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摘要 单克隆抗体具有特异性强、表达较稳定等优势，而鸡 IgY抗体因其种属距离等特点而具备一系列特殊优势，诸如交叉
反应小、产生 IgY的鸡免疫系统对哺乳动物保守的生物分子反应明显等，如能将这两种抗体的优势结合起来，开发单克隆卵
黄抗体则有望大大拓展抗体的研究模式和应用领域．针对这一新兴领域，从单克隆卵黄抗体的理论背景、研发与技术现状和

可能的应用前景三个角度综述了国外的研究现状．
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抗体是机体防御系统的重要分子，用于识别和

清除抗原物质，极具疾病诊断与治疗价值．20世
纪 70年代发展起来的淋巴细胞杂交瘤技术制备单
克隆抗体是抗体工程的重大突破．单抗以其高特异

性广受欢迎．20世纪 80年代起出现的基因工程技
术改造抗体以及继而发展的基因工程抗体库技术，

更使抗体药物研发达到新的高度．此外，源于禽类

的卵黄抗体近年来也不断与单抗技术及新型生物工

程技术相结合，呈现出前所未有的研发与应用趋

势，正成为抗体技术中的一个热点．

1 抗体分类及其分析

1援1 多克隆抗体

具有较好的异质性，可用于抗原鉴定、分析和

中和，但因多克隆性质，它作为特异生物探针或治

疗制剂还存在如抗体表达稳定性较差、特异性不够

强、存在交叉反应以及由此导致的假阳性、假阴性

反应等缺点．

1援2 单克隆抗体

鼠源 mAbs是目前最普遍的抗体研发模式，较
多抗而言，其特异性和稳定性更好，此外，发酵罐

大规模生产技术也已成熟．但以杂交瘤技术制备的

鼠源 mAbs或者重组技术产生的嵌合抗体及人源化
抗体都存在一定缺陷，如：对于某些特定抗原的高

度保守抗原表位，由于哺乳动物的免疫球蛋白序列

高度同源，在亲缘关系相近的物种间很难将它们

视为免疫原，往往难以诱发令人满意的抗体及效

价[1]．而大量有治疗前景的靶受体在进化中是高度

保守的，对此亟需抗体新技术的突破．此外，鼠源

mAbs可能会与哺乳动物或细菌的过量表达物产生
干扰反应，也限制了其在免疫诊断上的应用[2]．

1援3 卵黄抗体

通过对禽类(鸡)免疫，进而从卵黄中获得特异
性多抗(IgY)，是近年来快速发展起来的技术． IgY
性质稳定、产量高、成本低，满足动物福利需求，

具有动物种系发生学距离优势，更适于生产特异性

抗体，已广泛用于生物、医学领域[3]．根据笔者的

前期研究，针对同一免疫原，IgY往往能较 IgG产
生更强、更稳定的抗体滴度．我们分别以灭活痘病

毒和肉毒毒素、蓖麻毒素为免疫原，获得的特异性

IgY滴度可高达 1∶106，且表达平稳，远远强于平

行试验的鼠 mAbs．并且这些 IgY抗体还能与磁珠
结合，用于不同情况下病毒或毒素的富集与 PCR
及 ELISA检测[4-5]．
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Fig. 2 Comparison of antibody differentiation
mechanisms between mouse IgG and chicken IgY[13]

图 2 鼠与鸡的抗体分化机制的比较[13]

(a)鼠 IgG. (b)鸡 IgY.

禽类(鸡)和哺乳动物(人，鼠)同属脊椎动物，
又具有足够的种属距离差异(图 1)．这一差异使
IgY 获得一系列不同于 IgG 抗体的特性与优势，
如：IgY几乎不与蛋白 A、蛋白 G、异质性抗体、
类风湿因子、人抗鼠抗体及哺乳动物 Fc受体结合，
不激活哺乳动物补体系统[6]．因此，在减少免疫检

