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摘要 

IgY 是雞蛋蛋黃中的主要抗體，相較於以哺乳類動物生產 IgG 多

株抗體，以雞蛋生產 IgY 多株抗體不但方式更為簡便、成本較低廉、

產量也較為豐富，且程序也較符合人道要求。此外，由於鳥類與哺乳

類動物的親緣關係較遠，IgY在醫學應用上能減少偽陽性反應的發生，

因此 IgY 多株抗體具有基礎研究、一般檢驗、醫學診斷與治療等多方

面用途的應用潛力。 

在本研究中，我們一方面以小鼠的 IgM免疫球蛋白為模式抗原，

對雞隻進行免疫注射，以探討生產專一 IgY 抗體之適當條件；另一方

面也發展從液態蛋黃及冷凍蛋黃中粗萃取 IgY 的方法；此外，我們也

利用基因工程的方式，生產抗原的重組蛋白質，並將其製備成吸附管

柱，以純化獲得純度、效價及專一性皆優良的 IgY 抗體樣品。 

本研究已成功建立以雞隻生產小鼠免疫球蛋白之 IgY 抗體的模

式，可做為以雞隻生產其他相關抗原之 IgY 多株抗體的參考；我們也

已開發出快速、經濟、有效的 IgY 萃取與純化方法，除了顯著提升萃

取蛋黃 IgY 的效率與便利性之外，更能增進 IgY 抗體的應用範圍。 

 

 

 

 

關鍵字：IgY、雞蛋蛋黃、抗體、免疫球蛋白、抗原、吸附管柱 
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Abstract 

    IgY is the major antibody in the egg yolk of chicken. There are so 

many advantages of IgY, the yield in the yolk is abundant, the cost of 

maintaining hens is low, the using of non-invasive methods to isolate IgY 

from yolks is more humane, and the false positive result is reduced due to 

large phylogenetic distance between mammals and birds, so that IgY is a 

useful tool for basic research, inspection, medical diagnosis and 

treatment. 

    In this study, we have injected mouse IgM into hens, in order to 

produce antigen-specific IgY and investigate the appropriate production 

conditions. On the other hand, we have developed two methods for 

extracting IgY from liquid form egg yolk and frozen egg yolk 

respectively. Furthermore, we produced a recombinant antigen protein by 

genetic engineering, then manufactured an antigen-adsorption column to 

purify IgY which is high purity, titer and specificity. 

    We have successfully established a production mode of chicken IgY 

against mouse immunoglobulins, which could be used as a useful 

reference for the production of IgY antibodies directed to other relevant 

antigents. We have also developed rapid, economic and effective IgY 

extraction and purification protocols. These protocols could not only 

significantly improve the efficiency and the convenience of IgY 

extraction from egg yolk, but also extend the applicability of 

IgYantibodies. 

 

Key words : IgY, egg yolk, antibody, immunoglobulin, antigen, 

antigen-adsorption column 
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第一章 前言 

一、 動物免疫防禦機制 

    免疫系統是動物的自體防禦系統，可幫助個體辨識「非自體物質」，

從而將之消滅或排除，以預防及保護個體免於外物入侵。脊椎動物具

有先天性免疫（innate immunity）及適應性免疫（adaptive immunity）

共同作用提供高度保護效果(Male, 2006b)。先天性免疫為對抗感染的

第一道防禦機制，多在感染病原體前就已存在，如皮膚、黏膜、纖毛、

胃中的胃酸、白血球細胞的吞噬作用（phagocytosis）、組織胺（histamine）

輔助引發發炎反應等等(Male, 2006b, c)，皆屬於非專一性免疫反應，

可將大多數外來物質抵擋在外，或迅速將之消滅。有些外來物質順利

躲過先天性免疫的防衛之後，即面臨第二道防禦機制―適應性免疫

(Male, 2006a)，其針對抗原具有高度專一性、記憶性、多樣性、自體

與非自體辨識，可選擇性地消滅特定的外來物及分子。 

    適應性免疫反應包含行細胞免疫（cellular immunity）的T淋巴細

胞（T細胞）與體液免疫（humoral immunity）的B淋巴細胞（B細胞）

(Male, 2006a)。幹細胞在骨髓生成T細胞後，經血液移送至胸腺繼續

發育，成熟的T細胞在膜上表現可辨識、結合抗原的抗原結合蛋白質，

但只可辨識與主要組織相容複合物（major histocompatibility complex, 

MHC）結合的抗原，依功能可分為T輔助細胞（T helper cells, TH）、
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T毒殺細胞（T cytotoxic cells, TC）與T抑制細胞（T suppressor cells, TS）

