵育组与抗
P. intermedia-IgY孵育组相比，牙龈炎症状态差异无
统计学意义( 图 9) 。

图 9 各组牙龈指数结果
1: 0. 12%氯己定孵育组; 2: 抗 P. intermedia-IgY 孵育组; 3: 生理

盐水孵育组;与生理盐水孵育组比较: * P ＜ 0. 05

2． 6． 4 组织学观察 0. 12%氯己定孵育组和抗
P. intermedia-IgY孵育组牙龈上皮层炎细胞浸润，钉
突多而长，基底膜细胞排列紊乱，固有层结缔组织排
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列紊乱，炎细胞浸润。生理盐水孵育组牙龈上皮层
及固有层大量炎细胞浸润，固有层内有脓肿形成。
空白对照组牙龈上皮层基底膜细胞排列整齐，上皮
层及固有层未见明显炎细胞浸润( 图 10) 。

图 10 各组牙龈组织学切片 HE ×20

A: 0. 12%氯己定孵育组; B:抗 P. intermedia-IgY孵育组; C:生理

盐水孵育组; D:空白对照组

3 讨论

与产生于哺乳动物的 IgG 相比，IgY 具有许多
独特的优点:使用少量的抗原免疫禽类即可获得大
量的质量均一的特异性 IgY，不激活哺乳动物的补
体系统，不与类风湿因子或 Fc 受体相结合，生产简
便，产量高，利于产业化生产［11］等。IgY近年来广泛
应用于牙周疾病的被动免疫治疗。Hamajima et
al［12］用 40 ku 的牙龈卟啉单胞菌 ( Porphyromonas
gingivalis，P. gingivalis) 的外膜蛋白 ( OMP) 免疫母
鸡获得高纯度的 IgY，发现抗 OMP-IgY 能够抑制 P.
gingivalis与戈登氏链球菌的共聚集。Xu et al［13］使
用甲醛灭活的具核梭杆菌( Fusobacterium nucleatum，
F. nucleatum) 免疫母鸡制备抗 F. nucleatum-IgY，实
验结果显示高效价的抗 F. nucleatum-IgY，与 P. gin-
givalis、P. intermedia 有 着 弱 交 叉 反 应; 用 抗
F. nucleatum-IgY治疗由 F. nucleatum 感染的小鼠实
验性牙周炎，显示抗 F. nucleatum-IgY能够明显抑制
小鼠牙槽骨的吸收。

课题组前期经 3 次免疫获得了最高效价
为 1 ∶ 25 600的抗 P. gingivalis-IgY，最高效价可维
持 30 d［10］。在前期研究的基础上本实验针对实验
性妊娠期龈炎选择了 P. intermedia 菌作为抗原，并
改变免疫间隔，在第 3 次免疫后的 30 d 进行了一次

加强免疫，获得了最高效价为 1 ∶ 512 000 的抗
P. intermedia-IgY，最高效价可维持 45 d，不仅有效提
高了特异性 IgY 的效价，也增加了高效价特异性
IgY的维持时间，这对于产品化之后的工业化生产，
具有一定的指导意义。

Hou et al［14］用灭活 P. intermedia 菌免疫产蛋母
鸡，获得抗 P. intermedia-IgY，并用该特异性抗体治
疗由 P. intermedia菌引起的大鼠牙龈炎，结果显示
经抗 P. intermedia-IgY 治疗的实验组大鼠的各项指
标均优于对照组。但是抗 P. intermedia-IgY 对实验
性妊娠期龈炎的疗效如何，尚未见报道。本实验在
Hou et al［14］ 学者研究的基础上首次观察抗
P. intermedia-IgY 对大鼠实验性妊娠期龈炎的靶向
抑制作用，实验结果显示抗 P. intermedia-IgY孵育组
的各 项 指 标 均 优 于 生 理 盐 水 孵 育 组，抗
P. intermedia-IgY 能够有效抑制妊娠期龈炎的发展
进程。

Yamanaka et al［15］ 研究发现当 P. intermedia
ATCC25611 以 1 × 109 CFU /ml 浓度经皮下注射
BALB /c小鼠腹股沟区连续 3 d 即可观察到明显的
脓肿形成，这也与本实验中生理盐水孵育组病理切
片中观察到的微小脓肿形成相吻合。

本实验利用 P. intermedia 全菌抗原免疫蛋鸡制
备高效价的抗 P. intermedia-IgY，将其作用于大鼠实
验性妊娠期龈炎，可减轻炎症表现，靶向抑制大鼠实
验性妊娠期龈炎的发展进程，预防大鼠实验性妊娠
期龈炎的发生及发展，为抗 P. intermedia-IgY的大规
模生产及应用提供实验依据。
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Preparation of egg york antibody aganist Prevotella intermedia
and its preventive effect on expeimental pregnancy gingivitis

Wang Xiaojing1，2，Xu Yan1，2，Meng Mingli1，2，et al
( 1College of Stomatology，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Affiliated Stomatological

Hospital of Anhui Medical University，Key Lab of Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To prepare and purify anti Prevotella intermedia yolk antibody ( anti P. intermedia-IgY) ，
and observe its preventive effect on rat experimental pregnancy gingivitis． Methods P. intermedia was cultured
anaerobically，inactivated with 2% formaldehyde，with final concentration of 1 × 109 CFU /ml bacteria，1 ml( 0. 5
ml liquid + 0. 5 ml adjuvant) / times，4 times the immune layer． Ｒemoved the egg white with yolk separator，sterile
syringe punctured the vitelline membrane，collecting the yolk，two step ammonium sulfate precipitation and purifi-
cation of anti P． intermedia-IgY． SDS-PAGE gel electrophoresis，Western blot and ELISA were used to detect mo-
lecular weight ，specificity and changes in the immune titer of anti P． intermedia-IgY． 30 female SD rats，15 male
SD rats，female ∶ male = 2 ∶ 1 caged for 12 hours． 24 pregnant mice were randomly divided into 4 groups: 0. 12%
chlorhexidine incubation group，anti P． intermedia-IgY incubation group，physiological saline incubation group and
blank control group，to observe the preventive effects of anti P． intermedia-IgY on experimental pregnancy gingivi-
tis． Ｒesults After 4 immunization，the highest titer of antibody was 1 ∶ 512 000，which was maintained at 45 d．
1 g yolk by two step ammonium sulfate precipitation was IgY about 18 mg． SDS-PAGE gel electrophoresis showed
that the purity of purified IgY was 64. 5% ． Western blot showed anti P. intermedia-IgY recognition and specificity
combined with P． intermedia bacterial cleavage fragment． Observation of 0. 12% chlorhexidine incubation group and
anti P． intermedia-IgY incubation group gingival index were significantly lower than that of the saline incubation
group ( P ＜ 0. 01) ，but there was no difference between the two gingival index． Gingival tissue pathology was ob-
served to show that the inflammatory state of the anti P． intermedia-IgY group was less than that of the saline group．
Conclusion After 4 times of immunization，sustaining high titer anti P． intermedia-IgY can be harvested，and anti
P． intermedia-IgY can reduce the experimental pregnancy gingivitis inflammatory state of rats，which has a certain
preventive effect onexperimental pregnancy gingivitis of rats．
Key words Prevotella intermedia; egg yolk antibody; pregnancy gingivitis
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