测中的交叉反应、提高抗体滴度与中和能力、对哺

乳动物高保守蛋白引发较强的反应等方面，禽免疫

系统和 IgY能发挥鼠类免疫系统及鼠源抗体所难以
达到的效果．如在鸡中很容易产生牛胸腺 RNA聚
合酶域[7]和鼠胰岛素受体 X亚组的抗体[8]，但相同

抗原在鼠中却不能诱发抗体产生．抗 1, 25-二羟 D
的 IgY比其兔 IgG特异性强且交叉性弱[9]，这表明

IgY可以更好地识别不同抗原表位． IgY已经用于
人胰岛素[10]、IL-6[11]等哺乳动物保守抗原的研究．

此外，针对特定基因片段构建基因特异性

IgY，虽仍是多抗，但其高度的抗原特异性可视之
为一种“假单抗”，可成为沟通基因组学与蛋白质

组学研究的桥梁，在筛选与确认生物标记和药物靶

点的应用上很有前景[12]．

应指出，传统 IgY仍然是多克隆抗体混合物，
特异性有时还不够理想，且抗体生产的稳定性与标

准化也难以保证，这在一定程度上限制了其应用．

1援4 单克隆卵黄抗体

基于上述哺乳动物源抗体与 IgY的优点和局限
性分析，可以引入一种单克隆卵黄抗体概念．这种

抗体兼具 IgY种属距离优势和单抗的高特异性与稳
定性，抗体的专一性进一步加强，有望在针对哺乳

动物高保守蛋白的抗体研发及特异性检测上获得突

破．如进一步将 mIgY组装成嵌合抗体或人源化抗
体，则能促进抗体介导靶向药物以及临床应用的

发展．

有三种基本机制保证了动物抗体多样性与不同

的分化路径：a．基因重组———特殊位点的重组；

b．基因转化———非互补的同源性重组，从同源基

因片段拷贝获得修正后的受体基因(模板修正)；
c．体细胞超频突变———不是源自于已存在的序列

Fig. 1 Evolution tree of vertebrat[3]

图 1 脊椎动物进化树[3]
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单(或双)核酸取代(非模板修正)[13]．哺乳动物由于

有多拷贝的 VJ(D)片段可以通过基因重组实现抗体
多样性，但是 IgY重链和轻链的结构很特殊，只有
单拷贝的 V和 J功能基因进行基因重组．鸡主要
通过基因转化将基因从大量的假基因转移至表达位

点，以保证多样性[14]．而这种独特的多样性机制使

得构建 IgY重组抗体库极为方便，也使得通过设计
V 片段引物并用 RT-PCR 技术得到 mIgY 成为
可能．

2 单克隆卵黄抗体研发思路

将 IgY技术嫁接于单抗技术和其他当前主流的
生物工程技术，能够大大拓展 IgY的研究和应用空
间，并为抗体技术带来新思路、新方法．

2援1 杂交瘤技术

mIgY最初是通过杂交瘤技术制备的. Nishinaka
等[15]首先研制出缺少胸苷激酶的融合亲本 B细胞株
HU3R27，与免疫后鸡脾细胞融合，成为可分泌特
异性抗体的鸡杂交瘤细胞株，但抗体分泌的稳定性

较低. 该小组将 HU3R27细胞株改进后获得 R27H4
细胞株，使之与脾细胞融合后可以稳定地分泌抗

体[16]，但是 R27H4细胞株可分泌非特异性的 IgM，
同时在融合培养基中存在对 HAT培养基不敏感的
类淋巴母细胞而导致目的克隆筛选困难．随后，他

们将亲本 B细胞株 R27H4继续改进，制备出可以
广泛应用的抗乌巴因的 MuH1 和 MuH4 分泌株，
虽然 MuH1和 MuH4与脾细胞的融合率不高，但
是获得能够分泌特异性抗体的杂交瘤株几率大大增

加[17]．Matsushita等[18]利用 MuH1细胞株与脾细胞
融合制备出抗牛朊病毒(PrP)的 mIgY. Matsuda等[19]

利用 MuH1细胞株和免疫后的脾细胞，制备出抗
人 PrP-N端氨基肽的 mIgY，产生的 mIgY 既可以
和氨基肽段特异性结合，也可以和患库鲁病以及克

雅氏病的病人脑中组织特异性结合．

然而运用杂交瘤技术制备 mIgY是困难的．在
哺乳动物鼠源 mAbs中，原始 B细胞通过与骨髓瘤
细胞融合，产生的杂交瘤细胞在小鼠体内可无限增

殖并分泌抗体，然而在鸡系统中没有合适的无限增

殖分泌抗体的细胞株．尽管鸡的杂交瘤技术能生产

出所需要的特异性 mIgY，阳性克隆株的分泌率非
常低，所产生的抗体浓度甚至低于鼠 mAb产量的
10%[20]．由于 IgY不与蛋白 A 和蛋白 G 结合，经
传统杂交瘤技术制备的 mIgY 也难以纯化 [21]．此