(Peter Lydyard et al., 2006; Platts-Mills, 2006)。B細胞的幹細胞在骨髓

產生進而發育為成熟的B細胞，具表現、產生抗體的能力，當B細胞

上的膜表現抗體在淋巴結遇上其專一的抗原時，便會被激活成為可以

分泌抗體的漿細胞（plasma cell），一旦抗原被清除後，這些抗體會

慢慢消失，部分的漿細胞則會分化成記憶B細胞（memory B cell）

(Marini, 2006)，記憶B細胞的壽命較長，能表現與母細胞相同的膜結

合抗體，當相同的抗原再次入侵時能迅速反應及增殖，以產生大量的

抗體對抗抗原。抗體遭遇到抗原後，抗體的變異區能與抗原產生專一

性的結合，保護其他正常細胞免受感染，並以Fc端與巨噬細胞結合，

達到消滅抗原的目的。抗體又稱作免疫球蛋白（immunoglobulin, Ig），

存於血清中，目前已知哺乳類的抗體分子依重鏈端的序列差異主要可

分為IgG、IgM、IgA、IgE、IgD五種類型(Jefferis, 2006)。 

 

二、抗體的應用 

    抗體對抗原的結合具有高度專一性及吸附力，故抗體可被應用於

特定抗原分子的鑑定、分析與純化等多種用途，目前已是基礎研究、

一般檢驗、與醫藥治療的重要工具(Lipman et al., 2005; Newcombe et 

al., 2007)。目前應用的抗體類別依照生產方式的差異可分為多株抗體
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（polyclonal antibody）與單株抗體（monoclonal antibody）兩種類型。

單株抗體是在1975年發明的技術(Kohler et al., 1975)，抽取小鼠脾臟的

B細胞並與瘤細胞融合，保留兩者的優點，製作出可不斷增生並持續

分泌抗體的融合瘤細胞（hybridoma cell），其分泌的抗體為單一類型

並僅針對抗原上的單一表位，適合應用於醫事檢測、醫學診斷、疾病

預防及治療等等(Lipman et al., 2005)，如市面上的驗孕棒、驗孕條等

產品即使用單株抗體偵測人類絨毛膜性腺激素（human chorionic 

gonadotropin, hCG）的β次單元(Franchimont et al., 1978; Krichevsky et 

al., 1988)；藉單株抗體的專一性辨識癌症細胞的表面蛋白或分泌蛋白，

並發展出抗體標靶療法治療癌症(Chiarella, 2011; Yang et al., 2011)，

可及早發現與治療；針對細菌表面蛋白生產的單株抗體，能快速、準

確檢測食品中所含細菌種類與數量，避免人或動物食用後引起腸胃疾

病，做為食品安全方面把關的工具(Velusamy et al., 2010)。 

動物體受抗原刺激而引發免疫反應後，會誘發體內產生多種辨識

該抗原不同表位（epitopes）的抗體分子，這些抗體分子的集合統稱

為多株抗體（polyclonal antibodies）(Newcombe et al., 2007)；被誘發

表現的抗體多分布於血液之中，故多株抗體的生產上，大多以兔、羊

等大型哺乳類動物的血清為生產來源(Leenaars et al., 1999) ，如常用

於提供動物體被動免疫如馬製抗蛇毒血清(Moroz et al., 1966; 
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Fernandes et al., 1991; Heneine et al., 1998; Maria et al., 1998; Muniz et 

al., 2000)、馬製抗節肢動物毒素血清(Pepin-Covatta et al., 1996; Braz et 

al., 1999)等等，或常在多株抗體的重鏈端接上具呈色功能的標籤，如

螢光蛋白、山葵過氧化酶（horseradish peroxidase, HRP）、鹼性磷酸酶

（alkaline phosphatase, AP）等，針對抗原上各式各樣的表位，做為報

導實驗、偵測結果的工具。然而飼養這些動物的空間需求與成本較高；

又因為哺乳動物間的親源關係較接近，因此難以用來生產對應哺乳動

物保守性蛋白質(conserved proteins)的抗體；此外，對這些動物重複

進行侵入性抽血的抗體生產方式，也常受到社會上動物福利團體人士

的議論(Chalghoumi et al., 2009)。針對上述的缺點，利用鳥類來生產

多株抗體具有替代性的優勢。 

 

