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摘要:传统抗蛇毒血清存在生产成本高、得率低、多种副作用等不足,使得寻找更理想的蛇毒解毒剂变得十分迫切;因卵

黄抗体(IgY)在生产及中和蛇毒毒性等方面所体现的独特优势,成为开发新蛇毒解毒剂的重要研究对象。当前研究表明:

IgY与哺乳动物IgG功能相似但结构不同;IgY据有良好的耐压及耐酸碱稳定性,但对高温及蛋白水酶敏感;相比IgG,

IgY的生产成本低且具有非侵略性,其运用于免疫分析可降低假阳性率;产蛋鸡的免疫应答受抗原(剂量、分子量)、佐剂

类型、免疫途径、免疫间隔等4种主要因素共同影响;纯化方法影响IgY纯度与活性;已制备出的多种抗蛇毒IgY对蛇毒

引起的毒理作用有很好的中和效果。随着生物技术的快速发展,抗蛇毒IgY有望被开发成解毒剂、诊断试纸、亲和配体、

口服制剂等,在蛇伤研究领域的应用前景广阔。
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地球上现生存有2340种蛇,其中超过420种为有毒蛇[1]。蛇伤是一个重大的公共健康问题,也是一个被忽

视的主要的热带疾病[2]。2008年的有关研究显示,全球每年有高达1841000例毒蛇咬伤事件发生,导致94000
人死亡[3],而蛇伤致残的比例远高于致死。

胃肠外注射动物源性抗蛇毒血清是世界范围内治疗蛇伤的基础[2],抗毒血清也被公认为是治疗蛇伤的唯一

特效药[4];然而生产的高成本、长周期、诸多副作用(如过敏性休克、致热反应及血清病)等现状[5]凸显了当前抗

毒血清在生产和运用方面所面临的窘境,这也使得“寻找其他解毒剂”的想法油然而生。廉价、高产、安全、具非

侵略性的抗蛇毒卵黄抗体(Immunoglobulinofeggyolk,IgY)能有效中和由蛇毒引起的多种毒理学效应,因此,
它被认为是一种可能替代抗蛇毒血清的新型解毒剂。本文就IgY的特性、优点、生产及抗蛇毒IgY在蛇伤治疗

领域的研究进展进行综述,为该抗体在此研究领域的进一步应用提供参考。

1IgY的结构与特性

1.1IgY的结构

IgY是禽类在特异性抗原刺激下,由体内B淋巴细胞产生并转移至卵黄以提供给新生个体被动免疫的多克

隆抗体,它是卵黄中唯一存在的抗体,功能类似于哺乳动物IgG。IgY同IgG在整体结构上相似,均由两条相同

的轻链和重链共价连接而成,但二者存在细微差异(图1):1)IgY的分子量(约180kD)大于IgG(约150kD);

2)IgG的轻链含二硫键而IgY则无;3)IgY的构型较IgG更加无序[6];4)IgY中无铰链结构而IgG有[7]。

1.2IgY的特征

IgY的pI值为5.7~7.6,而IgG的pI值为6.1~8.5。IgY疏水性比IgG强[8]。酸碱稳定性试验表明,pH
值在3.5~11时IgY活性稳定;酶解实验表明,IgY对胰蛋白酶和糜蛋白酶有相对的抗性,对胃蛋白酶十分敏

感,且敏感性随酸性增加而增强;热稳定实验表明,升高温度和延长热处理时间均会导致抗原与IgY的结合能力

降低,热处理温度超过75℃将导致抗体失活[6],糖类添加剂可增强IgY热稳定性[9];压力实验表明,IgY具有一

定抗压性;反复冷冻干燥处理会影响IgY活性,导致其与抗原结合能力下降。
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2IgY的优点