外，杂交瘤技术获得 mAb过于复杂、漫长，且难

以制备人源化抗体，这都限制了 mIgY的应用．
2援2 重组技术

2援2援1 小分子抗体．

基于抗体分子的抗原结合部位仅限于可变区这

一事实，可以通过基因工程构建不同形式的抗体片

段，如：Fab、单链抗体(scFV)、双体分子．这些
小分子抗体都具有同亲本单抗相同的特异性，并能

很好地保持抗体的亲和力．

Nakamura 等[20]利用噬菌体展示技术制备了哺

乳动物 PrP的 mIgY的 scFV，经 ELISA和Western
blot测定，此抗体能与 PrP很好地结合．此方法为
提高鸡 mIgY的产量提供了有效的工具，但其构建
的 mIgY载体 pPDS只包含鼠的 C资(轻链恒定区)，
在进行双抗体检测时存在困难．他们随后构建了包

括鸡 C姿和 FLAG标签(在 scFV序列的 3忆端有 6伊His
序列)的两个表达载体 pCPDS和 His-pCPDS，以便
于检测和纯化．利用这两个载体经噬菌体展示技术

成功制备了 PrP特异性 IgY-scFv[22]. Andris-Widhopf
等 [23]通过使用改造后的噬菌体载体 pComb3H 和
pComb3X制备了荧光素半抗原的 scFV以及鸡 -人
嵌合抗体 Fab．噬菌体展示技术制备的 mIgY经加
入亲和标签后就很容易被检测和纯化．例如：

Shimamoto等[21]利用噬菌体展示技术构建双载体并

在重链的羧基端连接 His标签，最终得到的抗体可
以用镍亲和层析一步纯化，这利于 mIgY更广泛地
应用．

2援2援2 嵌合抗体．目前 mIgY仅见于体外免疫检测
研究，与体内治疗还有较大距离．且有理由推测，

IgY抗体如用于哺乳动物体内，仍可能具有免疫原
性，可能诱发抗鸡抗体反应[24]．但可以通过嵌合抗

体方法将最具有免疫性的 IgY恒定区以人抗体的恒
定区取代[25]，得到鸡 -人嵌合抗体．并且，这种形
式的抗体不但免疫原性降低，而且半衰期延长，这

对 mIgY的药物化应用十分重要[26]．Nishibori等[25]

成功构建了抗人 PrP-N末端氨基肽的鸡 -人嵌合抗
体，同时嵌合抗体仍然保持与原抗体相同的亲和

力．Tateishi等[27]将鸡重链和轻链可变区分别连接

在鼠重链和 C资轻链恒定区而制备了抗人 PrP-N端
氨基肽的鸡 -鼠嵌合抗体，小鼠实验显示，嵌合抗
体产生的抗体滴度比重组 IgY产生的抗体滴度低很
多，表明鸡 - 鼠嵌合抗体较重组 IgY 免疫原性更
低，为 mIgY用于人类临床前的小鼠实验提供了很
好的工具．

2援2援3 人源化抗体．为减少抗体的免疫原性，进一
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步应用于人类临床，需将抗体人源化．通常是将抗

体可变区的 6个互补决定区(CDRs)转至人的 FR区
(CDR-移植)．然而，仅移植 CDRs常常导致抗体
亲和力大大下降[28]．Nishibori等[24]应用噬菌体展示

组合抗体库将 mIgY人源化，且与原抗体相比具有
同样的高特异性和亲和力，使得 mIgY的体内治疗
成为可能．

3 mIgY的应用前景
目前 mIgY研究尚属起步阶段，其应用还少有

报道．但依据其技术与理论特点，有理由相信其应

用将主要围绕以下几个方面．

3援1 免疫学检测、诊断

鉴于 mIgY的上述优点，使之在免疫检测中优
势明显，如：已经制备出的 mIgY可以成功地检测
人、鼠、羊和牛的朊病毒这类保守病毒(蛋白)[29]．

又如：氧化型低密度脂蛋白(OxLDL)诱发的动脉粥
样化，是通过内源性类似的 OxLDL 受体 -1
(LOX-1)介导实现的，过去的几十年，在调查脂类
代谢与动脉粥样硬化形成之间的关系进行的很多实