三、鳥類的免疫系統 

    鳥類的免疫系統包括胸腺、法氏囊（bursa of Fabricius）、脾臟、

骨髓、哈氏腺（Harderian gland）、淋巴系統等，未成熟 B 細胞在胚胎

骨髓、肝臟、蛋黃囊形成，經由血液運輸至法氏囊並分化成為成熟 B

細胞，再轉移至血液、胸線、扁桃腺、骨髓、哈氏腺、脾臟等儲存。

法氏囊位於泄殖腔的鄰近位置，在年幼的雞隻體內具有功能，隨著成

長而萎縮，性成熟後失去功能(Lillehoj et al., 1993)，若新生雞隻失去

法氏囊，即失去自體生產有效抗體的能力，成熟後也不會恢復生成抗
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體的能力(Glick et al., 1956)。脾臟是生成記憶型 B 細胞以及 B 細胞分

化為漿細胞的場所，當記憶型 B 細胞再遭遇曾入侵個體的免疫原，便

會轉化成漿細胞，以快速並大量分泌抗體對抗外來抗原。胸線是 T 細

胞成熟的場所，由骨髓生成的幹細胞經血液運輸，在此轉化、成熟為

T 細胞。大多數脊椎動物皆具有哈氏腺的構造，位於眼睛周圍，可分

泌液體幫助眼球潤滑，其內含有大量漿細胞，因此可做為鳥類防禦外

界病菌入侵的第一線(Bang et al., 1968; Mueller et al., 1971; Wight et 

al., 1971)。 

 

四、鳥類抗體的多樣性 

    組成鳥類抗體中輕鏈的 V、J 基因組各只有一個基因片段，限制

VJ 基因重組形成的多樣性，因此在所有 B 細胞形成的輕鏈並無太大

差異(Reynaud et al., 1987; Thompson et al., 1987)；重鏈的 V 與 J 基因

組也各只有 1 個基因片段(Reynaud et al., 1989)，D 基因組則有 15 個

基因片段(Reynaud et al., 1991)，經 VDJ 基因重組後形成的抗體多樣

性遠低於老鼠或人類(Ratcliffe, 2006)，然而鳥類的法氏囊中會發生基

因轉換（gene conversion）的機制，造成抗體基因的重組現象，進而

增加抗體的多樣性：在輕鏈 VJ 和重鏈 VDJ 基因座的 5 端上游各有

一群偽基因（pseudogene），由於其核苷酸組成相似於 V 基因，所以
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一般使用「ΨVL」與「ΨVH」來表示分別屬於輕鏈與重鏈的偽基因，

輕鏈約有 25 組 ΨVL片段，重鏈則約有 60 至 80 組 ΨVH片段，因為其

缺乏啟動子與重組訊號序列（recombination signal sequences, RSS）而

無法自行轉錄或直接參與 VJ 和 VDJ 基因重組(Reynaud et al., 1987; 

Reynaud et al., 1989)。當 VJ 的 DNA 片段進行轉錄時（圖二），DNA

解旋酶（DNA helicase）將雙股 DNA 解開，Activation induced cytidine 

deaminase（AID）會在其中一股 DNA 上隨機將胞嘧啶（cytosine）去

除胺基，轉變為尿嘧啶（uridine），使得核苷酸配對錯誤，形成一個

缺口(Arakawa et al., 2002; Bransteitter et al., 2003; Dickerson et al., 

2003)，該段DNA便有機會隨機與偽V基因中相似的DNA序列雜合，

進而將偽基因的 DNA 做為模板，在 DNA 聚合酶作用之下，形成一

段新的 DNA，接著此段含偽基因的新 DNA 序列再連結回原本的 VJ

片段，原本的 VJ 片段因為核苷酸錯置而進行修復，產生新的 VJ 基

因片段(Ratcliffe, 2006)（圖三），如此隨機發生、進行的機制將大幅提

升鳥類抗體的多樣性。 

 

五、鳥類的抗體 

(1) 鳥類的抗體介紹 

鳥類的血液中存在著 IgY、IgA、IgM 三種抗體類型，以 IgY 的
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含量最多，每毫升血清中約含有 5 毫克，IgA 及 IgM 則各為 0.3 及 1.3

毫克(Ratcliffe, 2006)。當鳥類受到免疫刺激後，會大量表現 IgY 以對

抗抗原，母體血液中的 IgY 會轉送入蛋黃中，是蛋黃內唯一存在的抗

體種類(Chalghoumi et al., 2009)，而蛋白中則僅有些許 IgA 及 IgM 的

存在(Rose et al., 1974)。 

IgY 抗體的 Fc 端結構與哺乳類免疫球蛋白具有顯著差異，使得

IgY抗體不會與哺乳類的補體系統（complement system）(Larsson et al., 

1992)及 Fc 受體作用(Schmidt et al., 1993)，亦不會與類風濕性因子

（rheumatoid factor）作用(Larsson et al., 1991)，因此在分析人體樣品

的應用上能減少偽陽性反應的發生；又由於鳥類與哺乳類的親緣關係

（phylogenetic distance）差距較大(Akita et al., 1999)，因此鳥類適合

用來生產針對哺乳類動物保守性蛋白之對應抗體(Gassmann et al., 

1990; Xu et al., 2011)。 

 

