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77摘7要!L=D疫苗技术由于其独特的作用和优势$现已成为最有发展潜力的新兴免疫技术之一& 将

L=D疫苗技术和卵黄抗体技术联合起来$可获得效价更高'亲和性更好和成本更低的卵黄抗体& 就L=D

疫苗和卵黄抗体的各自特点以及L=D疫苗技术在卵黄抗体制备中的应用优势进行综述&

关键词!L=D疫苗#卵黄抗体#免疫

中图分类号!MN% 文献标志码!D

AAL=D疫苗和卵黄抗体作为近年来免疫学新兴的产

物受到了广泛关注#两者的优越性随着研究的深入也愈

加突显% 用L=D疫苗制备卵黄抗体是将两者优越性联

合#这种卵黄抗体受到了越来越多的研究人员的青睐#

通过这种方法获得的卵黄抗体比常规免疫方法获得的

卵黄抗体在疾病的预防和治疗将上更具有优势%

% L=D疫苗

L=D疫苗是将编码某种抗原蛋白的外源基因直接

导入动物体细胞内#利用宿主细胞的表达系统合成外源

蛋白#进而诱导宿主免疫系统产生针对该抗原蛋白的免

疫应答#以达到预防和治疗疾病的目的% 与常规疫苗相

比#其优点主要为&L=D疫苗易于设计'构建'改造且成

本低#适于规模化生产% L=D疫苗其物理化学性质稳

定#便于保存和运输% L=D疫苗通过宿主细胞表达目的

抗原蛋白#较之在原核表达系统中表达的蛋白更接近于

其抗原蛋白天然结构(%B!)

#诱导机体产生更强的免疫应

答% L=D疫苗在宿主体内表达持久#因此单一剂量的

L=D疫苗可激发长时间的免疫#产生特异的交叉保护%

此外#通过L=D重组技术可对 L=D疫苗制备时载体所

携带的基因进行针对性改造和变换#增强了 L=D疫苗

靶向性和特异性(#BO)

% L=D疫苗缺点是仅适用于蛋白质

抗原!不适用于非蛋白质抗原#如细菌多糖$"有对注射

部位细胞生长产生影响的风险"诱导产生的抗体有可能

对机体自身的 L=D构成威胁"有可能增加机体对抗原

的耐受性%

当带有高效表达调控序列的保护性抗原基因导入

动物体细胞后#被细胞摄取而进入细胞核#在载体上的

启动子调控下#转录出抗原基因 GM=D#后者进入胞浆

而转译出相应的抗原蛋白% 表达的抗原蛋白可以通过 !

种方式呈递给宿主免疫系统!图 %$&!%$抗原在细胞内

经加工后与PQRS分子结合呈递到细胞表面#最终激活

细胞毒RLE TU淋巴细胞!RUV$"!!$从细胞中释放出

来与W细胞受体结合#释放出的蛋白质被抗原呈递细胞

所吸收'降解#然后与PQRSS分子结合后最终可激活体

液免疫应答%

另外#L=D疫苗免疫部位'宿主表达抗原蛋白的量

和免疫调节剂类型等因素#均对 L=D疫苗的免疫效果

产生相应的影响#其中以免疫途径和免疫佐剂的影响最

为显著% X9,-,研究发现多种途径合并注射免疫效果最



图! +56疫苗免疫机理示意图

好#其它依次为肌肉'静脉'鼻腔'皮内和皮下接种(')

#目

前最为有效的免疫途径是使用基因枪将 L=D包被的金

属颗粒注入表皮细胞% 如果用注射器直接注射要求

L=D为 %$ Y!$$ *<!鸡'鸭等$#基因枪注射要求的L=D

量可少至纳克级% 在佐剂方面#目前使用的佐剂有多

种#其中包括无机佐剂!如氢氧化铝$'有机佐剂!如脂多

糖'分支杆菌等$'合成佐剂!如双链多聚肌苷酸'胞苷酸

根等$以及近年来发现的细胞因子等("B%%)