验，都是将转基因小鼠作为免疫动物．但是在进一

步的机制研究上却没有找到合适的工具．Sato等[30]

制备了抗人载脂蛋白(ApoB)的 mIgY，可以识别人
和鼠的 VLDL/LDL．结果表明，特异性 mIgY在血
脂异常、动脉粥样硬化以及缺血性心脏病的检测上

将会是有效的工具，而这些工作在使用传统哺乳动

物源抗体时往往达不到同样效果，或因交叉反应造

成非特异性干扰[2]．

3援2 药物功能应用

利用小分子抗体的高度特异性作为靶向载体，

与其他功能性分子(如毒素、酶、肽、蛋白质、脂
质体、细胞因子等)连接，协同其他效应分子发挥
药效．由于分子质量小，更易向组织内渗透而有利

于治疗，同时降低了免疫原性，回避了鸡免疫原性

以及由此引发的人源化问题．例如，由于 LOX-1
在动脉粥样硬化与心血管疾病的发病机制中的重要

作用，以及 LOX-1的 CTL结构域在哺乳动物中的
高度保守性，Iwamoto等[31]成功制备了抗 LOX-1的
mIgY及小分子抗体，为心血管药物的开发提供了
工具．

3援3 异体移植的应用

移植物发生超急性排斥反应的主要原因是异体

移植物的抗原(琢-1, 3-半乳糖)与受者体内的天然抗
体(抗 琢-1, 3-半乳糖的抗体)结合，引起一系列免疫

反应致使移植物失活．参与这种作用的抗体主要是

IgM，在超急性排斥反应中最典型．而 IgG类抗体
与移植抗原的靶细胞结合后，可与具有 IgG的 FcR
细胞结合，发挥抗体依赖细胞介导的细胞毒性作用

效应，裂解器官移植物的细胞．琢- 半乳糖基
(琢-Gal)存在于除人和旧世纪猴以外哺乳动物体内的
主要异种抗原，所以引起这种排斥反应．而研究发

现禽类同样没有 琢-Gal 的表达 [32]，因而可以产生

琢-Gal 的天然抗体．由于 IgY 与哺乳动物抗体
(IgM，IgG)的显著不同，可以阻止人的异种抗体与
移植物组织的结合，同时它们可以结合肺动脉内皮

细胞而不将其激活，因而不会激活补体系统．若将

移植物的脉管系统结合抗内皮的 IgY抗体，超急性
排斥反应和急性反应很可能会避免[33]，将非灵长类

动物(如猪)作为临床异种移植主要供体成为可能．
3援4 放射免疫显像与治疗

抗体注入机体，经血液循环到特定组织或器

官，能与相应靶分子特异结合．为了便于了解抗体

或受体分布，可以将 mIgY标记如放射性核素或荧
光蛋白，用于在体显像监测．虽然 mIgY这方面的
工作尚无人开展，但我们大胆推测，这是一条可行

的路径．

4 结论与展望

禽类免疫系统产生的 mIgY在免疫诊断与检测
上具有突出优势，同时鸡免疫系统尤其适于制备哺

乳动物保守性蛋白的抗体．此外，小分子抗体以及

嵌合抗体的制备促进了 mIgY的临床应用研究．作
为一种新型抗体，目前 mIgY的研究还很少，仅见
国外个别小组(德国、美国、日本)报道，在国内还
是空白领域．笔者认为这一领域拥有巨大前景，通

过构建、开发出具有更优良免疫学特性、更广泛应

用前景的新型抗体和新平台、新技术，对疾病诊治

及以抗体产品开发为主的应用研究和抗体自身的基

础研究都会起到很好的推动作用．
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Abstract Monoclonal antibodies (mAbs) have the advantages of high specificity and stable expression, while
avian IgY antibodies provide a series of advantages such as less interference reaction with non-specific proteins in
immunoassays, and the immune system of birds reacts stronger with IgY production against highly conserved
mammalian antigens than the mammalian immune system. Monoclonal IgY(mIgY) is a new antibody development
concept to combine the both advantages of IgY and mAbs. It was reviewed the current research situation and
improvement of mIgY, mainly focused on the theoretic background, techniques involved, research cases and
application prospects of mIgY.
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