 (2) IgY 結構與特性 

IgY 的分子量約為 180 kDa，研究指出依抗體功能、重鏈蛋白質

結構與重鏈蛋白質基因表現情形可視 IgY為 IgG與 IgE的先祖(Warr et 

al., 1995)，其形狀（如圖一）與哺乳類血清中存在最普遍的 IgG 抗體

類似，兩者皆為血清中含量最豐富的抗體，司職最主要的體液免疫防
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禦機制，IgY 也同時具有與 IgE 相似的引發過敏性反應的功能。 

IgY 由兩條輕鏈與兩條重鏈組成，依功能可區分為變異端

（variable region）與恆定端（constant region），變異端在各個抗體分

子之間可形成變異，如上述基因轉換的機制，使各抗體具有辨識各式

各樣免疫原的能力。IgY 的輕鏈由一個 Variable domain（VL）與一個

Constant domain（CL）組成，重鏈則是由一個 Variable domain（VH）

和四個 Constant domain－CH1、CH2、CH3 和 CH4 組成，CH2、CH3

與 CH4 構成 Fc 端，VH 和 CH1 構成 Fab 端，IgY 的 CH3、CH4 可分

別視為與 IgG 的 CH2、CH3 相同的 domain，唯 IgY 的 CH2 是 IgG 中

所缺少的部分。IgG 的結構中具有 hinge region 連接 CH1 與 CH2，IgY

則缺乏此一構造，僅在 CH1 與 CH2、CH2 與 CH3 的相接處藉少數個

proline 與 glycine 進行連接(Chalghoumi et al., 2009)。 

    IgY 的等電點較 IgG 為低，前者約為 5.7～7.6，後者則為 6.1～

8.5(Davalos-Pantoja et al., 2000)。IgY 在 pH 3.5 和 pH 11 的環境中仍能

保有與抗原結合的活性，但長時間在 pH 3 以下或是 pH 12 以上，IgY

分子將會因結構發生不可逆的改變而完全失去活性(Chalghoumi et al., 

2009)。Hatta et al. (1993)指出胃中的胃蛋白酶（pepsin）會破壞 IgY

抗體結構，使之完全失去與抗原結合能力，但與胰蛋白酶（trypsin 或

chymotrypsin）共存八個小時後，仍能保有約 39～41％的活性。(Hatta 
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et al., 1993) 

(3)雞蛋蛋黃中的 IgY 

    一隻雞在正常情況下，每月可產超過 25 顆蛋(Pauly et al., 2011)。

母雞生成雞蛋的過程中，IgY 經由母體的血液循環輸送到卵巢，被濾

泡膜上的 IgY 受器結合後，送入蛋黃內堆積、儲存(Cutting et al., 1973; 

Rose et al., 1981; Tressler et al., 1987)，達到保護發育中的胚胎之功效。

雖然此種由母體輸送抗體予胚胎以產生被動免疫的模式與哺乳類相

同，但實際參與轉送抗體的受器則並不相同：哺乳類是由 neonatal Fc 

receptor (FcRn)參與轉送，FcRn 是與 MHC I（class I major 

histocompatibility complex）有相關性的構造；而雞隻濾泡膜上的 IgY

受器則與MHC I非同源，而是與mammalian phospholipase A2 receptor 

(PLA2R)較為相似(Tesar et al., 2008)。 

    每顆雞蛋蛋黃中的 IgY 含量可高達 100 mg (Schade, R. et al., 

2005)，因此一隻雞的抗體年產量可高達一隻兔的十數百餘倍(Hatta 

et al., 1993)，能有效減少動物使用量，而相較於哺乳類動物，飼養雞

隻的所需空間也相對較小、成本花費較低、抗體產量豐富，符合成本、

經濟效益的考量，也可免用抽血的方式收集抗體，生產過程更加人道，

符合實驗動物福祉要求(Chalghoumi et al., 2009)。 

 

(4) 其他形態的 IgY 
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    IgY 在自然界中有兩種常見形態，除了上述介紹完整形態

