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揖Abstract铱 Objective To observe the dynamic changes of the specific chicken egg yolk antibodies 渊IgY冤 against

soluble egg antigens 渊SEA冤 of Schistosoma japonicum by two immunization routes. Methods Seven New Zealand rabbits
were infected with S. japonicum cercariae 渊1 500 per rabbit冤. After 42 days the rabbits were sacrificed to collect eggs
and prepare SEA. Two groups each with 3 healthy hens were intravenously and subcutaneously immunized with 50滋g SEA,
respectively. All hens received five immunizations by the same dose of antigen, with 2鄄week interval for the first two doses,
and 4鄄week interval for the rest doses. Hen eggs were collected at pre鄄immunization and every two weeks after the first
immunization. Crude IgY was extracted from egg yolk by water dilution method, and were analyzed by SEA鄄based ELISA,
then purified by using EGGstract IgY Purifiction System from the 8th to 18th week after the first immunization. IgY
concentration was determined by A 260/A 280 ratio. The expression of IgY was detected by agarose double diffusion method
and SEA鄄based ELISA. The characteristics of IgY was analyzed by SDS鄄PAGE and Western blotting. Results The
titer of IgY reached a peak at the 8th week in the intravenous group 渊A 492=1.28冤 and at the 12th week in the
subcutaneous group 渊A 492=0.78冤, respectively, and maintained at a high level in the intravenous group until the 18th
week after the first immunization. The concentration of purified IgY was about 6.5-9.0 mg/ml. Agarose double diffusion
method and SEA鄄based ELISA demonstrated that the peak titer of IgY in the intravenous group was 1 颐 16 and 1 颐 51 200,
respectively. SDS鄄PAGE demonstrated that IgY contained two major protein bands渊Mr 25 000 and 68 000冤. IgY purified

日本血吸虫可溶性虫卵抗原经两种免疫途径
获得的鸡卵黄抗体 IgY动态观察
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揖摘要铱 目的 对比两种免疫途径产生抗日本血吸虫可溶性虫卵抗原渊SEA冤的特异性 IgY抗体水平动态变化遥 方

法 7只新西兰兔感染日本血吸虫尾蚴渊1 500/只冤42 d后解剖收集虫卵袁 制备 SEA遥 将 SEA分别经皮下和静脉注射免疫
健康海蓝蛋鸡 渊3只/组冤袁 首次和第 2次免疫间隔 2周袁 之后每次间隔 4周袁 共免疫 5次袁 50 滋g/渊只窑次冤遥 取两组免疫
前袁 以及首次免疫后 2耀18周生产的鸡蛋袁 用水稀释法粗提 IgY袁 ELISA检测每 2周 IgY的动态变化遥 IgY纯化试剂盒
渊EGGstract IgY Purifiction System冤 纯化静脉组首次免疫后 8耀18周的 IgY袁 紫外吸收法检测抗体浓度袁 琼脂糖双扩散
法和 ELISA检测 IgY峰值水平的抗体效价袁 十二烷基磺酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 渊SDS鄄PAGE冤 和蛋白质印迹渊Western
blotting冤分析比较免疫前后抗体特异性遥 结果 静脉组和皮下组分别在首次免疫后 8和 12周 IgY抗体水平达高峰袁 A 492
值分别为 1.28和 0.78袁 静脉组 IgY水平至 18周仍维持较高水平袁 皮下组抗体水平达到峰值后逐渐下降遥 纯化后 IgY浓
度约为 6.5耀9.0 mg/ml袁 琼脂糖双扩散法和 ELISA测得静脉注射组峰值水平抗体效价分别为 1 颐 16和 1 颐 51 200遥 经 SDS鄄
PAGE和Western blotting分析袁 纯化后的 IgY在相对分子质量 渊Mr冤25 000和 68 000处各有一条清晰条带袁 且免疫后 IgY
可与 SEA发生特异性反应遥 结论 静脉注射法比皮下注射法能获得更高水平的鸡抗日本血吸虫 SEA特异性 IgY抗体袁
且纯化后的 IgY抗体具有较好的特异性遥
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from immunized egg yolk specifically reacted with SEA. Conclusion The intravenous method is superior than the sub鄄
cutaneous injection method in obtaining a high level of egg yolk antibodies against SEA of Schistosoma japonicum, and
the purified IgY shows better specificity.

