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特异性抗变形链球菌鸡蛋黄抗体 IgY
对定菌鼠龋齿发生的影响

樊明文　江千舟　边　专　李宇红　刘宁慧

【摘要】　目的　研究特异性抗变 IgY形链球菌鸡蛋黄抗体对定菌鼠龋齿发生、发展的影响。方法 　将 35只

Wistar大鼠随机分为 5组 ,接种耐链霉素的 S . mutans MT 8148 ,并给予致龋饲料 ,使用特异性抗变链的鸡蛋黄抗体

IgY通过不同方式对实验动物进行被动免疫。实验结束后 ,根据 Keyes评分方法作龋齿计分 ,并采用 t 检验进行统

计分析。结果　在食物中添加特异性 IgY冻干粉或经口腔喷雾 IgY漱口水均能显著降低大鼠牙釉质及牙本质外层

龋齿计分。给予含特异性抗体的鸡蛋黄饮食能减低龋齿的发生 ,但与对照组比较无显著性差异。结论　特异性抗

变链的鸡蛋黄抗体 IgY能减少定菌鼠龋齿的发生 ,减缓龋齿的发展。
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【Abstract】　Objective　To investigate the effect of specific anti- streptococcus mutans IgY against streptococcus mutans on

dental caries development in rats. Methods　35 wistar rats were divided into 5 groups : group A received IgY gargle ; group B

received IgY lyophilized powder ; group C received sterilized water as control ; group D and E received egg yolk food with or with2
out specific IgY individually. They were all fed with caries-inducing diet 2000 # . The number of caries scores was counted by the

procedure of Keyes′. Results　There was a significant lower mean of caries scores in groups treated with IgY lyophilized powder

and gargle. By treating with egg-yolk food contained specific IgY, the mean of caries scores decreased comparing with no treatment

group. Conclusion　Local passive immunization with specific anti- streptococcus mutans IgY may be an effective way to prevent

the development of dental caries.
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　　长期以来人们致力于龋病预防的研究 ,早在 20

世纪 60年代末已有学者提出了防龋疫苗的构想 ,期

望通过疫苗有效的阻止致龋菌在宿主口腔内的定居

与粘附 ,达到防龋目的。被动免疫因能避免主动免疫

的一些副作用而日益被人们接受 1 。本课题组在前

期研究中 ,采用变形链球菌葡糖基转移酶 (glucosyl2
transferase ,GTF)过表达株 S . mutans B29-33作为全菌

抗原免疫母鸡 ,成功的从鸡蛋黄中提取了特异性抗变

形链球菌鸡蛋黄抗体 IgY(下面简称抗变链 IgY) 。在

此基础上 ,本实验将抗变链 IgY用于定菌鼠的口腔局

部被动免疫 ,以观察抗变链 IgY对定菌鼠龋齿发生及

发展的影响。

1　材料和方法

1. 1　细菌及培养条件

S . mutans MT8148(武汉大学口腔医学院实验中心保存)

细菌复苏后 ,在厌氧环境 (85 %N2、10 %H2、5 %CO2 )条件下 ,连

续培养于硫酸链霉素浓度递增的 BHI培养基中 ,至耐药浓度

达 1 500 mgΠL。

1. 2　抗变链 IgY漱口水的制备

将特异性抗变链 IgY冻干粉 2 0125 g溶于 100 ml无菌蒸

馏水中 ,直径 0122μm的滤孔滤膜过滤除菌 ,存入喷液瓶中 ,

4 ℃下保存备用。

1. 3　致龋饲料 2000 #制备

每 1 000 g食物含全麦粉 60 g ,蔗糖 560 g ,精炼奶粉 280 g ,

豆粉 40 g ,酵母粉 40 g ,盐 20 g。

1. 4　鸡蛋黄致龋食物的配制

鸡蛋黄致龋食物实验组选用 S . mutans B29-33全细胞免

疫母鸡免疫后第 4至第 10周所产的鸡蛋。鸡蛋黄致龋食物

对照组鸡蛋选用未免疫母鸡所产鸡蛋。将鸡蛋去除蛋清及蛋
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黄膜 ,收集蛋黄液冷冻干燥。鸡蛋黄致龋食物配方 :每 1 000 g