（full-length IgY），還有一種截短形態的 IgY（truncated IgY）（圖一），

缺少完整形態的 CH3 與 CH4，分子量約 120 kDa，形狀類似 F(ab’)2，

因此又被稱作 IgY(△Fc) (Warr et al., 1995)。雞只生產完整形態的 IgY，

鴨、鵝及一些爬蟲類的血清中則是兩種形態的 IgY 皆存在，某些烏龜

以及肺魚只生產截短形的 IgY(Grey, 1967; Leslie et al., 1969; Chartrand 

et al., 1971; Zimmerman et al., 1971; Leslie et al., 1972; Magor et al., 

1992; Fellah et al., 1993; Magor et al., 1994; Warr et al., 1995)，此種抗體

被認為會參與 B 細胞的抗原內化等防衛機制，但無法參與補體固定作

用（complement fixation）、調理作用（opsonization）、抗體依賴型吞

噬細胞毒殺作用（antibody dependent cellular cytotoxicity）以及紅血球

凝集抑制作用(Warr et al., 1995)等。 

 

六、蛋黃 IgY 的應用 

    IgY 在目前的應用中主要以多株抗體的形式發揮作用，因此常見

用於基礎研究、醫事檢驗、與醫藥治療等領域(Cai et al., 2009; da Silva 

et al., 2010; Xu et al., 2011)，如具抗蛇毒效果的 IgY 可提供動物體被

動免疫的效果(Michael et al., 2010)，中和蛇毒毒性，降低受毒蛇攻擊

的死亡率；近來也生產針對沙門氏桿菌（Salmonella）、空腸彎曲桿菌

（Campylobacter jejuni）、大腸桿菌（Escherichia coli）、輪狀病毒
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（Rotavirus）、冠狀病毒（Coronavirus）等病原體的 IgY，經由口服或

注射的方式行被動免疫，減少動物體發生腹瀉、發燒，甚至是死亡的

情形(Chalghoumi et al., 2009)；也有養殖業者在飼料中添加對應病原

體的 IgY 以對水產生物進行被動免疫而達到保護的效果，並可減少抗

生素與其他化學性藥物的使用，讓消費者能安全無虞地食用(Wu et al., 

2011; Xu et al., 2011)；針對幽門螺旋桿菌（Helicobacter pyroli）尿素

酶的雞隻 IgY，可抑制幽門螺旋桿菌的尿素酶（urease）的作用，降

低菌體附著到胃壁及引發發炎、潰瘍等症狀的機會(Shin et al., 2004; 

Nomura et al., 2005; Attallah et al., 2009)，將此 IgY 抗體添加在食品進

行臨床測試，確實可讓人體內的幽門桿菌數減少，達到治療或預防的

功效(Horie et al., 2004)；針對引發口腔疾病的變形鏈球菌

（Streptococcus mutans）與牙周炎致病菌（Porphyromonas gingivalis）

的 IgY 則可有效防治齲齒及牙周病。除了大量醫事上的應用，日常生

活中亦可以 IgY做為快速篩檢尿液中嗎啡的工具(Gandhi et al., 2009)，

以及抑制腐敗細菌生長，延長海鮮類食物存放時間(Xu et al., 2012)等

等。 

 

七、IgY 萃取方法 

    當雞隻受免疫刺激後，隨著時間演進及注射次數增加，蛋黃中對
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應抗原專一的 IgY 含量會逐漸增加，此時只要每日收集雞蛋，即可分

離出蛋黃液以進行 IgY 萃取，然而蛋黃中含有水份 48％、蛋白質 17

％以外，另有高達 34％的脂質(Li-Chan et al., 2007)，且大部分脂質皆

以非水溶性的脂蛋白形式存在，不利於萃取及純化 IgY，也易對後續

應用產生干擾，因此去除脂質為萃取 IgY 的一重要關鍵。IgY 無法與

protein A/G 結合則為另一個純化上的難題：protein A/G 吸附管柱層析

法是常用於純化哺乳類動物免疫球蛋白工具，藉由各式免疫球蛋白

Fc 端與 protein A 或 protein G 結合，而能純化幾乎各式哺乳類抗體，

但由於 IgY 的 Fc 端氨基酸組成與哺乳類抗體的差異明顯，因此無法

與 protein A/G 上的結合位產生鍵結，遂無法以 protein A/G 層析法純

化 IgY 抗體(Kronvall et al., 1974; Akerstrom et al., 1985; Schade, R. et 

al., 2005; Cai et al., 2009)。  

    現有的蛋黃 IgY 萃取方法，都以去脂(delipidation)步驟開始，包

括水稀法(Akita et al., 1992, 1993)、PEG 沉澱法(Polson et al., 1980; 

