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抗尖吻蝮蛇毒卵黄抗体口服给药保护剂的研究
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摘要:【目的】比较硫糖铝和5种糖类对抗尖吻蝮蛇(Deinagkistrodonacutus)毒卵黄抗体(IgY)的保护作用,为开发抗尖吻

蝮蛇毒IgY口服制剂提供依据。【方法】通过免疫白来航鸡(Gallusdomesticus),从所产鸡蛋中制备抗尖吻蝮蛇毒IgY。
在不同pH值(2.0,3.0)条件下,于IgY中加入相同剂量的保护剂,用ELISA法测定IgY活性;在pH值为2.0且加入条

件下,加入等于或高于胃内正常质量浓度的胃蛋白酶,后加入不同剂量的硫糖铝,再用ELISA法测定IgY抗体活性;用不

同剂量的保护剂与IgY混合后灌胃小鼠(Musmusculus),在不同时间点(1.5,2.5,3.5h)取血,采用ELISA和 Western法

测定血清中的IgY活性。【结果】在pH值为2.0和3.0条件下,硫糖铝对IgY抗体活性的保护效果均为最佳;在pH值为

2.0且加入不小于胃内正常的胃蛋白酶质量浓度的条件下,体积分数在30%以上的硫糖铝均可提高IgY活性;IgY灌胃

后的小鼠血清中,体积分数为50%的硫糖铝可有效保护IgY活性。【结论】加入硫糖铝作保护剂后能有效提高IgY对胃

酸和胃蛋白酶的抵御作用。
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尖吻蝮蛇(Deinagkistrodonacutus)又称五步蛇,属蝰蛇科(Viperidae)蝮亚科(Viperinae)蝮属(Deinagkis-
trodon),是中国10大毒蛇之一,主要分布在中国南部、老挝、越南北部[1-2]。该蛇蛇毒多属磷脂酶A2、丝氨酸蛋

白酶和金属蛋白酶家族,少部分蛋白质属于去整合素家族。尖吻蝮蛇毒属于血液循环毒,被咬伤后主要引起出

血、水肿、局部坏死甚至死亡[3]。如今用于治疗毒蛇咬伤的特异性抗体是通过免疫马得到的多克隆抗体,这种方

法的优点是产量较大,但是存在费用高、周期长、产量低、有副作用等不足[4]。因此,寻找低伤害、低成本、高产量

且安全性好的高效解毒剂是当代相关科研人员的重要任务。
卵黄抗体(IgY)是存在于禽类、爬行类和两栖类血清中主要的免疫球蛋白[5]。用鸡(Gallusdomesticus)做

免疫宿主比其他哺乳动物有优势,如非侵略性、效价持久、低保守性、少量抗原可诱导高效的免疫反应等[6]。鸡

IgY的分子量为180kD左右,等电点值为6.5~7.5,含氮量约为14.8%,耐反复冻融,热稳定性好[7],是一种极

富前景的蛇毒解毒剂资源。为此,本研究比较硫糖铝和5种糖类对抗尖吻蝮蛇(Deinagkistrodonacutus)毒卵黄

抗体(IgY)的保护作用,为开发抗尖吻蝮蛇毒IgY口服制剂提供依据。

1材料与方法

1.1材料

实验动物为154d龄,每只质量为1kg的健康市售白来航鸡6只,第三军医大学动物实验中心提供的每只

质量为20g健康昆明SPF小鼠15只,本实验室冻存尖吻蝮蛇毒。
主要试剂有弗氏佐剂、PVDF膜(Sigma公司),脱脂奶粉、TMB显色液(鼎国生物公司),兔抗鸡酶标二抗

(EarthOx公司),葡萄糖、蔗糖、菊糖、海藻糖及乳糖(西亚试剂公司),硫糖铝(旭东药业公司)。其他试剂为市售

分析纯。主要仪器有灌胃针(上海埃斯埃公司),Bio-Rad550酶标仪、Mini-PROTEAN电泳仪、凝胶成像系统
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(Bio-Rad公司),96孔板(CorningIncorporated公司),涡旋振荡仪(IKA公司)。