食物含全麦粉 60 g ,蔗糖 410 g ,精炼奶粉 280 g ,豆粉 40 g ,酵母

粉 40 g ,盐 20 g及蛋黄 150 g(约 256 ml)。

1. 5　抗变链 IgY免疫定菌鼠方案

选用同一天出生的Wistar大鼠 (湖北省医学科学院提供)

35只 ,随机分为 5组 ,每组 7只 (雄性 4只 ,雌性 3只)。即 A

组 : IgY漱口水组 ;B组 : IgY食物添加剂组 ;C组 :未加 IgY的对

照组 ;D组 :鸡蛋黄致龋食物实验组 ; E组 :鸡蛋黄致龋食物对

照组。大鼠于出生后 23 d断奶 ,同时 A ,B ,C组给予致龋饲料

2000 # ,D ,E组分别给予相应的鸡蛋黄致龋食物。所有大鼠

均采用含抗生素药物的蒸馏水作为饮用水。各组大鼠编号并

称记体重。大鼠第 26 天龄时改换普通蒸馏水作为饮用水。

第27～29天龄 ,在大鼠牙面上接种浓度为 1×1012 CFUΠL的细

菌 S . mutans MT8148 ,每日接种 1次 ,并于饮用水中加入 1 %的

稀释菌液。细菌接种前后采集大鼠口腔内的细菌样本分析 ,

接种后唾液特定细菌量达 1×107 CFU/ L以上表明定菌成功。

定菌第 3天后开始实施被动免疫 :A组大鼠口腔每日喷 IgY漱

口水 1次 ,喷雾后禁水 30 min ;B组在致龋饲料 2000 #中加入

1 %抗变链 IgY冻干粉 ;C组每日给予蒸馏水后禁水 30 min ;D ,

E组继续分别给予相应的鸡蛋黄致龋食物。大鼠鼠龄第 70

天称重并处死。

1. 6　龋齿计分

将大鼠处死 ,分离颌骨 ,用 014 %紫尿酸铵染色后切片 ,于

体视显微镜下观察各组磨牙患龋情况。参照 Keyes经典龋齿

计分标准计分 , t检验统计分析结果。

2　结　　果

2. 1　实验前后大鼠的体重

各组大鼠在实验前后体重测定结果见表 1 ,2。

统计分析表明 ,实验组大鼠增加的体重与对照组无显

著性差异 ( P > 0105) 。
表 1　A , B, C组大鼠实验前后的体重( �x±s)

Tab 1 　The change of rats′weight in group A , B and C

before and after test( �x±s)

组别
体重 (g)

　实验前　　　　　实验后　　　　　增 加　

A 　50. 43±7. 70 　125. 14±17. 20 　 74. 71±16. 08

B 49. 71±7. 20 132. 86±10. 07 83. 14±7. 43

C 57. 86±12. 75 133. 14±23. 25 75. 29±19. 24

表 2　D , E组大鼠实验前后的体重( �x±s)

Tab 2　The change of rats′weight in group D and E before

and after test( �x±s)

组别
体重 (g)

　实验前　　　　　实验后　　　　　增 加　

D 　53. 14±8. 75 　206. 86±17. 24 　 154. 86±16. 34

E 53. 57±13. 01 195. 5±11. 06 146. 33±14. 24

2. 2　IgY提取物口腔局部被动免疫大鼠

IgY提取物口腔局部被动免疫大鼠后龋齿情况

见图 1～3 , Keyes计分结果见表 3。可见 A组 IgY漱

口水组和 B组 IgY食物添加剂组较 C组未加 IgY对

照组龋齿计分明显降低 ,且有显著性差异。A ,B组与

C组龋损下降率比较表明 A组龋损有大幅度下降 ,牙

釉质及牙本质外层1Π4～3Π4 ,牙釉质及牙本质外层 1Π4

及牙釉质的龋坏分别下降 100100 %、81181 %、

39111 %。

图 1　大鼠非龋齿剖面观　体视显微镜　×16

Fig 1 　Non-caries rats teeth observed from cross section 　stereomicro2
scope　×16

图 2　大鼠龋齿剖面观 ,红色染色表明有龋损 (肉眼)