Polson et al., 1985)、氯仿沉澱法(Ntakarutimana et al., 1992)、膠液沉澱

法(Hatta et al., 1990; Chang et al., 2000; Tan et al., 2012)等；隨後再藉鹽

析沉澱(Pour-Amir et al., 2000; Ruan et al., 2005; Araujo et al., 2010)、或

過濾法(filtration) (Maya Devi et al., 2002; Hernandez-Campos et al., 

2010)、或離子交換管柱(Meenatchisundaram et al., 2008a, b)、或親硫
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性管柱(Cook et al., 2001; Ortiz-Bueno et al., 2009)、或吸附管柱(Brunda 

et al., 2006; Paul et al., 2007; Qu et al., 2011)將 IgY 進一步分離純化。

由於水稀法(Akita et al., 1992, 1993)的步驟簡便，藉弱酸性的水稀釋蛋

黃，即可達到分離水溶蛋白與脂質的效果，因此目前較被廣泛採用

(Akita et al., 1992, 1993; Svendsen et al., 1995; Pour-Amir et al., 2000; 

Verdoliva et al., 2000; Maya Devi et al., 2002; Sunwoo et al., 2002; 

Bizhanov et al., 2004; Ruan et al., 2005; Klimentzou et al., 2006; 

Chalghoumi et al., 2008; Palaniyappan et al., 2012)。近期 Tan et al. (2012)

研發出先以含果膠（gum pectin）、卡拉膠（-carrageenan）和氯化鈣

（CaCl2）的溶液進行蛋黃的去脂作用，再搭配硫酸銨的重複沉澱步

驟，可於 5h內從 1顆蛋黃中分離得到 60 mg純度達 80%的 IgY樣品，

可視為快速、經濟、並且有效萃取 IgY 的典例。 

 

八、研究目的 

    由哺乳動物生產的抗體目前已被廣泛應用於基礎研究、醫學檢驗

等生活中的許多領域，而由雞蛋蛋黃生產 IgY 的優點繁多，足以取代

哺乳類動物的血清做為抗體生產來源，但目前缺少適當的蛋黃 IgY 分

離方法，因此 IgY 的使用仍不夠普遍。本研究之目的即在於發展一快

速、有效的蛋黃 IgY 萃取方法，將有助於 IgY 之應用與推廣。此外，

目前也缺乏適切的專一性 IgY 純化方法，我們實際對雞隻進行免疫注
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射以生產專一性抗體，再利用由重組蛋白製備的吸附管柱進行純化，

製備純度、效價及專一性皆優良的 IgY 樣品，達到提升 IgY 應用價值

之目的。 
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圖一、IgG、IgY、IgY(△Fc)的結構比較圖。 
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圖二、基因轉換的可能機制。本圖引用自 Ratcliffe (2006)。 

DNA 解旋酶（DNA helicase）將 DNA 解開成單股，AID 則在其中一

股 DNA 上製造一個缺口（A），不受結構限制的 DNA 單股便有機會

與偽 V 基因中的 DNA 序列雜合，並將之做為模板，形成一段新的

DNA（B），此段含偽基因的新DNA序列再連結回原本的VJ片段（C），

原本的 VJ 片段則進行修復，產生新的 VJ 基因片段（D） 
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圖三、基因轉換過程示意圖。本圖引用自 Schade et al. (2005)。 

原始 VJ 基因片段在轉錄的過程中，隨機遭遇偽基因片段，以偽基因

片段為模板進行 DNA 複製後，插入原始 DNA 之中，而能產生新的

VJ基因片段，使雞隻生產的抗體不受原始V、J基因片段數量的限制，

而能有效提升抗體多樣性。 
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第二章 快速、有效與低成本的蛋黃 IgY 萃取方法 

(A rapid, effective and inexpensive extraction method for 

yolk IgY) 

 

第一節 摘要 

雞蛋的蛋黃中含有高量 IgY，是多株抗體的良好來源；然而蛋黃

中亦含有豐富的脂質和其他多種蛋白質，易造成 IgY 純化與應用的干

擾。為方便化與普及化蛋黃 IgY 的應用，研發適當的萃取方法有其必

要性。 

本研究發現醋酸鈉溶液（0.1 M ; pH 5.0）具有良好的蛋黃去脂效

果，相較於常見的酸水稀釋法需要作用 6 h 或更久時間，醋酸鈉溶液

僅需反應 0.5 h 即可分離得到 IgY 含量超過 30％的粗萃液，並能直接

應用於多種免疫化學試驗。進一步的鹽析沉澱結果則顯示，粗萃液中

分別添加硫酸銨至 30％、40％、50、和 60％飽和度時，IgY 的沉澱

回收率為 48％、69％、90％、及 96％，而回收樣品的 IgY 純度則分

別為 90％、83％、66％、及 53％，此項結果可做為參考，供各實驗

室依後續用途對 IgY 產率和純度的要求，而選擇沉澱 IgY 的適當硫酸

銨添加量。 

是以本研究所開發的蛋黃 IgY 萃取方法是先利用醋酸鈉溶液進

行去脂作用，再藉硫酸銨鹽析沉澱 IgY。此一兩步驟的簡單方法，可
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於 2h內從一顆蛋黃中分離得到近 90 mg 純度超過 80％的蛋黃 IgY 樣