相较于哺乳动物IgG,生产IgY更具优势(表1):1)鸡蛋收集简单易行且“非侵略性”;2)鸡与哺乳动物之间

的亲缘间距较哺乳动物种类间更远,少量的哺乳动物蛋白往往能刺激产蛋鸡产生更强的免疫应答[10];3)1只产

蛋鸡每年的IgY产量是1只兔子IgG产量的4.3倍[10-11];4)产蛋鸡的饲养成本更低[11-12];5)IgY不激活补体系

统,不与蛋白A和G反应,不与哺乳动物免疫球蛋白反应,不与HAMA、RF反应,这使得IgY在医学领域(如异

种移植、免疫诊断等)的运用极具优势[11]。相较与抗生素,IgY更称得上是一种“环境友好型”的资源,它不会引

起副作用、毒素残留以及抗药性[13]。

  注:V:轻链可变区(VL)及重链可变区(VH);C:轻链恒定区(CL)及

重链恒定区(CH);HR:铰链;Fab:抗原结合域;Fc:可结晶片段。黑圆点

代表糖链;本图引用自文献[6]。

图1 鸡IgY与兔IgG分子结构的比较

Fig.1 Comparisonofthemolecularstructureof
chickenIgYandrabbitIgG

表1 兔IgG与鸡IgY特性比较

Tab.1 Comparisonthethecharacteristicsof
rabbitIgGandchickenIgY

比较项目 兔IgG 鸡IgY

饲养成本 高 低

抗体采集 侵略性 非侵略性

抗体来源 血清 卵黄

分离难易程度 复杂 快速简单

特异性抗体含量 5% 2%~10%

每年抗体数量产量 5200mg 22500mg
与保守性哺乳动

物蛋白抗原反应

反应强度因同

源性高而降低
强烈快速

结合蛋白A/G 能 不能

与哺乳动物免疫球蛋白反应 能 不能

与 HAMA反应 能 不能

与类风湿因子(RF)反应 能 不能

活化补体 能 不能

  注:此表改编自文献[10]。

图2 特异性IgY生产流程图

Fig.2 TheproductionflowchartofspecificIgY

3IgY的生产

用某种抗体免疫产蛋鸡能刺激其产生免疫应答,生成

特异性抗体(IgY),该抗体被专一的从血液转移至卵黄,并
在卵黄中富集,通过收集鸡蛋,分离卵黄,便可源源不断的

获得特异性抗体,用于免疫诊断、免疫预防、免疫治疗等

(图2)。

3.1蛋鸡免疫

抗体的生产受抗原(剂量、分子量)、佐剂类型、免疫途

径、免疫间隔等主要因素共同影响。抗原可以是多聚(如
细菌、病毒和寄生虫)也可以是单一(蛋白质或多糖)形式。
蛋白质被认为是最有效的抗原[14]。研究表明,抗原剂量在

10~1000μg之间可激发最强的免疫应答[9,15]。佐剂能增

强机体的免疫应答,目前可用免疫的佐剂超过100种[16],
其中,弗氏完全佐剂(FCA)被认为是最有效的佐剂。弗氏不完全佐剂(FIA)的效能低于FCA,但它对免疫动物

所造成的伤害更低,因此常将FCA与FIA结合使用[17]。传统免疫途径包括肌肉、皮下、静脉、腹腔注射等,其
中,肌肉注射是最常被采用的免疫途径,胸肌是最常被选择的免疫部位[11]。近几年来,口服免疫[18]以及“基因

枪”法免疫[19-20]也被运用于IgY 的研究。成功的免疫在一定程度上依赖于免疫间隔的长度。一般而言,

74第6期             王文文,等:卵黄抗体(IgY)及其在蛇伤治疗中的研究进展



14~28d的间隔比较适合,过短的免疫间隔会导致免疫应答被抑制而不是活化[21]。Schade等人[11]集思广益,归
纳总结了多种免疫变量的有效范围(表2),该成果具有一定的参考价值。

表2 蛋鸡免疫条件推荐

Tab.2 Recommendationsforchickenimmunisation

影响因素 免疫条件 建议

抗原 0.10~1.00mg 有时可能只需10μg

佐剂

FIA0.10~0.25mL
通常经肌肉

或皮下注射

Specol0.5mL 经皮下注射

PCSL250μg 经皮下注射

FCA0.10~0.25mL
同免疫原性弱的

抗原乳化使用

注射

体积 0.5~1mL
间隔 28~56d
次数 至少2次

途径 肌肉、皮下或静脉

  注:本表引用自Schade等人[11]的论文。

表3 IgY粗提方法归纳

Tab.3 SummaryoftheIgYcrudeextractionmethods

方法 参考文献

无机物沉淀法 Akitah和Nakai[23];Andrade等人[24]