%

! 卵黄抗体

卵黄抗体的性质与哺乳动物的S<Z相似% 由图 ! 可

知两者均由两条轻链!!V$和两条重链!!Q$组成#其中

R部为恒定区#?部为可变区% 与哺乳动物的S<Z比较#

卵黄抗体无绞链#而 R区较大#因此不能与哺乳动物的

补体及类风湿因子结合#所以更安全% 正常鸡卵黄抗体

的分子量约为 %E$ [L-#其等电点约为 O@!% 卵黄抗体

与一般哺乳动物 S<Z相比#卵黄抗体具有较强的耐热'

耐酸'抗离子强度和一定的抗酶降解能力%

在低于 "O \条件下#卵黄抗体具有良好的热稳定

性% 卵黄抗体粉末制剂在 & \贮存 O 年或在室温贮存 '

个月其活性仍无明显变化或下降#'O \时可保持 !& 3

以上#"$ \时加热 F$ G1,后其活性才明显下降% '$ \#

#$ G1,条件下巴氏消毒不影响卵黄抗体"高于 E$ \#大

部分卵黄抗体失去活性(%!)

% 卵黄抗体在 ]Q&@$ Y%%@$

时比较稳定#]Q#@$ Y#@O 时活性迅速下降#]Q%! 时活性

图) -89和-8:结构示意图

亦有所下降(%#)

#而本实验室制备的轮状病毒卵黄抗体在

]Q#@$ 时仍保持较高的活性% 卵黄抗体对胃蛋白酶有

较高的抵抗力#但对胰蛋白酶敏感% 将胃蛋白酶和卵黄

抗体在 ]Q!@$ 温育 % 3 后#所有活性丧失#但在 ]Q&@$

时 % 3后可保持 F%^的活性#甚至温育 %$ 3后仍有 '#^

活性% 卵黄抗体分别与胰蛋白酶和胰凝乳酶温育 E 3#

活性分别保持 #F^和 &%^

(%!)

%

众所周知#当抗原来源与免疫系统的亲缘性越远产

生的免疫反应就越强烈#因此针对哺乳动物性抗原鸡产

生的抗体比来自哺乳动物的抗体滴度更好而且成本更

低(%&B%')

% 此外#当用哺乳动物蛋白做为抗原时#鸡产生

的抗体比相应的哺乳动物产生的抗体能够识别更多的

抗原表位(%'B%F)

% 鸡的卵黄抗体和哺乳动物的免疫球蛋
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白不会发生免疫学的组织交叉反应(%")

% 进化的远缘性

决定了在某些类型疾病的预防和治疗中卵黄抗体比S<Z

更具优势% 用同样的抗原免疫鸡和羊#鸡的卵黄抗体在

第一次免疫后就表现出很高的免疫亲和性!%$F V_G).$#

而为了达到相似的亲和活性羊必须接受 & 次同等剂量

的免疫(!$)

%

# L=D疫苗和卵黄抗体的应用现状

迄今#鲜有L=D疫苗试验能够诱发足够强大的免

疫反应来治疗和预防疾病% 然而#在 !$$' 年 ' 月已经证

实禽流感L=D疫苗具有积极结果和一种西尼罗河病毒

L=D疫苗能够使马对西尼罗河病毒产生免疫(!%)

#并且

!$$" 年 E 月在L=D疫苗治疗多发性硬化症的报道中证

实有显著疗效(!!)

% 目前#将多种病原体的基因构建到同

一载体上可制成针对多种病原体的 L=D疫苗#这种针

对多种病原体的新 L=D疫苗在小鼠模型上已经有广泛

的研究(!%)

#而且已经被证实通过肌肉免疫或皮下免疫能

够诱导产生很强的免疫反应(!!)

% 这项技术目前已经应用

于多种疾病#包括流行性感冒'乙型肝炎病毒'疟疾'结核

病'0S?!猪流感病毒$'QS?!艾滋病病毒$和多种癌症(!%)

%

卵黄抗体具有抗胃屏障作用(%#)

#因此口服纯化的卵

黄抗体可用于胃肠细菌和病毒感染的被动免疫治疗%

现已证实口服从免疫鸡中获得的卵黄抗体可成功治疗

多种胃肠道病原体感染% 例如#人和牛的轮状病毒'牛

冠状病毒'鲁氏耶尔森菌'肠毒素性大肠杆菌'迟钝爱德

华菌'葡萄球菌'假单胞菌和幽门螺旋杆菌脲酶 W

等(!#B!&)