Fig 2　Rats caries observed from cross section , caries have red staining

(naked eye)

图 3　大鼠龋齿剖面观　体视显微镜　×16

Fig 3　Rats caries observed from cross section　stereomicroscope ×16

表 3　A , B, C组大鼠龋齿计分( �x±s)

Tab 3　Caries scores of rats in group A , B and C( �x±s)

组别
龋齿计分

牙釉质及牙本质
外层 1Π4～3Π4

　　
牙釉质及
牙本质外层 1Π4

　　　　牙釉质　　

A 0. 000 0±0. 000 0 33 4. 571 4±1. 509 6 33 23. 142 9±4. 972 8 3

B 3. 285 7±1. 392 4 33 17. 000 0±2. 690 4 3 30. 714 3±3. 434 5

C 9. 000 0±0. 944 9 25. 125 0±1. 694 9 38. 000 0±1. 653 8

3 P≤0. 05 , 33 P≤0. 01
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2. 3　含特异性抗体的鸡蛋黄致龋食物被动免疫大鼠

含特异性抗体的鸡蛋黄致龋食物被动免疫大鼠

Keyes龋齿计分结果见表 4。统计分析表明 ,给予含

特异性抗体的鸡蛋黄饮食能降低龋病的发生。但鸡

蛋黄致龋食物实验组大鼠龋齿计分与鸡蛋黄致龋食

物对照组无显著性差异 ( P > 0105) 。
表 4　D , E组大鼠龋齿计分( �x±s)

Tab 4　Caries scores of rats in group D and E( �x±s)

组别

龋齿计分

牙釉质及牙本质
外层 1Π4～3Π4

　　
牙釉质及
牙本质外层 1Π4

　　　　牙釉质　　

D 0. 000 0±0. 000 0 6. 857 1±1. 298 9 21. 200 0±4. 317 4

E 1. 200 0±0. 800 0 9. 000 0±2. 863 6 25. 428 6±1. 688 3

3　讨　　论

变形链球菌是目前公认的龋病致龋菌3 ,4 。变形

链球菌能发酵蔗糖产酸 ,耐酸 ,能在很低的 pH值下

生存 ,造成牙齿脱矿 5 。变形链球菌所合成的细胞外

葡聚糖有利于细菌的附着和聚集于牙面获得性膜表

面 ,更有利于细菌对牙面的破坏。因而 ,人们使用特

异性抗体中和变形链球菌的毒力因子 ,以期达到抑制

致龋菌在口腔中的致病性 ,预防龋病发生的目的。

鸡蛋是人们的日常食品。鸡蛋黄抗体作为生物

制品 ,局部使用对机体无负面影响。本实验中各组大

鼠生长状况良好 ,实验组与对照组大鼠在实验前后体

重变化无差异。本实验采用基因工程合成的变形链

球菌 GT高表达株作为疫苗免疫母鸡 ,该菌株 GTF的

表达量为野生型变形链球菌的 5倍以上6
,且具有较

强的免疫原性。GTF在介导变形链球菌对牙面的粘

附过程中发挥着重要的作用。采用 GTF为免疫原所

诱导的抗 GTF抗体能阻止变形链球菌对牙面的粘

附 7 。制备的特异性抗变形链球菌 IgY用于被动免

疫定菌鼠 ,结果显示特异性 IgY能降低大鼠龋齿的发

生 ,延缓龋齿的发展。其中将 IgY冻干粉直接加入食

物或配制成漱口水用于局部被动免疫大鼠效果较好 ,

较对照组有显著性差异。漱口水组较对照组在牙釉

质及牙本质外层 1Π4～3Π4 ,牙釉质及牙本质外层 1Π4

和牙釉质的龋损下降达 100100 % ,81181 % ,39111 %。

这表明抗变链 IgY抗体作用于局部效果较作用于全

身好。它能够在口腔局部范围内抑制细菌的粘附及

产酸能力 ,对口腔局部防龋起到较好的作用 ,同时也

表明它作用于全身不引起机体的变化 ,对机体影响

小。抗变链鸡蛋黄抗体制备工艺简单 ,容易大规模生

产 ,用于被动免疫防龋将有良好的前景。
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