
本研究为国家教委博士点科研基金资助
作者单位: 610041　华西医科大学口腔医学院 (李富明,罗宗
莲) ,卫生部口腔生物医学工程重点实验室 (张静仪,吉庆勇) ,华西
医科大学药学院 (杨继虞)

·专栏论著·

变形链球菌表面蛋白 P1与
PCG, CTB的偶联实验

李富明　罗宗莲　张静仪　吉庆勇　杨继虞

摘要　利用共价偶联剂 SPD P 将纯化的变形链球菌表面蛋白抗原 P1与霍乱毒素B 亚单位 (CTB )或前霍乱原类毒

素 (PCG)分别进行偶联并进行偶联效果鉴定,以获取更为有效的防龋抗原。结果:所得偶联物 P12PCG, P12CTB 同

时具有与神经节苷脂 GM 1特异结合的特点,又具有 P1的免疫特性,为进一步进行免疫防龋实验提供了有效的抗

原。

关键词　变形链球菌　表面蛋白　霍乱毒素　前霍乱原类毒素

　　研究结果表明用变形链球菌 (变链)全菌抗原

免疫可以获得明显的防龋效果。但变链全菌中含有

人体心脏交叉反应抗原。寻找安全、有效的防龋抗

原是目前主动免疫防龋的重要环节。变链分子量为

185 kD 的表面蛋白 P1 能与唾液蛋白选择性地结

合,从而介导变链在牙面的粘附,是变链的重要粘

附素 1, 2 ,而抗 P1的抗体可以干扰和抑制变链在牙

面的粘附,并能阻止变链在菌斑内的定居,从而达

到防龋的目的。由于 P1具有很强的免疫性,因而被

认为是很有希望的防龋疫苗。

霍乱毒素 (CT ) ,含有一个A 亚单位 (CTA )和

5 个B 亚单位 (CTB ) , CTA 是霍乱菌的毒力部分,

CTB 使霍乱菌在肠粘膜表面定居并致病。CT 和

CTB 具有极强的粘膜表面附着能力和粘膜免疫增

强作用 3, 4 。在体外实验中,L ycke等发现CT , CTB

能加强机体产生特异的外分泌液 S IgA 和血清 IgG

抗体 3, 4 。在局部粘膜免疫研究中, CT , CTB 已广泛

地运用于霍乱、麻疹、流感等疾病的疫苗研制中。一

些学者认为, CT 的存在是CTB 发挥免疫增强效果

所必须的。PCG是霍乱毒素CT 经热聚合后减毒的

产物 5 ,含有CTA , CTB 两种成分。

本实验的目的是利用共价偶联的方法,将变链

表面蛋白 P1 与 PCG, CTB 偶联, 以探讨其免疫特

性,为进一步进行免疫防龋实验打下重要的实验基

础。

1　材料和方法

1. 1　变链表面蛋白抗原 P1的制备

1. 1. 1　细菌培养　变链m utansM T 6 R (血清型 c)由华西

医科大学卫生部口腔生物医学工程重点实验室提供,经形

态学、生物学及血清学鉴定后,在 T PY 液体培养基中,按常

规兼性厌氧培养的方法进行纯培养。

1. 1. 2　P1的纯化　采用黄定明等的方法 1, 6 利用低温乙

醇沉淀法,提取 P1的粗提取液。将粗提物与标准分子量蛋

白 (美国 G IBCO BRL )一起进行 SD S2PA GE 分析电泳, 确

定 185 kD 的条带位置后 (图 1a) ,进行 SD S2PA GE 制备电

泳,将只含 P1的凝胶切下,进行透析电泳。收集透析杯管部

的 P1,即为纯化的 P1,见图 1 a。

1. 1. 3　P1的鉴定　a. 纯度鉴定: 将纯化的 P1和 P1 粗提

物一起作 SD S2PA GE 电泳,见图 1 b。

b. 血清学鉴定: 将纯化的 P1用兔抗 P1 (A gÉ öÊ )的

标准血清 (美国MW R ussell教授惠赠)进行免疫双向扩散

