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牛乳中抗幽门螺杆菌特异性抗体的 

间接ELISA法的建立 
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(1．东南大学公共卫生学院，江苏南京 210009；2．河北省疾病预防控制中心，河北石 

家庄 050021；3．河北医科大学，河北石家庄 050020) 

[摘 要] 目的 建立抗幽门螺杆菌(Hp)特异性抗体的EI ISA检测方法，用于牛乳中抗Hp特异性 

抗体的检测。方法 超声Hp全菌抗原接种奶牛，按多克隆抗体制备技术制备牛抗Hp抗血清。用纯化 

牛IgG 免疫家兔 ，制备兔抗牛IgG多克隆抗 体。硫酸铵盐析 ，DEAE 32柱层析分别纯化 牛与兔IgG。兔 

抗牛 IgG 以辣根过氧化物酶标记 。用 Hp全菌抗 原包被反应板 ，建立间接EI ISA法用于牛乳抗Hp抗 

体的检测 。结果 建立的抗 Hp间接 ELISA法 的最佳包被抗原量 为 1．47 g／孔 ，HRP一兔抗牛IgG l： 

600稀释，标准曲线方程 为A一0．01 24+0．3988 lnC，相关 系数 r一0．999 8，线性 范围为 1．8～145 ug／ 

ml，回收率在 86．4 ～92．8 ，变异系数 为9．4 ～l 2．3 。结论 初步 建立牛乳 中抗Hp抗 体的间接 

EI ISA测定法 ，可用于Hp免疫牛乳中抗 Hp特异性 IgG 的检测 。 
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[Abstract] Objective To develop an EI ISA method for specific detection of anti—Helicobacter 

pylori antibodies from bovine immune milk． Methods Cows were immunized routinely with Hp 

sonicate antigens，and rabbits were immunized with purified bovine IgG．Bovine anti—Hp and rabbit 

anti—bovine polyclonal antibodies were purified with ammonium sulfate and DEAE一32． Indirect— 

EI ISA was developed for detection of anti—Helicobacter pylori IgGs in milk with HRP—rabbit anti— 

bovine IgGs．Results The optimal working dose of coating antigens was 1．47>g／well and the 

dilution of HRP—rabbit anti—bovine IgGs was 1：600． The standard equation of the indirect—EI ISA 

was OD= 0．0 1 24+ 0．3988 LnC and the correlation coefficient was 0．999 8．Linear range Of anti—Hp 

IgG detection was 1．8～ 145／lg／m1．The anti—Hp IgG recovery rate varied from 86．4 to 92．8 

with the range of coefficient of variation as 9．4 V0～ 1 2．3 ．Conclusion The indirect—El ISA 

developed in this study can be used to detect anti—Hp specific IgG in bovine immune milk． 

EKey words] Helicobacter pylori；Immune milk；Indirect EI ISA 

牛乳及乳制品在世界范围广泛应用，有学者将 

某些免疫原接种奶牛 ，获得高效价抗体的牛乳用于 

被动免疫 ，随着研究的深入，国内外 已有相应的乳产 
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论 著 

品问世 ，其免疫防治的范围也 日益扩大。j。基于口服 

抗体的应用前景 ，目前国内外已有多家单位开始 

研制抗 Hp免疫乳的免疫防治作用。由于口服免疫 

具有非侵人性、符合人们 的饮食习惯，可有效 的多 

次、长期免疫，有免疫依从性好、免疫效果可靠等特 

点，相关研究亦发现 口服免疫在消化道疾病的防治 
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中有着明显效果 ，因此在防治消化道疾病中也有着 

广阔的应用前景。 

自1983年从病人 胃活检标本分离培养出幽门 

螺杆菌(Helicobacter pylori，Hp)，人们对幽门螺杆 

菌的研究和认识日益深入。由于幽门螺杆菌的高感 

染率及临床耐药菌株日益增多易复发，人们把对Hp 

的控制亦寄希望于口服免疫 j。在口服免疫防治幽 

门螺杆菌感染方面，抗幽门螺杆菌特异性抗体 的效 

价是评价免疫牛乳及相关乳制品免疫学价值的一个 

重要方面。本次研究建立了定量检测抗幽门螺杆菌 

特异性抗体的间接 ELISA法用于测定免疫牛乳中 

抗幽门螺杆菌特异性抗体的水平。 

1 材料与方法 

1．1 材料与动物 泌乳期的荷斯坦奶牛，体重 650 

kg，由河北省利盟高新技术有 限公 司提供；新西兰 

兔，二级动物 ，雄性，体重 1．7 ，由河北医科大学 

动物 中心提供 ；DEAE一32、辣根过氧化物酶 (HRP) 