揖Key words铱 Schistosoma japonicum曰 Soluble egg antigen曰 IgY曰 Immunization
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卵黄免疫球蛋白渊egg yolk immunoglobulin袁 IgY冤
是禽类的一种特异抗体袁 在功能上同哺乳动物的IgG遥
鉴于 IgY 的产量大尧 稳定性好尧 不与类风湿因子
渊rheumatoid factor袁 RF冤 结合尧 不激活补体系统等独
特的免疫学特性袁 以及动物种系发生学距离远等优
点袁 是目前最有潜力的哺乳动物抗体替代品之一遥 在
各种免疫诊断技术中具有广泛的应用前景咱1鄄3暂遥 本研究
将日本血吸虫可溶性抗原渊SEA冤通过两种不同方式免
疫海蓝蛋鸡并获得抗 SEA特异性 IgY 抗体袁 对产生
IgY的过程进行动态观察袁 并对 IgY的特性进行鉴定
与分析遥

材料与方法

1 实验动物

17周龄 SPF级海蓝蛋鸡 D系列祖鸡 6只袁 购自上
海家禽育种有限公司遥 新西兰兔 7只袁 体重约 2.5 kg袁
购自中科院上海实验动物中心遥

2 主要试剂

福氏完全佐剂尧 福氏不完全佐剂和辣根过氧化物
酶标记兔抗鸡 IgY的 IgG渊兔抗鸡 HRP鄄IgG冤均购自美
国 Sigma 公司 曰 IgY 纯化试剂盒 渊EGGstract IgY
Purifiction System冤购自美国 Promega公司曰 蛋白质标
志物渊Page RulerTM plus Prestained Protein Ladder冤购
自加拿大 Fermentas公司遥

3 SEA抗原的制备
7只新西兰兔经腹部皮肤感染日本血吸虫尾蚴袁

每只 1 500条袁 感染后 42 d解剖袁 从肝脏分离收集虫
卵袁 冻干遥 取干卵称重袁 按 1%的比例与生理盐水混
合袁 置 4 益冷浸 4 d袁 期间每天摇 2次袁 2 min/次遥 4 d
后冰浴超声粉碎 3次袁 3 min/次袁 每次间歇 3 min遥 再
如上述方法冷浸 2 d袁 10 000伊g 4 益离心 30 min袁 取
上清袁 收集分装袁 用考马斯亮蓝法渊Braford法冤测定抗
原蛋白浓度袁 -20 益保存备用咱4暂遥

4 抗原免疫鸡及鸡蛋的收集

将 6 只海蓝蛋鸡分为皮下组和静脉组袁 每组 3
只袁 将 SEA与等体积福氏完全佐剂混合充分乳化后袁

分别经背部皮下和双翅静脉注射袁 2周后将 SEA与等
体积不完全福氏佐剂加强免疫 1次袁 之后每隔 4周直
接用抗原免疫袁 共 3次袁 剂量均为 50 滋g/渊只窑次冤遥
自免疫前至首次免疫后 18周每 2周收集 1 次鸡蛋袁
标记后 4 益保存遥 免疫前鸡蛋作对照遥

5 不同免疫方式 IgY动态变化比较
取皮下组和静脉组免疫后 2~18周的鸡蛋袁 每组

每次 4枚袁 用卵黄分离器分离卵黄袁 双蒸水清洗后量
筒计量袁 将双蒸水用 0.1 mol/L盐酸调为 pH 5.2袁 按
卵黄和水 1 颐 8稀释袁 常温搅拌 2.5 h后袁 -20 益放置
3 h袁 再于 4 益缓慢融解袁 5 000伊g 4 益离心 25 min袁
取上清即得 IgY粗提液遥 SEA 1 滋g/孔包板过夜袁 PBST
洗涤 3次袁 1%小牛血清渊BSA冤封闭 1 h袁 卵黄粗提液
100 滋l/孔袁 37 益孵育 1 h袁 洗涤 3次后袁 加入兔抗鸡
HRP鄄IgG渊1 颐 20 000冤 100 滋l/孔袁 37 益孵育 1 h袁 洗涤
后袁 邻苯二胺渊OPD冤显色 10 min遥 2 mol/L 硫酸终止
反应 袁 酶联反应检测仪 渊 Multiskan MK3袁 美国
Thermo公司冤 测吸光度 渊A 492值冤遥