实验,结果见图 2。

1. 2　P1与CTB , PCG的偶联实验

参考Czerk in skey等人的方法 7, 8 。

1. 2. 1　材料准备　P1: 在 0. 1 molöL pH 7. 6的 PB 中透析

过夜。浓度为 1144 m göm l。

CTB: 由北京军事科学院生物所提供, 在 011 molöL、

pH 716的 PB 中透析过夜备用。浓度为 1 m göm l。

PCG: 由卫生部成都生物制品研究所提供, 用 011

molöL、pH 716的 PB 配成 1 m göm l备用。

SPD P (CN 2Succin im idyl2( 32 2 2Pyridyl ]2D ith io ) p rop i2
onate) : 西德Boeh ringer M ann hein Gm bH 产品, 用无水乙

醇配成 2 m göm l。
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二硫苏糖醇 (D T T ) :用 011 molöL N aA c2Buffer (含 011

molöL N aC l pH 415)配成 50 mmolöL 的浓度。

1. 2. 2　方法　纯化的 P1及CTB ,分别以 1∶10 和 1∶30

的摩尔比与 SPD P 作用 30 m in 后, 在 0101 molöL pH 714

PBS 中, 4℃搅拌下透析过夜, 再将 P1 和 SPD P 的偶联物

P12SPD P 与D T T 作用,室温 30 m in 后置 4 ℃下 0101 molö

L , pH 714的 PBS中搅拌,透析过夜。然后与CTB 的处理液

混合,室温 20 m in 后, 4 ℃过夜,次日透析。即得 P1和CTB

的偶联产物。

P1和 PCG 偶联方法同 CTB。偶联的产物分别以 P12
CTB , P12PCG表示。

1. 2. 3　鉴定　利用 CTB 能特异地与单涎神经节苷脂

(monosialo2ganglio side, GM 1)结合的特点进行鉴定。采用

GM 12EL ISA 法 7, 8 ,可同时鉴定偶联物是否具有CTB 的粘

附性质和 P1的抗原性。

( a)用 0101 molöL pH 712 PBS 将 GM 1 (Sigm a)配成 5

Λgöm l,以 100 Λlö孔的量包被 96孔板 (美国, F low L aborato2
ries, Inc. )后, 37℃4h 后放 4℃冰箱过夜。

(b)吸取包被液,用 115%的BSA 封板,室温 2 h,洗板。

(c)加入不同的抗原: P1 10 Λgöm l, P12PCG 10Λgöm l,

P12CTB 10Λgöm l, 对照孔中加入稀释液 PBST (PBS 中加

T uw een220 015ö1000)每孔 100 Λl, 37℃1 h,洗板。

(d)加入大鼠抗 P1血清 (1∶20) , 37 ℃1 h,洗板。

(e)加入兔抗大鼠 IgG 血清 (1∶100,军事科学院流行

病学研究室提供) , 100 Λlö孔。37℃1 h,洗板。

( f)加入羊抗兔 IgG 联酶 (辣根过氧化物酶)抗体 (1∶

1000) , 37℃1 h,洗板。

( g ) 加入 TM B ( 3, 3’, 5, 5’2T etram ethylbenzidine, E.