1.2方法

1.2.1蛇毒蛋白含量测定 称一定量尖吻蝮蛇粗毒溶于灭菌生理盐水,用BCA法测蛇毒含量,并将之稀释至

20mg·mL-1。
1.2.2抗尖吻蝮蛇毒IgY的制备 将乳化好的尖吻蝮蛇蛇毒,注射在每只鸡的胸、腹部、双翼、背部及肌肉等处,
初次免疫用完全弗氏佐剂,免疫剂量为0.293mg,第14,35和56d用不完全弗氏佐剂乳化进行加强免疫,免疫

剂量分别为0.586,1.172和1.172mg。每天收集鸡蛋并编号。用辛酸去脂与硫酸铵盐析法制备高纯度的抗尖

吻蝮蛇毒IgY。
1.2.3IgY效价测定与标记 将尖吻蝮蛇毒用抗原包被液稀释为0.015μg·mL-1,包被96孔酶联板,4℃过

夜,37℃封闭2h,依次加入稀释比例为1∶500,1∶1000,1∶2000,1∶5000,1∶7500,1∶10000,1∶15000
和1∶20000的IgY,37℃孵育1.5h后加入HRP酶标兔抗鸡IgY工作液(按1∶10000稀释),37℃孵育1h,
TMB显色,20min后加入50μL浓度为2mol·L-1的硫酸终止反应,酶标仪读取OD450值。阴性对照为免疫前

提取的IgY。
1.2.4不同pH条件下硫糖铝和5种糖类对特异性IgY的保护作用研究 1)pH2.0实验组:在用2mol·L-1

盐酸调节至pH2.0的PBS缓冲液中加入IgY,使之终质量浓度为1mg·mL-1,分别加入质量分数均为30%的

葡萄糖、蔗糖、菊糖、海藻糖、乳糖和体积分数为30%的硫糖铝。以未加糖和硫糖铝的IgY液为对照。ELISA法

测定IgY效价;用PBS缓冲液稀释为1mg·mL-1、pH值为7.0的IgY效价作对照,计算IgY的剩余抗体活性。
2)pH3.0实验组:在用2mol·L-1盐酸调节至pH3.0的PBS缓冲液中加入IgY,使之终质量浓度为1mg·mL-1,
其余按照pH2.0实验组的方法操作。

上述实验液37℃ 维持2h后立即用 NaOH 调pH 至7.0,ELISA法测定IgYOD450值。以测定的IgY
OD450值与对照IgYOD450值之比计算IgY的剩余抗体活性,用AR表示。
1.2.5硫糖铝对胃蛋白酶裂解的保护作用观察 1)pH值为2.0的正常胃蛋白酶质量浓度组:在PBS缓冲液

(pH值为2.0)中加入IgY和0.02mg·mL-1胃蛋白酶,再分别加入体积分数为10%,30%,50%和70%的硫糖

铝,使溶液中IgY和胃蛋白酶终质量浓度分别为1,0.02mg·mL-1,以不加硫糖铝的IgY为对照,37℃维持4h
后立即用NaOH调pH值至7.0,ELISA法测定IgYOD450值。2)pH值为2.0的高胃蛋白酶质量浓度组:按照

pH值为2.0的正常胃蛋白酶质量浓度组的方法操作,但使胃蛋白酶终质量浓度达0.04mg·mL-1。
当pH值为2.0时,加入等于或高于正常胃内质量浓度的胃蛋白酶,再加入不同体积分数的硫糖铝溶液,用

ELISA法测IgY的抗体效价;用PBS缓冲液稀释为1mg·mL-1、pH值为7.0的未经胃蛋白酶处理的IgY效

价为对照,计算IgY的剩余抗体活性,以AR表示。以测定的IgYOD450值与对照IgY的OD450值之比计算IgY
的剩余抗体活性,用AR表示。
1.2.6ELISA法检测IgY灌胃小鼠血清中IgY效价 将小鼠随机分为A,B,C,D,E等5组,每组3只小鼠。其