%

最近有研究表明#使用能够表达幽门螺旋杆菌脲酶

W的L=D疫苗免疫产蛋鸭#获得的卵黄抗体#不但具有

很高的滴度而且能够特异性识别幽门螺旋杆菌(%F)

% 本

实验室通过初步研究也发现使用轮状病毒结构蛋白

?̀ " 的L=D疫苗免疫产蛋鸡#获得的卵黄抗体能特异

性识别轮状病毒粒子%

& L=D疫苗制备卵黄抗体的优势

目前已经证实使用鸭乙型肝炎病毒!和人乙型肝炎

病毒相似$的L=D疫苗免疫产蛋鸭可以从蛋黄中分离

纯化得到相应的抗体(!O)

% 通过肌肉注射将带有能编码

目的蛋白序列的质粒注射到机体内#序列在机体细胞内

表达成蛋白诱发免疫反应#这样被免疫的鸟类就能作为

提供抗原的*工厂+#而不需要再纯化抗原蛋白#因为每

个蛋的抗体含量要比从动物血清中平均抗体含量要高

很多#因此这种非侵染性的方法可以快速获得大量特异

性强'生物活性高的卵黄抗体(!O)

% 这种免疫方法将开辟

一个全新的领域% L=D疫苗制备卵黄抗体的优势主要

表现在以下 O 方面&

!%$不再需要纯化抗原蛋白

L=D疫苗制备卵黄抗体是通过基因在动物宿主细

胞内直接表达抗原#并诱导机体产生抗体的方法#这种

方法避免了传统免疫方法中昂贵繁琐的抗原蛋白纯化

的准备工作#以及由于纯化不完全而造成污染的潜在可

能%

!!$抗体的质量优势

因为鸟类和哺乳动物有较远的亲缘关系所以对于

哺乳动物抗原鸟类表现出更强的免疫应答% 此外#鸟类

的卵黄抗体有更显著的亲和活性(!##!')

% 另外现已证实

通过核酸免疫得到的卵黄抗体比通过蛋白免疫得到的

抗体的抗原表位更接近于病毒感染机体产生的抗体(!")

%

经核酸免疫产生的抗原在合成和翻译后修饰更接近于

它们的天然结果(%B!)

#因此产生的抗体结果也更接近于

天然抗原感染机体产生的抗体%

!#$产量高及生产的可伸缩性

卵黄抗体的生产方法是从蛋黄中大量收集抗体#鸡

蛋可以看做一个抗体生产的小型*工厂+#因为从每只蛋

中可以纯化得到大约 '$ Y%$$ G<的抗体#生产量可以根

据需要进行调节%

!&$非侵染性的抗体生产法

卵黄抗体是通过从接受过免疫的产蛋鸡的鸡蛋中

获得#而且每只蛋中得到的抗体要比从兔子血液中得到

抗体的平均量高(!&)

#每天收集鸡蛋提取卵黄抗体可以减

轻目前用于抗体生产动物!老鼠'兔子$的重复性出血的

痛苦%

!O$卵黄抗体作为免疫诊断试剂的优势

因为卵黄抗体不会与哺乳动物的免疫球蛋白'补体

及类风湿因子发生血清型交叉性反应#因此卵黄抗体作

为免疫荧光检测'免疫组织化学'酶联免疫检测

!;VS0D$'a6786+, K.)881,<和免疫电泳的免疫诊断工具

有特殊的价值(!EB!F)

%
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O 展望

综上所述#与常规疫苗比较#L=D疫苗是一种更加

安全'快速'有效且成本低的免疫疫苗#卵黄抗体作为一

种新型抗体更是具有产量高'效价好'易获取并且适用

性广的特点% 因此#用 L=D疫苗制备特异性卵黄抗体

是将两者优点综合#由于在真核细胞内 L=D疫苗表达

的抗原蛋白更加接近其天然结构#因此获得的卵黄抗体

不仅具有诸多优点而且能够更加易于识别和结合病毒

粒子从而达到更加理想的治疗和预防的效果% 这种新

型的抗体生产方法将会为免疫学的研究开辟更加广阔

的空间% 本实验室欲使用 L=D疫苗制备轮状病毒的卵

黄抗体#意在生产一种低成本'高效价'安全稳定且适用

于婴幼儿治疗及预防由轮状病毒引起的感染性腹泻的

卵黄抗体%
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