M erck) ,每孔 100 Λl, 10 m in 后,加入 1% SD S终止反应,观

察结果。出现阳性反应孔者照像。图 1, 3。

2　结　　果

2. 1　从图 1 可见,经 SD S2PA GE 制备的 185 kD ,

表面蛋白为一 条电泳带, 表明所纯化的变链表面

蛋白达到了电泳纯。

2. 2　经双向扩散实验,证明提取物可与抗蛋白 P1

(A gÉ öÊ )血清发生特异抗体反应,说明所制备的

抗原即为蛋白 P1 (A gÉ öÊ ) (图 2)。

2. 3　从图 3 可看出, 只有加入了与 CTB 或 PCG

偶联的 P1时,才出现了阳性反应,显蓝色。加入未

经偶联的 P1 时,呈现阴性反应,不显色,对照孔中

也为无色的阴性反应。CTB, PCG 能与 GM 1 特异

地结合, P1只有与其呈偶联结合同时又保持了 P1

的抗原性质,才能出现阳性反应。结果证明 P1已与

CTB 或 PCG化学性偶联结合。

3　讨　　论

3. 1　SPD P 是一种双功能偶联剂,其分子两端的二

硫键可以与不同的蛋白质成分进行共价偶联 7 。变

链表面的蛋白 P1 是一种糖蛋白抗原,通过与大分

子的免疫增强剂结合,能加强其免疫刺激作用。本

实验利用 SPD P 对变链表面蛋白 P1 与 CTB 或者

PCG进行偶联,经 GM 12EL ISA 实验证明所得偶联

物 P12CTB 和 P12PCG 保持了 P1 的抗原特性和

CTB 的粘附性质。所得产物均一,稳定。

3. 2　靶抗原释放系统 ( target an tigen delivery sys2
tem )的研制,是目前胃肠免疫的热点问题 9 。通过

研制出特定的抗原释放系统,使不同的抗原物质能

特异地介导到特定的刺激部位,从而达到增强免疫

的目的 10 。在胃肠道较广泛地分布有肠道相关淋

巴组织 (GAL T ) ,M 细胞是其中最重要的抗原传递

细胞。研究表明, CTB 无毒性,能特异地与小肠表

面的 GM 1 结合, 与 CTB 联结一起的其它抗原成

分,能在CTB 的介导下与 Peyer’ s Patches结合,刺

激M 细胞,延长抗原在肠道停留时间,以达到增强

抗原的刺激作用,这也是 CTB 的粘膜免疫增强作

用的重要方面 10 。

PCG 是霍乱毒素经热聚合消除了毒力后的产

物,含有CTA 和CTB。研究表明霍乱毒素CT 是一

种极强的粘膜免疫增强剂, P1和CTB 或 PCG偶联

后,能利用 CTB 的粘附作用而较长时间地停留于

肠道不致被清除,从而加强其免疫刺激作用。

(本文图见中心插页 4)　　

4　参考文献

1 黄定明. 变链表面蛋白 P1 对人体唾液粘附的机理探讨.

华西医科大学研究生学位论文, 1993: 12～ 13

2 罗宗莲,黄定明,周学东. 变形链球菌É 型M utans表面蛋

白 P1的粘附作用. 上海口腔医学, 1995, 4: 201

3 L ycke N , StroberW. Cholera toxin p romoted B cell iso type

differentiation. J Imm unol, 1989, 142: 3781

4 B rom ander A , Holm gren J, L ycke N. Cholera toxin stim u2

lates IL 21 p roduction and enhances antigen p resentation by

m acrophages in vitro. J Imm unol, 1991, 146: 2908

5 卢锦汉,章以浩,赵　锐,主编. 医学生物制品学. 北京: 人

民卫生出版社, 1995: 328～ 342

6 谢佐理. 抗变形链球菌 185 kD 表面蛋白抗原单克隆抗体

的制备及其免疫防龋的初步研究. 华西医科大学博士学位

论文, 1993: 8～ 9

·64· 华西口腔医学杂志　W CJS　1997年 2月第 15卷第 1期　　　　　　　　　　　　　　　　　



7 Czerk insky C, RussellMW , L ycke N , et al. O ral adm inis2

tration of a Strep tococcal antigen coup led to cholera toxin B

subunit evokes strong antibody responses in salivary glands

and extram ucosal tissues, Infect Imm un, 1989, 57: 1072

8 RussellMW , W u HY. D istribution, persistence, and recall

of serum and salivary antibody responses to peroral imm u2

nization w ith p ro tein antigen É öÊ of Strep tococcusm utans

coup led to the cholera toxin B subunit. Infect Imm un,

　 1991, 59: 4061

　 　