高分子有机聚合物沉淀法 Polson等人[25];Pauly等人[26]

有机溶剂沉淀法 张述斌等人[27]

超滤法 Kim和Nakai[28]

3.2IgY的纯化

卵黄球蛋白(α-,β-及γ-卵黄蛋白)是存在于卵黄中

的水溶性糖蛋白,IgY构成γ-卵黄蛋白的主体[22]。IgY
的纯化大体历经3步:水溶性组份的分离、IgY的提取、

IgY的精制。

3.2.1水溶性组份的分离 此步的目的即去脂。去脂的

方法很多,常用的包括水稀释法、聚乙二醇(PEG)沉淀

法、有机溶剂(氯仿、辛酸等)抽提法、冻融法等。

3.2.2IgY的提取 对IgY的水溶性组份进一步处理

(表3),可获得纯度较高的IgY粗提物。

Akitah和Nakai[23]采用“稀释法-19%硫酸钠沉淀”
法,得到纯度为82%、回收率为83%的IgY样品。An-
drade等人[24]采用“稀释法-35%硫酸铵沉淀”法,所纯化

的IgY 活性高、特异性强。Polson等人[25]最先使用

PEG法纯化IgY,此法经Pauly等人[26]改良后,样品纯

度及回收率均有所提高。PEG法简单易行,被认为是最

有效IgY纯化法。冰乙醇沉淀是一种典型的有机溶剂

沉淀法,张述斌等人[27]采用“稀释-氯仿萃取-40%冰乙

醇沉淀”法,得到了高纯度、高效价的特异性IgY。Kim
和Nakai[28]使用AmiconUF系统直接从水溶性组份中

分离IgY,分离效果理想。

3.2.3IgY的精制 IgY粗提物由于纯度相对较低,仅能满足口服预防及治疗的需求,如运用于免疫注射,必须

进行精制处理。IgY的精制往往采用色谱技术,除选择传统的单一色谱分离IgY之外[4,29-33],新型混合模式色谱

(Mixed-modechromatography,MMC)如疏水电荷诱导色谱(Hydrophobicchargeinductionchromatography,

HCIC)[34-35]也被运用到IgY的纯化中且分离效果显著。

IgY技术的快速发展大大推动了IgY纯化试剂盒的研发,目前,已有多种纯化试剂盒问世(如 Thermo
Pierce′sEggcellentTM、Promega′sEGGstract®等)[36]。尽管使用试剂盒纯化抗体步骤简单、周期短、效果好,但
其昂贵的价格及有限的处理量极大地阻碍了它们在IgY规模化生产中的应用。目前,这类产品主要被用于如实

验室水平上IgY的小规模生产。

3.3IgY的保存

添加防腐剂(如质量体积比为0.02%叠氮化钠、质量体积比为0.03%硫汞撒或者50μg·mL-1的庆大霉

素)可延长IgY溶液在4℃下的保存期限。IgY溶液如需低温保存,应在-20℃下进行。IgY粉末在37℃下可

保存半年,在4℃下可保存5~10年之久。

4抗蛇毒IgY的研究进展

4.1抗蛇毒IgY基础性研究

自IgY被发现后一个多世纪以来,国内外已成功制备出抗不同种类抗原(包括人和动物的某些疾病的病原

体以及细胞、激素、各种蛋白等)的IgY,并有部分种类的IgY被开发利用,其中美国、日本、德国等国在IgY的研

究开发中处于领先地位。如今,市场上可见多种大量添加IgY产品(如发酵酸奶、功能型食品、卫生消毒产品、化
妆品、新型饲料等)。临床研究显示,IgY在医疗诊断及治疗方面也极具潜力。