6 IgY纯化及鉴定
分别取免疫前尧 静脉组首次免疫后 8~18周和皮

下组首次免疫后 12周的鸡蛋袁 每 2周一批鸡蛋作为
一个样本组遥 用卵黄分离器分离卵黄袁 纱布去除剩余
卵清袁 按 IgY 纯化试剂盒说明书进行纯化袁 加 PBS
至原卵黄液体积袁 -20 益保存备用遥
6.1 纯化 IgY 浓度测定 紫外吸收法检测纯化 IgY
抗体浓度遥 PBS作参比袁 将待测样品分别用 PBS稀释
50倍和 100倍后袁 分光光度仪测 A 260和 A 280值袁 按公式
C渊mg/ml冤= 渊A 280伊1.45冤 - 渊A 260伊0.74冤 计算蛋白浓度遥
6.2 琼脂糖双扩散法检测 IgY 100 ml生理盐水中加
入 1 g琼脂粉煮沸溶化袁 每片载玻片上滴 4.2 ml袁 共
5片遥 置室温冷却后打梅花孔袁 过火封底袁 冷却后加
样袁 中心孔加 SEA抗原液 20 滋l 渊浓度为 2.0 mg/ml冤袁
周围孔加静脉组首次免疫后 8周的纯化 IgY袁 分别为
原浓度以及 2尧 4尧 8尧 16和 32倍稀释液各 20 滋l袁 置
于湿盒中袁 室温 48 h后观察结果遥
6.3 间接 ELISA法测定特异 IgY抗体效价 SEA抗
原液 1 滋g/孔袁 4 益包板过夜袁 PBST 洗涤 3 次袁 1%
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图 1 两种免疫方式获得的 IgY抗体水平变化曲线
Fig.1 Change in level of IgY obtained from

two immunization routes
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M院 蛋白标志物袁 1院 未提纯的 IgY袁 2院 纯化后的 IgY遥
M院 Protein marker袁 1院 IgY before purification袁 2院 Purified IgY.

图 2 纯化前后 IgY的还原型 SDS鄄PAGE分析
Fig.2 Reduced SDS鄄PAGE analysis of IgY before

and after purification

BSA封闭 1 h袁 洗涤 3次后袁 分别取静脉组首次免疫后
8周和皮下组首次免疫后 12周纯化 IgY的倍比稀释
液渊1 颐 800袁 1 颐 1 600袁 噎噎袁 1 颐 512 000冤袁 100 滋l/孔袁
37 益孵育 1 h袁 洗涤 3 次后袁 加入兔抗鸡 HRP鄄IgG
渊1 颐 20 000冤 100 滋l/孔袁 37 益孵育 1 h袁洗涤后加 OPD
显色 10 min袁 2 mol/L硫酸终止反应袁 在酶标仪上读取
A 492值遥 PBS作空白对照袁 免疫前 IgY为阴性对照遥
判定检测孔 A 492 值> [阴性对照平均值+3伊标准差]为
阳性结果遥
6.4 十二烷基磺酸钠 鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳渊SDS鄄
PAGE冤和蛋白质印迹渊Western blotting冤分析 还原性

SDS鄄PAGE 分析静脉组首次免疫后 8 周纯化前后的
IgY抗体袁 浓缩胶为 5%袁 分离胶为 8%遥

SEA经SDS鄄PAGE 电泳后转移至硝酸纤维素膜
渊NC膜冤袁 NC膜用 3% BSA 4 益封闭过夜袁 一抗为静
脉组免疫后 8周纯化 IgY 抗体渊1 颐 500冤袁 免疫前提
纯的 IgY 抗体作为对照袁 二抗为兔抗鸡 HRP鄄IgG
渊1 颐 1 000冤袁 4鄄氯鄄1鄄萘酚和 3,3忆鄄二氨基联苯胺等量混
合后加 30%过氧化氢显色遥

结 果

1 不同免疫方式获得的 IgY抗体动态变化
皮下组免疫后 IgY水平持续升高袁 至首次免疫后

12周达到最高值袁 A 492值为 0.78袁 后缓慢下降袁 但A 492
值仍维持在 0.5~0.7遥 静脉组首次免疫后 2周 IgY的
A 492值即明显升高袁 高于皮下组袁 免疫后 4周略有下
降袁 随后快速升高袁 至免疫后 8周升至最高值袁 A 492
值为 1.28袁 之后维持在相对较高水平直至免疫后 18
周实验结束 渊图 1冤遥

2 纯化后 IgY抗体浓度
纯化后的 IgY 原蛋白浓度为 6.5~9.0 mg/ml袁 每

枚鸡蛋可获 IgY抗体约 78~96 mg遥

3 琼脂糖双扩散试验结果

结果显示袁 原浓度和 1 颐 2稀释的纯化IgY与 SEA
的反应沉淀线于反应后 12 h即出现袁 36 h反应加强袁
1 颐 16稀释的 IgY与 SEA的反应沉淀线于反应后 36 h
出现袁 反应后 48 h内未观察到 1 颐 32稀释的 IgY的反
应沉淀线遥