品。相較於現有的 IgY 萃取方法，本研究所開發的方法不僅步驟最為

簡單、快速，蛋黃 IgY 的回收率與純度亦佳，試劑成本更是低廉，且

無需使用任何有機溶劑，較能符合環保要求。本方法除了可供一般實

驗室的例行 IgY 萃取使用之外，亦可被應用於產業界之大規模 IgY 生

產目的。 
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第二節 緒言 

    脊椎動物的免疫系統遭遇外來特定抗原（antigen）後，常會誘發

體內產生多種辨識該抗原不同表位（epitopes）的抗體分子，這些抗

體分子的集合統稱為多株抗體（polyclonal antibodies）。由於抗體與其

辨識的抗原表位間常具有強結合力（binding affinity）與高專一性

（specificity），故可被應用於特定抗原分子的鑑定、分析與純化等多

種用途，目前已是基礎研究、一般檢驗、與醫藥治療的重要工具

(Lipman et al., 2005; Newcombe et al., 2007)。由於動物體內被誘發表

現的抗體多分布於血液之中，故多株抗體的生產上，通常會選用中、

大體型的兔和羊等動物(Leenaars et al., 1999; Michael et al., 2010)；不

利之處是這些動物的空間需求與飼養成本較高；又因為哺乳動物彼此

間的親源關係較接近，這些動物也不適合用來生產對應哺乳動物保守

性蛋白質（conserved proteins）的抗體；此外，對這些動物重複進行

侵入性抽血的抗體生產方式，也常受到社會上動物福利團體人士的議

論(Chalghoumi et al., 2009)。 

針對上述的缺點，利用雞蛋的蛋黃（egg yolk）來生產多株抗體

具有替代性的優勢。雞隻（Gallus gallus）受到免疫刺激後產生的抗

體分子以 IgY 為主，IgY 不僅是雞血中含量最豐富的抗體分子，也是

蛋黃中唯一存在的抗體種類(Chalghoumi et al., 2009)。由於雞隻的飼
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養成本較兔、羊等動物便宜，產蛋效率又高（正常情況下，每月可產

25 顆蛋）(Pauly et al., 2011)，且每顆蛋黃的 IgY 含量可高達 100 mg 

(Schade, R. et al., 2005)，甚至比雞血中的 IgY 濃度更高(Larsson et al., 

1993)，因此一隻雞經由蛋黃的抗體年產量可高達一隻兔的十數百餘

倍(Hatta et al., 1993)；再者，因為雞蛋的收集較採血更為方便與人道

(Schade, R. et al., 2005)，除了可以提供更穩定的抗體來源之外，亦可

減少動物福利團體人士的爭議。 

除了上述的優點之外，鳥類與哺乳類之間有一定的親緣距離，因

此成功產生對應哺乳動物保守性蛋白質之抗體的機會較高(Gassmann 

et al., 1990)；又 IgY 與哺乳類的 IgG 分子在 Fc 部位的序列上有顯著

差異，故 IgY 不會與哺乳類的補體（Complement）、類風濕因子

（Rheumatoid factor）及 Fc 受體（Fc receptor）等發生作用，可減少

對人類血清進行檢驗或其他分析時的背景反應與干擾(Larsson et al., 

1991; Larsson et al., 1992)。 

 雖然在多株抗體的生產與應用上，IgY 較 IgG 具有更多的優點，

但目前 IgY 的使用仍不夠普遍，其中主要的限制因素是缺少適當的蛋

黃 IgY 分離方法（步驟簡單快速、IgY 回收量與純度良好、成本花費

便宜）(Tan et al., 2012)，尤其蛋黃中含有脂質高達 34％(Li-Chan et al., 

2007)，對 IgY的純化工作常造成嚴重干擾(Hansen et al., 1998)。此外，
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由於 IgY 與 IgG 在 Fc 部位的胺基酸序列差異，也使得廣泛應用於純