中,A、B、C组为实验组,分别用含50,100,200mg的抗尖吻蝮蛇毒IgY(均含体积分数为50%的硫糖铝)进行灌

胃,对照组D组灌入200mg抗尖吻蝮蛇毒IgY,对照组E组灌入相同体积PBS缓冲液。灌胃后1.5,2.5,3.5h
后分别取血,分离血清。用间接ELISA法检测血清中IgY效价,以0.015μg·mL-1抗原包被液包被96孔酶标

板,4℃ 包被过夜,以制备的小鼠血清作为一抗,A,B,C组小鼠血清作为阳性对照,分别以1∶1,1∶10,1∶100
进行稀释;D,E组的小鼠血清作为阴性对照,也分别以1∶1,1∶10,1∶100进行稀释;其他具体的步骤与检测抗

尖吻蝮蛇毒IgY效价的ELISA步骤相同。

1.2.7Western法检测抗尖吻蝮蛇毒IgY灌胃小鼠血清中IgY的活性 将小鼠随机分为4组,每组均为3只。
将10μg尖吻蝮蛇毒经SDS-PAGE电泳并转移至PVDF膜,在37℃下,用质量分数为5%的脱脂奶粉封闭1h,
分别加入到用含体积分数为30%的硫糖铝的100mg抗尖吻蝮蛇毒IgY、含体积分数为50%的硫糖铝的100mg
抗尖吻蝮蛇毒IgY、100mg抗尖吻蝮蛇毒IgY灌胃2.5h后采集的血清中,依次分别作为A,B,C组;同时作为

对照组,将蛇毒加入到与上述IgY溶液相同体积生理盐水中,作为D组;4℃孵育过夜。以1∶5000稀释的兔抗

鸡HRP-IgY为二抗,室温反应1h,ECL显色并拍照。

1.3统计学分析

采用GraphPadPrism5.0软件进行统计学处理,组间比较采用单因素方差分析,当p<0.05时视统计结果

有统计学意义。
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  注:A为不加保护剂处理;B~F分别为质量分数均为30%
的葡萄糖、蔗糖、菊糖、海藻糖、乳糖;G为体积分数为30%的硫