购自Sigma公司；酶联免疫检测仪(华东电子管厂)， 

SL一2数控层析冷柜 (北京四环科学仪器厂)。 

1．2 牛 抗 Hp抗 体 的 制 备 以 Hp标 准 株 

NCTC11637经传代扩增得到菌体，生理盐水洗涤 

后稀释至浓度为10。cFu／ml，反复冻融，超声粉粹 

10次，每次间隔 1 min，与等体积完全福氏佐剂充分 

乳化后腋下注射，第一次免疫后2周和4周分别改用 

不完全福氏佐剂进行 2次加强免疫 ，以后每 4～8周 

加强一次。 

1．3 牛抗 Hp抗体的分离纯化及鉴定 取 免疫后 

牛血 清经 50 9／6、33 、33 9／5饱 和硫 酸铵 粗提 后，上 

DEAE一32柱 (16 cm×1．8 cm)以pH6．5 PB(0．05 

mol／L)和pH7．0 NaC1(()．05 mol／L)梯度洗脱，洗脱 

速度1 ml／min，收集2 ml／管，紫外监测蛋 白质峰 ，收 

集高峰，测蛋 白质浓度(紫外法 )为 1．45 mg／ml，分 

装后低温保存。另取纯化前牛抗血清、饱和硫酸铵粗 

提物、纯化牛IgG及标准牛IgG作SDS—PAGE，鉴定 

所纯化牛 IgG的纯度。 

1．4 兔抗牛多克隆抗体的制备与纯化 新西兰免驯 

养 1周后，以纯化牛IgG 1．45 mg，加福氏完全佐剂 1 

ml制成油包水制剂，经腹股沟及足跖皮下多点免疫。 

第一次免疫后2周和4周分别改用牛IgG 0．73 mg加 

福氏不完全佐剂1 ml进行2次加强免疫 。间隔1周采 

血测效价>1O (EUSA)，颈动脉放血收集血清(总蛋 

白76．7 mg／m1)，灭活后同1．3方法纯化兔IgG，测其 

蛋 白质浓度1．37 mg／ml，得率 3．6 ，SDS—PAGE鉴 

定纯度>90 9／5，分装后一20 C保存备用。 

1．5 兔抗牛 IgG的辣根过氧化物酶(HRP)标记 

取HRP 5 mg溶于pH5．6 0．2 mol／I 醋酸盐缓冲液 

0．5 ml中，加入新鲜配制 的 0．1 mol／L NaIO 0．25 

ml，混匀。置4 C 30 min，加入2．5 乙二醇0．5 ml， 

混匀，置室温30 min。加入待标记抗体5～10 mg，用 

1．0 mol／L pH9．5 CBS调pH 至9．0，混匀。4 C过夜 

后加NaHB 0．1 ml(0．5 mg)混匀。4 C 2 h后，用生 

理 盐水透析 24 h，其 中更换三次透析液 ，每次 300 

ml，透 析完 毕加 1／3～ 1／2量 的 中性 甘 油后 分装 
一 20 C保存。 

1．6 间接 ELISA ①以Hp超声全菌蛋 白质包板 ： 

Hp(NCTC11637)新鲜培养物收 于生理盐水 中，水 

浴超声 6次，每次间隔1 min。蛋 白质浓度1．47 rag／ 

mI，作 l：100稀释，包被浓度 14．7>g／ml，每孔加抗 

原 100 l(1．47 g)，4 C过夜；②弃去抗原包被液， 

PBS T洗板 ，拍干，10 g／I BSA 封闭，4 C过夜；⑧ 

PBS—T洗板，拍干，密封 4 C保存备用；④标准曲线： 

纯化牛抗Hp抗体以1：10，1：100，1：200，1：400 

⋯ ⋯ 作倍比稀释，每孔加 100 l，复孔，4 C过夜；⑤ 

次 日弃一抗 ，PBS—T洗板 ，拍干；⑥加 HRP一兔抗牛 

IgG 1：600稀释液100 l／孔 ，37 C水浴30 min后弃 

去，PBS—T洗板，拍干；⑦加显色剂A 50 l、显色剂B 

50 l，显色10～15 min；⑧终止液终止显色，振荡混 

匀于酶标仪 X450 nm 比色。 

1．7 最佳 包被抗原量的选择 试验中对包被抗原 

进行 1：2、1：5、1：10、1：20、1：50、1：1()()、1： 