9 Redm an TK, Harmon CC, L allone RL , et al. O ral imm u2

nization w ith recom binant salmonella typhim urium exp ress2

ing surface p ro tein A of Strep tococcus sobrinus: Dose re2

sponse and induction of p ro tective humoral responses in

rats, Infect Imm un, 1995, 63: 2004

10 Kraehenbuhl JP, N eutra M R. M olecular and cellular basis

of imm une p ro tection of m ucosal surfaces, Ph isio l Rev,

1992, 72: 853

(1996- 10- 24收稿)

Con juga tion and Iden tif ica tion of the Surface Prote in An tigen

P1 from Streptococcus mutan sM T6R with the Cholera Tox in B

Subun it and Procholerageno id
L i Fum ing, L uo Zonglian, Zhang J ingyi, et al

Colleg e of S tom atolog y , W est Ch ina U niversity of M ed ical sciences

Abstract
To m ake an effeetive an tigen to p reven t den tal caries, the surface p ro tein an tigen P1 (A g É öÊ ) w as purified and iden tified

by the rabbit an ti2A g É öÊ serum and w as covalen tly con jugated to CTB and PCG by SPD P respectively. GM 12EL ISA show ed

that bo th the con jugated P12CTB and P12PCG possess the ability to bind GM 1 specifically w ithout lo sing the an tigen icity of P1.

T h is results show ed that the con jugated an tigens could be used in the imm une p reven tion again st den tal caries.

Key words:　Strep tococcusm utans　　surface p ro tein　　con jugation　　cho lera tox in

牙科综合治疗机水路系统的改进

许志勇　王光耀　王正钱

　　国产牙科综合治疗机高速涡轮手机大多采用自来水
系统供水。水压变化较大时常需要调节,操作繁琐而易使旋

钮失灵,若停水则无法工作。水质对于高速精密的手机影响

较大。自来水管内的锈蚀与日俱增,每天初开供水开关都会

有锈水流出,污染机头。水中的微小颗粒和污物会堵塞治疗

机水路及高速手机,影响治疗的正常进行,并影响患者的健

康。本文介绍一种供水方法,使综合治疗台的手机拥有一套

独立的加压、供水系统,用上蒸馏水。使水质差及供水压力

低或无供水系统地区也能开展此类医疗工作,现就我科对

上海和北京产的两型综合治疗机的水路系统改装介绍如

下。

上海齿科医械厂生产CS600型牙科综合治疗机原装供

水塑料管直径 6 mm ,需用同直径塑料管约 2. 5 m。拔下接

于手机水量调节开关上的原供水管,并将其堵塞。经治疗台

托盘及托盘转臂下沿原水气线路穿设水道。把自设水管接

于手机水量调节开关进水嘴上,用与塑料管外径相同的螺

丝帽套紧。自设水管的另一端接一压缩式喷雾器 (本科采用

浙江鄞县白岳喷雾器厂生产的 3 N Y- 08型多功能手持压

缩式喷雾器,即花卉喷水装置)。将水管外端在酒精灯上边

加热边用一锥形棍扩大内径,套在去掉嘴的喷杆上,以略大

于喷杆直径的螺丝帽套紧。用一钢丝环套住手柄喷水按钮。

喷壶可挂于治疗机托盘支架下,也可放置地板上。使用时在

喷壶内加入蒸馏水约 1500 m l,并加压。通常加压两次壶内

水即可用完,每日停机时将壶柄喷水按钮套圈去下。

北京手术器械厂生产 YKZ- 6A 型牙科综合治疗机,

原供水管直径 4 mm ,需用同直径塑料管 3 m。沿用上述方

法,亦可获得一套加压供净水的装置。

(1996- 03- 27收稿)
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