糖铝;*表示与对照组相比差异具有统计学意义(p<0.05),下
同。

图1 pH2.0条件下加入不同种保护剂后

IgY剩余抗体活性

Fig.1 TheremnantantibodyactivityofIgY
containingvariousprotectantunderpH2.0

2结果

2.1ELISA测定IgY效价 
以方阵滴定法确定ELISA的最佳抗原包被质量浓度为

0.015μg·mL-1,IgY稀释比例为1∶2000,酶标二抗工作

比例为1∶10000,IgY的ELISA效价为1∶15000。

2.2不同pH条件下硫糖铝和5种糖对特异性IgY的保护

作用

在pH值为2.0和3.0条件下,加入硫糖铝保护剂后

IgY的剩余抗体活性均有明显提高,且具有统计学意义(p<
0.05),而加入糖类保护剂组对IgY的保护作用与对照组相

比差异无统计学意义(图1、图2)。

2.3硫糖铝对胃蛋白酶裂解的保护作用

图3显示,在pH2.0时,正常胃蛋白酶质量浓度(0.02
mg·mL-1)与高胃蛋白酶质量浓度(0.04mg·mL-1)条件

图2 pH3.0条件下加入不同种保护剂后

IgY剩余抗体活性

Fig.2 TheremnantantibodyactivityofIgY
containingvariousprotectantunderpH3.0

下,体积分数为10%的硫糖铝作为保护剂与对照组相比差

异无统计学意义,而体积分数为30%以上的硫糖铝与对照

组相比能明显提高IgY的剩余抗体活性,且具有统计学意义

(p<0.05)。
2.4间接法ELISA检测抗尖吻蝮蛇毒IgY灌胃后小鼠血清

中IgY效价的变化

灌胃后1.5,2.5,3.5h时取血分离得到的血清经间接

ELISA检测IgY效价的变化情况,结果显示灌胃后2.5h取

血分离得到的各组血清中IgY效价达到最高,与对照组的差

异在p<0.01水平上具有统计学意义,且加入保护剂的各组

灌胃后血清中IgY活性有明显提升(图4)。

图3 pH2.0正常和高胃蛋白酶质量浓度下加入

不同体积分数硫糖铝后IgY的剩余抗体活性

Fig.3 TheremnantantibodyactivityofIgYcontaining
variousvolumefractionofsucralfateunderpH2.0,

normalorabnormalpepsinmassconcentration

注:*表示与E组相比在p<0.05水平上具有统计学意义,**表

示与E组相比在p<0.01水平上具有统计学意义。

图4 灌胃后1.5,2.5,3.5h时小鼠血清中IgY的剩余抗体活性

Fig.4 Theremnantantibodyactivityof1.5,2.5,and
3.5hafterintraperitonealadministrationinmiceplasma

2.5Western法检测用抗尖吻蝮蛇毒IgY灌胃后小鼠血清中IgY的活性

图5显示,C组 (含100mgIgY)和D组(对照组)均未检测出IgY活性,B组(含100mgIgY,并加入体积

分数为50%的硫糖铝)的IgY活性最高。

3讨论

对于蛋白质、多肽、核酸等生物大分子药物而言,一般多采用注射给药,特点是起效快,生物利用度高,但患
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A组:100mg
IgY+30%硫糖铝 

B组:100mg
IgY+50%硫糖铝 

C组:100mgIgY D
组:对照组

 

图5 灌胃后3.5h小鼠血清中IgY剩余抗体活性的免疫印迹分析

Fig.5 Theremnantantibodyactivityof3.5hafterintraperitoneal
administrationinmiceplasmabywesternblotanalysis

者使用不便,顺应性差[8];而口服给药又因胃酸

和胃蛋白酶会对药物结构造成破坏,导致药物

无法有效发挥作用。随着越来越多的大分子药

物被开发并应用于临床,为之寻找合适的载体

和保护剂引起了研究者极大的关注。1990年,
国外学者Thalley和Carroll[9]首次从鸡卵黄中

提纯出了抗蛇毒IgY。由于该抗体具有良好的

中和效果,因而越来越多的研究人员开始了抗

蛇毒IgY的研究。抗蛇毒IgY对蛇毒引起的水

肿、肌溶、凝血、出血、坏死等毒性作用均有良好

的中和效果,被认为是可能替代抗蛇毒血清的

新型解毒剂,但是至今抗蛇毒IgY的研究还主

要停留于实验室研究阶段,应用于临床的例子

十分罕见。本研究主要对IgY的口服给药途径

进行探究,为之寻找合适的保护剂,以期实现口

服制剂的开发,这对于推进抗蛇毒IgY的临床

应用甚至于实现抗蛇毒IgY的口服预防都具有重要的研究意义。

Shimizu等人[10]对IgY在酸性条件下稳定性的研究结果显示,在pH值为3.5或更低的条件下,IgY的活性

迅速减小,当pH值低于3.0时,IgY活性不可逆地完全消失。Hatta等人[11]的研究显示,在胃蛋白酶的作用下,

IgY会被快速降解。因此寻找到有效的抗酸和抗胃蛋白酶降解的IgY保护剂才能使之在口服给药中发挥药效。
郭丽媛等人[12]的研究表明,硫糖铝可显著降低酸性条件和胃蛋白酶对IgY活性的破坏作用。Lee等人[13]的研