1990年Thalley等人[37]首次报道抗蛇毒卵黄抗体的制备研究,他们采用亲和层析方法从鸡卵黄中纯化出抗

铜头蝮(Agkistrodoncontortrix)、食鱼蝮(A.piscivorus)、西部菱斑响尾蛇(Crotalusatrox)及东部菱背响尾蛇

(C.adamanteus)等蛇毒的4价IgY,其重链分子量为66000kD,轻链分子量为24000kD。所纯化的IgY能有
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效中和西部菱斑响尾蛇毒对实验小鼠的致死效应,其中和能力是商用马源型抗体的6.3倍[38]。由于抗蛇毒IgY
具有很好的中和效果,因此它引起了人们的广泛关注,近些年来有关抗蛇毒IgY的研究结果[4,24,29,32-33,39-45]参见

表4。由此可见,用蛇毒免疫蛋鸡可获得高活性的抗蛇毒IgY,它不仅能有效中和蛇毒的致死效应,也能中和蛇

毒引起的其他效应(如出血、水肿、促凝、肌溶等),并且具有较好的耐热、耐酸及抗胰蛋白降解性质。

4.2抗蛇毒IgY的临床研究进展

将抗蛇毒IgY成功用于临床治疗的例子极少,至今只有1篇来自越南的相关报道发表[46]。在该报道中,研
究人员使用抗红口蝮(Calloselasmarhodostoma)蛇毒IgY治疗被该蛇咬伤的30位患者。由于实验的样本数目

太少,科研人员无法仅依据实验结果就抗蛇毒IgY在临床运用的安全性及高效性做出科学的判定[47]。Díaz等

人[48]对次此报道持怀疑态度,一是之后没有任何关于此IgY的文献跟进,二是大量近期资料显示越南当年所生

产的抗体都来源于马血清,包括抗红口蝮蛇毒的抗体在内。在台湾,科研人员通过免疫鸭子,从鸭蛋中分离出抗

眼镜蛇毒IgY,相关临床试验正在进行当中。

表4 IgY在蛇伤治疗领域的研究成果

Tab.4 ResearchesofIgYinthefieldoftreatmentforsnakeenvenomation

蛇毒种类 纯化方法
IgY
类型

效价 参考文献

印度眼镜蛇(Najanajanaja)
稀释法-硫酸铵沉淀-
亲和色谱

单价

构建了以IgY为基础的间接双抗体夹

心ELISA,可检测出质量为0.1~300
ng的印度眼镜蛇蛇毒,灵敏度高

Brunda等人[32]

锯鳞蝰 (Echiscarinatus)
水稀释法-硫酸铵沉

淀-亲和色谱
单价

能有效中和2×LD50蛇毒抗原的致死

效应
Paul等人[33]

眼镜蛇(N.naja)、
圆斑蝰 (Daboiarusselli)、
锯鳞蝰(E.carinatus)、

印度环蛇(Bungaruscaeruleus)

PEG法-硫酸铵沉淀-
离子交换色谱

单价

4种IgY均能有效中和对应蛇毒抗原

引起的出血、间接溶血、水肿、促凝及

致死效应

Meenatchisundaram
等人[4,29]

咝蝰属(Bitis)、
眼镜蛇属(Naja)

水稀释法-硫酸铵沉淀
单价和

二价

IgY滴度及中和能力随免疫进行而变

大;抗 鼓 腹 咝 蝰(Bitisarietans)蛇 毒

IgY能完全中和62.2×LD50鼓腹咝蝰

蛇毒的致死效应

Almeida等[39]

矛头蝮属(Bothrops)
PEG法;辛酸法;

水稀释法-硫酸铵沉淀
多价

水稀释法去脂较PEG法和辛酸法得率

更高;20%硫 酸 铵 沉 淀 的 效 果 最 好;

IgY能有效中和2×LD50蛇毒的致死

效应

Araújo等人[40]

非洲角蝰(Cerastescerastes)、
沙漠眼镜蛇

(Walterinnesiaaegyptia)

方法一:水稀释法-硫
酸 铵 沉 淀;方 法 二:

辛酸法-硫酸铵沉淀

单价

两种IgY 均能完全中和(10~50)×
LD50对应蛇毒抗原的致死效应;方法

一制备的IgY样品蛋白含量更高,方
法二制备的样品滴度更高

Moussa等人[41]

矛头蝮属(Bothrops)、
南美响尾蛇

(C.durissusterrificus)
水稀释法-硫酸铵沉淀

单价和

多价

IgY可识别的抗原种类随免疫时间延

长而增多;两类抗体均能有效中和对

应蛇毒抗原的致死效应

Andrade等人[24]