200、1：500、1：1000系列稀释，采用常规包被条件 

包板，进行牛抗Hp抗体的间接ELISA分析 ，根据包 

被抗原与包被板结合的饱和程度确定最佳包被量， 

用于标准曲线的建立。 

2 结 果 

2．1 牛抗Hp抗体的SDS—PAGE 纯化前牛抗血清 

总蛋 白81_4 mg／ml，分离提纯后得率为 3．14％。经 

SDS—PAGE电泳可得分子量 (MW)55 kD左右的重 

链 条带和 25 kD左右的轻链条带 ，与标准牛 IgG相 

比，蛋 白质条带及纯度相似(见图 1)。 

2．2 间接ELISA 在最佳包被抗原量为1．47>g／{L 

的包被条件下 ，采用10 g／L BSA封闭液，HRP一兔抗 

牛IgG 1：600稀释 ，对系列稀释的纯化牛抗 Hp特 

异性IgG建立间接ELISA的标准曲线，其方程为 

— 0．0124+0．3988 lnC，相关系数r：==0．999 8；该方 

法检测的线性范围为 1．8～145>g／ml。 
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2．3 回收率测定 在未免疫奶 牛的对照牛乳 中分 

别 添加纯化 的抗 Hp特异性 IgG 100、50、25、12．5 

~g／ml，结果见表 1，回收率在 86．4 ～92．8 之间， 

变异系数为 9．4 ～12．3 。 

表 1 抗幽门螺杆菌特异性 IgG在牛乳中的添加回收率 

M W  

97．4kD ———◆ 

66．2kD ———◆ 

43kD ———— 

3lkD — 

20．1kD — 

14．4kD ——— 

l 2 3 4 5 国内亦进行了卵黄 IgY对 SS1感染小鼠的被动免疫 

治疗作用的研究 ，发现 IgY可 以清除 SS1在小 鼠体 

内的定植 ，减轻胃局部炎症ll j。这些研究均表明被 

动免疫在 Hp感 染的预防和治疗 中具有重要 的意 

义 。 

由于牛乳服用安全 ，又有较完善的质量监控和 

评价系统 ，因此开发抗 Hp的免疫乳及乳制品可能 

有助于控制 Hp的高感染特征．。本次研究建立了间 

接EI ISA方法检测牛抗Hp特异性IgG，与双向琼脂 

糖扩散法相比，间接 ELISA方法的检测灵敏度大大 

提高，其最低可检测的抗 Hp—IgG的浓度为 1．8／ag／ 

ml，且其对各浓度添加抗体 的回收率均在 85 以 

上 。这一方法可用于 Hp免疫牛乳及相关乳制品中 

抗 Hp特异性抗体的监测 ，为评价抗Hp免疫乳的免 

疫学价值提供灵敏、可靠的检测手段。 

l 、 

泳道 1：蛋 白质分子量标 ；位(kD)；泳道 2：牛抗 Hp血 清； 

泳道 3：牛抗 Hp血 清饱 和硫酸铵 粗提 物 ；泳道 4：DEAE一32 

纯化牛抗 Hp—IgG；泳道 5：牛 IgG 标准品 

图 1 纯化牛抗 Hp—IgG的SDS—PAGE图谱 

3 讨 论 

Hp定植 于人类上消化道，与慢性 活动性 胃炎 

(B型)、消化性溃疡和粘膜相关淋 巴样组织淋巴瘤 

密切相关 ，并与胃癌发生率有流行病学的相关性 。 

面对 Hp的高感染率和临床耐药增加，国 内外 已开 

展了多项抗 Hp特异性免疫球蛋 白的被动免疫研 

究 ，早在 1993年 Thomas等 10j发现接受Hp阳性 的 

母亲哺乳的婴儿 ，其 Hp感染的发生时间延迟，表明 

母乳中抗 Hp特异性抗体能保护 婴儿 免受早期感 

染。Blahchard等⋯ 应用抗尿素酶IgA71和IgG40在 

体外与 Hf共育后接种小鼠，可预防Hf定植／感染。 
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多发性骨髓瘤误诊1例 