究显示,添加体积分数为50%的山梨醇可以完全遏制pH值为3.0的酸性条件对IgY的破坏。由昭红等人[14]的

研究表明,一定剂量的蔗糖与乳糖均可在胃蛋白酶处理时提高特异性IgY的稳定性。本研究选用5种糖类和硫

糖铝作为保护剂,实验结果表明,在pH值为2.0和3.0条件下,体积分数为30%的硫糖铝相较于质量分数为

30%的糖类对IgY的剩余抗体活性均有较强的保护作用。进一步研究在等于或高于正常胃蛋白酶质量浓度条

件下,体积分数在30%以上的硫糖铝对IgY剩余抗体活性的保护作用较好,其中体积分数为50%的硫糖铝保护

效果最优。而进一步对小鼠进行灌胃并用间接ELISA法检测血清中IgY剩余活性的实验表明,在2.5h时小鼠

血清中IgY的效价达到最高,加入体积分数为50%的硫糖铝的各实验组IgY活性相较于不加保护剂组有明显提

升。用 Western法进一步证明,加入体积分数为30%,50%的硫糖铝作为保护剂的IgY组均能检测到完整分子

形式的卵黄抗体,而未添加保护剂组则没能检测到抗体形式,说明硫糖铝在小鼠体内对IgY起到了一定的保护

作用。
总之,加入硫糖铝作保护剂后能有效提高IgY对胃酸和胃蛋白酶的抵御作用,但其中具体的保护作用机制

及体内的疗效、安全性等方面还需进一步深入研究。
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ResearchonProtectantforImmunoglobulinYolkagainsttheVenomofDeinagkistrodonacutus

ZHANGYingfeng,HEQiyi,LIUJinhua,CHENDiancheng,LUOCong,YUXiaodong
(AnimalToxinGroup,ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,ChongqingEngineeringResearchCenterof
BioactiveSubstance,EngineeringResearchCenterofActiveSubstanceandBiotechnology,MinistryofEducation,

CollaborativeInnovationCenterofBreedingandDeepProcessingofVenomousSnakes,CollegeofLifeScience,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Thisstudycomparedtheprotectiveeffectofsucralfateandfivekindsofsugars(glucose,sucrose,synanthrin,

trehalose,lactose)onactivitiesofAnti-DeinagkistrodonacutusvenomIgYinordertobuildabasefordevelopingtheoralIgY.
[Methods]AntibodiesagainstD.acutusvenomcamefromeggsimmunizedwiththesnakevenomwhichwerelaidbywhiteleghorn
hens(Gallusdomesticus).UnderdifferentpHvalues(2.0,3.0),allprotectantsatthesameconcentrationswereaddedintoIgY
solutions,andthenactivitiesofIgYinthemixturesolutionsweredeterminedbyELISA.UnderthesamepH(2.0),Pepsininthe
normalorover-normalconcentrationsinmouse(Musmusculus)stomachandthesucralfateinvariousconcentrationswereaddedinto
IgYsolutions,finallytheactivitiesofIgYinthemixturesolutionsweredeterminedbyELISA.Usingthedifferentconcentrationsof
sulcralfatetomixwithIgYsolution,thenwegavemicethemixturesolutionsbyoraladministration,andatthedifferenttimepoints
(1.5,2.5,3.5h)wetookthebloodofthemiceandmeasuredtheactivitiesofIgYintheserumusingELISAandWesternblot.
[Findings]TheresultsshowedthatunderpH2.0and3.0,theprotectioneffectsofsucralfatewerehigherthanalloftheothersugar

protectants.UnderpH2.0andthenormalorover-normalconcentrationsofpepsin,morethan30% (V/V)concentrationsofsucral-
fatemayeffectivelyprotectedIgY’sactivities.Followingoraladministration,50% (V/V)sucralfateconcentrationmayeffectively
protectedIgY’sactivitiesinmiceserum.[Conclusions]Additionofsucralfateasaprotectiveagentcaneffectivelyimprovetheresist-
anceofIgYtogastricacidandpepsin.
Keywords:snakevenom;eggyolkantibody;protectant;sucralfate;antibodyactivity;Deinagkistrodonacutus
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