珊瑚蛇属(Micrurus) 冻融法-硫酸铵沉淀 多价
IgY能与对应的抗原免疫结合,也能同

几种非抗原类蛇毒产生免疫交叉反应
Aguilar等人[42]

中华眼镜蛇(N.atra)
水稀释法-硫酸钠沉

淀-离子交换色谱
单价 IgY能有效保护小鼠免受蛇毒攻击 刘四红等人[43-44]

蝰蛇(Viperidae) 水稀释法-硫酸铵沉淀 单价
IgY与蝰蛇科蛇毒交叉反应显著,与眼

镜蛇科(Elapidae)蛇毒交叉反应弱。
王桂平等人[45]

白唇竹叶青

(Trimeresurusalbolabris)
水稀释法-硫酸铵沉

淀-嗜硫色谱
单价

具有好的耐热、耐酸及抗胰蛋白降解

性质。
段海龙等人[30]
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5展望

相较于哺乳动物IgG,IgY的生产成本低、纯化工艺简单、产品纯度高、产量大、稳定性好,并且引发副作用的

可能性更低,因此,IgY是一种极富前景的蛇毒解毒剂资源。除了可能替代传统血清治疗蛇伤外,IgY还有望在

其他蛇伤研究领域发挥重要作用:1)用于免疫诊断。当重度蛇伤患者或普通患者因无法准确描述对其实施攻击

的毒蛇的形态或具体特征时,使用由多种单价抗蛇毒IgY制备的诊断试纸就能帮助医生快速准确的确定毒蛇的

种类并实施有针对性的治疗。2)用于免疫组织化学分析。将偶联荧光染料的抗蛇毒IgY用于蛇伤组织的研究,
有助于加深研究人员对蛇毒毒素破坏机制的认识。3)用于亲和层析。将特异性的IgY与填料偶联,采用亲和层

析便可从粗毒中专一地分离出对应的蛇毒抗原组份。4)如能有效解决“IgY无法克服人类胃肠道屏障”的难题,
那么通过口服抗蛇毒IgY来预防蛇伤的想法将有望实现。
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ImmunoglobulinofEggYolk(IgY)andItsResearchProgressonTreatmentofSnakebite
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Abstract:Duetosomeseriousdisadvantagessuchashighcost,lowyieldandsomesideeffectsofantivenom,lookingformoreideal
antidotestotreatsnakebitevictimshasbeenbecomingimportant.Naturally,immunoglobulinofeggyolk(IgY)hasbeengivenmuch
attentionsandbecomeanimportantobjectforourdevelopingnewantidotesagainstthesnakebitesbecauseofIgY’sspecialfeatures
inproductionandeffectofneutralization.CurrentstudiesshowthatIgYandmammalianIgGshareasimilarbiologicalfunctionbut
theyhavesomestrikingdifferencesinthestructures.IgYisparticularlystableathighpressureandacrossadiverserangeofpHs
butitissusceptibletohightemperatureandproteolytic.ComparedwithIgG,IgYcanbeproducedrelativelycheaplyandnoninva-
sivelyandtheutilityofIgYinimmunologicalassaycanreducethecauseoffalsepositiveresults.Theresultingimmuneresponseof
immunizedofhenscanbeinfluencedbyfourmainfactors:theantigen(dose,molecularweight),thetypeofadjuvant,theroutefor
antigeninjectionandintervalbetweenimmunisations.ThepurificationmethodcaninfluencethepurityandactivityofIgY.Thede-
velopmentofanti-snakevenomIgYanditsgoodneutralizingeffectsonvarioustoxicologicaleffectscausedbysnakevenomshave
beenshowedinmuchstudies.Withtheadvanceinbiotechnology,anti-snakevenomIgYisexpectedtobedevelopedintoantidote,

rapiddiagnosistestpaper,affinityligand,oralpreparationandsoon,theapplicationprospectofanti-snakevenomIgYinthere-
searchfieldofsnakebiteiswide.
Keywords:antidotes;Immunoglobulinofeggyolk(IgY);anti-snakevenomIgY
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