张玲玲 ，王 勇，邵先安 

(解放军第 123医院，安徽蚌埠 233015) 

[蓑键词] 多发性骨髓瘤；误诊 
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1 病 案摘要 

患者，女，55岁，半年前出现头晕伴有全身疼痛不适，疼 

痛 以右侧髋关节 明显 ，无肢体功能障碍，无发热 ，多次在 当地 

医院就诊 ，诊断为“类风湿性关节炎”，给予对症治疗 ，效果欠 

佳 。于 2007年 3月 19日来 院就诊 ．查体 ：体温 36．3 C，脉搏 

110次／分 ，血 压 1 60／100 mm Hg，头颅五官 无异 常 ，双肺呼 

吸音正常 ，心率 110次／分 ，律齐 ，各瓣膜无病 理杂音，腹部无 

异常 ，双下肢不肿 ，四肢关节活动 自如 ，无肿痛现象 。辅助检 

查示 ：白细胞 6．5×1O。／I 、红细胞 2．6×1O ／I 、血红蛋 白 81 

g／I 、血小板 175×10。／L、血沉 1 38 mm／h；总蛋 白 162 g／I 、 

白蛋 白28 g／L、球蛋 白134 g／L、白球 比0．21；免疫球蛋白IgG 

8．36 g／L，免疫球 蛋白 IgA 0．51 g／I ，免疫球 蛋 白IgM 0．76 

g／I ；尿 本周 蛋 白阴性；类风 湿 因子 阴性 ；抗 链球 菌 溶血 素 

“o”阴性 ；柯萨奇病 毒阴性 。初诊为贫血原因待查、多发性骨 

髓瘤待排 。入院 2日即行骨髓穿刺检查 ，提示原始浆细 胞占 

有核细胞 的5 ，幼稚浆 细胞 占有核细胞的25 ，确诊为多发 

性骨髓瘤 (MM)。骨髓象显示 ：主要为浆细胞系异常增生 ，并 

有质 的改变 ，进一步的实验 室检查见外周血涂片中出现大量 

幼稚细胞，而该类细胞形态规则呈圆形、椭圆形，核不规则， 

呈 圆形 、不规则畸形 ，染 色质呈粗颗粒状 ，少数可 见核仁 ，浆 

量丰富 ，具有泡沫感；且成熟红细胞呈缗钱状排列 。患者拒绝 

进一步治疗 ，自行出院。 

2 讨 论 

多发性骨髓瘤 (multiple myeloma，MM )是指浆细胞异 

常增生的恶性肿瘤 ]。骨髓内有异常浆细胞 (或称骨髓瘤细 

胞 )的增殖 ，引起骨骼 的破 坏 ，易导致贫 血和 肾功 能损 害等 ； 

· 个 案 · 

血清出现单 克隆免疫球蛋 白，尿 内出现本周蛋 白。本 例患者 

只表现出MM 的早期 症状 ，即骨痛 ，没有出现骨骼浸润 、破坏 

及肾功能损害等临床体征，心肺及骨盆平片未见明显异常， 

尿本周蛋 白也是阴性 ，这种情况在 MM 中很少 见 ，容易造成 

误诊。该患者因头晕，全身疼痛不适，以右侧髋关节为重而就 

医 ，当地医院未行相关 的辅助检查 仅凭关节疼痛诊 断为“类 

风湿性关节炎”。患者入 院后血液生化检查提示球蛋 白高达 

1 34 g／I ，白球 比明显 倒置 ，考虑 血液系 统疾病 而行 骨髓穿 

刺 ，检查结果显示 ：原始+幼稚浆细胞异常增生 ，占有核细胞 

的3O ，且有质 的改变 ，外周血涂片中出现 大量幼稚细胞 ，且 

成熟红细胞呈缗钱状排列而得已确诊。综合误诊的原因，我 

们认为：多发性骨髓瘤的临床表现复杂，早期临床表现不明 

显，首诊医生不应该只根据患者简单的主诉和单一的临床症 

状而主观诊断为某一疾病一 ]。作为临床医生，不能放过任何 

一 个蛛 丝马迹 ，应结 合I临床实验室 的检查 ，从而提 高早期诊 

断率 ，减少误诊 ，这对疾病 的治疗 和延长患者生存期 具有重 

要 的意 义。 
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