
抗HLA-A*0201重链卵黄抗体的制备及初步鉴定  

    鸡卵黄抗体(yolk immunoglobulin，IgY)来自于鸡血清的IgG，具有不与人类风湿因子结合[1]、不激

活补体系统[2]、不结合金黄色葡萄球菌蛋白A[3]等免疫学特性，因此在某些免疫学分析中，用IgY可避免假

阳性反应。另外，IgY还具有产量高、稳定性好和制备成本低廉等优点。目前已在病毒[4]、细菌[5]等颗粒性

抗原成功提取IgY。人类白细胞抗原(human leukocyte antigen，HLA)Ⅰ类分子由高度多态的α重链(heavy 

chain，HC)和保守的β轻链(β-microglobulin，β2m)非共价结合而成，分布于所有有核细胞表面，其主要功

能是递呈内源性多肽，诱导特异性细胞毒性T淋巴细胞(CTL)反应。本研究将HLAⅠ类分子最常见类型HLA-

A*0201的HC作为抗原，免疫产蛋鸡，制备了大量高效价、高纯度的IgY。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    HC工程菌由Oxford大学徐小宁教授馈赠。健康产蛋鸡(岭南黄鸡)由广东省农业科学院畜牧研究所提供，

共10只。 

    1.2  方法 

    1.2.1  HC抗原的制备  将HC工程菌发酵，收集菌体，冰浴下超声破菌，得到粗包涵体，按专利技术(专

利号CN1169998A)制包涵体。将精制包涵体变性、复性及超滤后，用DEAE Sepharose Fast Flow阴离子交换

及Superdex 75凝胶过滤纯化。 

    1.2.2  免疫程序  将抗原分别与完全福氏佐剂按1∶1混匀乳化后，颈部皮下注射岭南黄鸡。每只产蛋鸡

抗原接种剂量为150 μg，2周后以同样剂量抗原加不完全福氏佐剂颈部皮下注射，2周后以同样剂量抗原颈部

皮下注射。 

    1.2.3  血清抗体的收集和提取  首次免疫前、2次免疫前、3次免疫前和实验结束时，对所有实验鸡翅静

脉采血1 ml。置4 ℃过夜，10 000 r/min离心10 min，-20 ℃储存血清。 

    1.2.4  卵黄抗体的收集和纯化  首次免疫前，收集蛋5~10只。首次免疫后所产的蛋全部收集，直至实

验结束。取免疫后所产鸡蛋，弃蛋壳、蛋清及卵黄衣膜，取出蛋黄(约10 ml/枚)，用双蒸水稀释10倍，充分

混匀后置-70 ℃过夜；弃上层脂质及下层沉淀，取中层液4 ℃保存。加入饱和硫酸铵使终浓度达50%，经充分

均匀搅拌后，于4 ℃、15 000 r/min离心15 min，收集沉淀。用10 mmol/L Tris(pH 8.0)溶解，再加入饱

和硫酸铵，使其浓度达33%，离心收集沉淀。 

    1.2.5  血清抗体和卵黄抗体效价的测定  采用ELISA方法。抗原包被用纯化的HC抗原。一抗为血清、提

纯前后卵黄。二抗即抗鸡IgY，工作浓度为1∶20 000。 

    1.2.6  IgY蛋白含量的测定  于波长260 nm、280 nm处测D(λ)值，用公式1.45D(280)-0.74D(260)计

算IgY蛋白含量。 

    1.2.7  纯化产物鉴定  各步骤收集的IgY样品用12%SDS-PAGE电泳，考马斯亮蓝R250染色，显示结果。 
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2  结果 

    2.1  HC重组蛋白的纯化效果 

    凝胶扫描分析HC表达水平为菌体总蛋白的43%。超滤浓缩的HC用DEAE Sepharose Fast Flow阴离子交换

层析纯化，HC不吸附，杂蛋白分别被1 mol/L NaCl洗脱，HC的纯度达到90%。经Superdex 75凝胶过滤后，纯

度>95%。 

    2.2  HC重组蛋白免疫产蛋鸡后血清抗体和IgY动态变化规律 

    免疫前IgY和血清抗体的滴度小于1∶10，血清抗体的效价比卵黄抗体上升速度快，14 d时达1∶104，卵

黄抗体为1∶103；血清抗体在35 d时效价与IgY持平，达1∶106。 

    2.3  蛋白质含量测定 

    分光光度计测得D(260)为0.625，D(280)为0.993，由公式计算出IgY蛋白含量9.77 mg/ml卵黄。 

    2.4  IgY纯度的测定 

    SDS-PAGE电泳及扫描分析结果(图1)表明，经水稀释法纯化后，在67 000及30 000附近示2条电泳带，分

别为IgY的重链和轻链，纯度达到90%以上。 

    图1  HC重组蛋白IgY纯化的SDS-PAGE电泳图 
    Fig.1  SDS-PAGE analysis of HC IgY 

    M: Low-molecular-weight marker; Lane 1: Sample before immunization; Lane 2: Sample 
after immunization; Lane 3: Salt precipitation with 50% ammonium sulfate; Lane 4: Salt 

precipitation with 33% ammonium sulfate

    

3  讨论 

    鸡卵黄IgG又称IgY[6]，存在于免疫后母鸡的卵黄中，是卵黄中唯一的免疫球蛋白。首次免疫后，血清抗

体比IgY大约早出现1周，表明抗体从血液到卵黄需要一个传递过程[7]；加强免疫后，两者趋于一致。卵黄制

备的特异性抗体具有产量高、稳定性好和成本低廉的优点，故可以用IgY代替血清抗体，用以大量生产抗体供

进一步研究及应用。IgY很难从丰富的卵黄磷脂中分离出来，限制了其作为抗体来源的研究。Jensenius[8]和

Polson[9]在20世纪80年代相继建立了硫酸葡聚糖提取法和聚乙二醇提取法。有报道用Xanthan提取，获得的

IgY产量为7.3 mg/ml卵黄，纯度约89%[2]。本研究用水稀释法提取IgY，产量为9.77 mg/ml，经SDS-PAGE分



析，出现2条蛋白带，纯度达到90%以上。CTL通过识别细胞表面与MHC-Ⅰ类分子结合的抗原肽而杀伤靶细胞，

是机体抗肿瘤、抗移植物及有效控制各种感染的重要途径之一。近年来用基因重组技术产生的MHC-Ig复合体

[10]可有效地检测和活化特异性CTL。其基本过程是MHC和其抗体的基因克隆于载体中进行表达纯化，再与特

异性多肽表位结合形成特异性MHC-Ig复合体，进而诱导特异性CTL反应，还可进行间接荧光法标记，在流式细

胞仪下检测特异性CTL的频数。我所人员已将HLA-A*0201和特异性多肽表位结合成HLA- A*0201-肽复合体(待

发表)。本研究中HLA-A*0201的HC抗原在福氏佐剂的辅助下可有效地导致种鸡免疫，其卵黄用水稀释法制备的

IgY产量多、效价及纯度高。 

    (责任编辑：黄开颜) 
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