4 IgY抗体效价测定结果
经间接 ELISA测定袁 静脉组首次免疫后 8周的

IgY抗体效价为 1 颐 51 200袁 皮下组首次免疫后 12周
IgY抗体效价为 1 颐 25 600遥

5 SDS鄄PAGE和Western blotting结果
还原性 SDS鄄PAGE结果显示袁 静脉组首次免疫后

8周的纯化 IgY分别在相对分子质量 渊Mr冤 25 000和
68 000处各有一条清晰条带遥 而未纯化的 IgY除 2条
主带外还有 2条杂带袁 分别位于Mr 36 000和 95 000处
渊图2冤遥

Western blotting结果显示袁 SEA仅可被免疫后的
IgY识别袁 反应条带主要集中在 Mr 55 000~72 000范
围内袁 在 Mr 11 000~55 000之间也有 4条较清晰的
反应条带遥 免疫前 IgY未观察到反应条带渊图 3冤遥

讨 论

本研究结果显示袁 日本血吸虫 SEA静脉注射免
疫海蓝蛋鸡后 2周即有特异性 IgY抗体产生袁 而免疫
兔等哺乳动物一般需要 4~6周咱4暂袁 表明鸡可能较哺
乳动物更容易产生抗体遥 而且许多研究者认为用少量
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抗原免疫鸡即可获得高滴度的抗体咱5暂遥 本次用少量的
抗原 渊SEA 50 滋g/只冤 免疫海蓝蛋鸡即产生大量且特
异性较好的抗日本血吸虫 IgY抗体遥 另外鸡的饲养简
单尧 花费少袁 符合 3个 野R冶咱替代 渊replacing冤尧 减少
渊reducing冤尧 改善渊refining冤 暂的动物保护原则袁 减少了
对动物的伤害咱6鄄8暂遥
琼脂糖双扩散试验是定性和定量检测抗原和抗体

的简便方法之一袁 敏感性高咱4暂袁 本研究中用琼脂糖双
扩散试验测得静脉组首次免疫后 8周 IgY抗体效价为
1 颐 16袁 而间接 ELISA测定结果为 1 颐 51 200袁 说明所
获 IgY具有较高的效价遥
经还原型 SDS鄄PAGE 分析袁 纯化后的 IgY 在 Mr

68 000和 25 000处各有一条清晰条带袁 与文献报道相
符咱9暂遥 但王成祖等咱10暂的还原型 SDS鄄PAGE分析表明袁
裂解后的 IgY有 7个条带袁 而本实验结果仅有 2个条
带袁 可能与提纯方法不同有关遥 Western blotting 分析
显示袁 IgY与 SEA可发生特异性反应袁 与王成祖等咱10暂

的实验结论相同遥
经过几十年的发展袁 血吸虫病免疫诊断技术已具

有较高的敏感性和特异性袁 但多为基于循环抗体的检
测袁 而检测循环抗体不易区分既往感染和现症感染袁
无法在现场应用时确定目标化疗人群袁 且难以反映药
物疗效袁 不宜用作疗效考核的评价指标咱11暂遥 因此近年
来袁 血吸虫病诊断专家认为解决个案野疗效考核冶的可
能替代途径是血吸虫循环抗原检测 咱12暂遥 循环抗原
渊circulating antigen袁 CAg冤是存在于患者血液尧 唾液和
尿液等体液中的血吸虫虫体代谢产物及分泌物袁 检测
患者血清或尿液中的循环抗原袁 可评估虫荷和活动性

感染袁 可作为明确诊断的依据遥 基于循环抗原检测的
方法很多袁 但敏感性低尧 特异性不强袁 因此寻找敏感
性高尧 特异性强的循环抗原检测方法和技术是血吸虫
病免疫诊断的要求遥 IgY抗体是一种产量大尧 易于提
取尧 稳定性好尧 具独特免疫学特性的新型抗体袁 在发
展日本血吸虫循环抗原的免疫诊断方面具有广阔前景遥
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M院 蛋白标志物袁 1院 免疫前 IgY袁 2院 静脉组免疫后 8周 IgY遥
M院 Protein marker袁 1院 IgY from unimmunized egg yolk袁 2院 IgY
from eggs in intravenous group at 8 weeks after first immunization.

图 3 免疫前后 IgY的Western blotting分析
Fig.3 Western blotting analysis of IgY before and after immunization
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