化 IgG 的 protein A/G 管柱並無法被用來吸附分離 IgY(Kronvall et al., 

1974; Akerstrom et al., 1985; Cai et al., 2009)。 

 現有的蛋黃 IgY 萃取方法，都以去脂（delipidation）步驟開始，

包括水稀法(Akita et al., 1992, 1993; Ruan et al., 2005))、PEG 沉澱法

(Polson et al., 1980; Polson et al., 1985; Prabhu et al., 2010)、氯仿沉澱法

(Ntakarutimana et al., 1992)、膠液沉澱法(Hatta et al., 1990; Chang et al., 

2000; Tan et al., 2012)等；隨後再藉鹽析、或過濾、或離子交換管柱、

或吸附管柱、或前述方法的不同組合將 IgY 進一步純化(Schade, R. et 

al., 2005)。由於這些過程通常步驟繁瑣且耗時相當冗長，因而對 IgY

應用的方便化和普及化不甚有利。是以，本研究之目的即在試圖開發

一快速、有效的蛋黃 IgY 分離方法，俾使能對 IgY 之應用與推廣能有

提升的助益。 
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第三節 材料與方法 

1. 蛋黃的收集 

    本研究所使用的雞蛋來源為實驗室自行飼養的白色萊亨蛋用雞

（White Leghorn laying hens；50～52 週齡）。蛋殼敲破後，將分離的

蛋黃置於不鏽鋼濾網中，再將濾網浸入裝有 ddH2O 的燒杯中，以洗

去蛋黃表面殘留的蛋白液，隨後以紙巾從濾網外側將多餘的水分吸乾，

再用解剖針搓破蛋黃膜，並以量筒收集蛋黃液。本實驗使用的雞蛋其

蛋黃液體積約為 13～15 mL。 

 

2. 蛋黃 IgY 的粗萃取 

    取定量體積的蛋黃液，加入其 9 倍體積的萃取試劑〔酸水(Akita 

&Nakai, 1992)或本研究採用的 0.1M 醋酸鈉溶液〕，混合均勻後，置於

4℃中攪拌反應，隨後進行離心（12,000×g，30 min，4℃），而收集到

的上清液（supernatant）即為蛋黃的粗萃液（crude extract），量測體

積後，加入 NaN3至最終濃度為 0.02％（w/v），並保存於 4℃中供後

續分析使用。 

     

3. 蛋黃 IgY 的硫酸銨鹽析沉澱 

    將蛋黃液先以 0.1 M 醋酸鈉溶液（pH 5.0）進行上述的粗萃取過

程（4℃攪拌時間為 0.5 h)，再取 4 等份粗萃液（各 10 mL），分別添
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加硫酸銨（ammonium sulfate; Merk 1.01217）至 30％、40％、50％、

和 60％四種不同飽和程度，經於4℃中攪拌 30分鐘後，離心（12,000×g, 

4℃）30 分鐘，再分別以 1 mL PBS 溶液（配方見附註）回溶沉澱（pellet），

經澄清後加入 0.02％（w/v）NaN3，並保存於 4℃中。 

 

4. SDS 膠體電泳分析（Sodium Dodecyl Sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis; SDS-PAGE） 

    本研究採用 Laemmli (1970)的方法進行 SDS-PAGE 分析（4％ 

stacking gel, 12％ separating gel；配方見附錄三）。電泳的條件為固定

120V 約 2.5 h。電泳後，將膠片取下搖盪浸泡於 CBB 染劑（配方見

附錄三）中 1 小時以上，隨後以一級褪染液（配方見附錄三）褪染

10～20 分鐘，再以二級褪染液（配方見附錄三）褪染至蛋白質色帶

清晰可見且背景透明為止。(Laemmli, 1970) 

 

5. 蛋黃 IgY 的定量分析 

    本研究藉酵素連結免疫吸附法（enzyme-linked immuno-sorbent 

assay; ELISA）來測定分析樣品中的 IgY 含量。首先將 IgY 標準品

（Jackson，003-000-003）與待測樣品分別以 0.2 M borate saline（配

方見附錄四-1）進行一系列稀釋，再各取 50 L 分注至 ELISA plate

（Costar EW-01959-20）的樣品孔中，經 6 h（RT）或 overnight（4℃）
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的吸附作用後，以 Wash buffer（配方見附錄四-1）沖洗 ELISA plate

三次，隨後於各樣品孔加入 180 L Blocking buffer（配方見附錄四-1），

並將 ELISA plate 靜置於室溫下（2h）或 4℃中（overnight）；之後，

將 ELISA plate 沖洗三次，並於各孔加入 50 L rabbit anti-chicken IgY

（Jackson，303-005-003；1 g/ml），在室溫下反應 2h 後，沖洗 ELISA 

plate 三次，再於各孔中加入 50 L goat anti-rabbit antibody-alkaline 

phosphatase（Sigma，A3687；使用 10,000 倍稀釋液），隨後經 2h 反

應（RT）及三次沖洗後，各孔分別加入 50 L pNPP 受質（配方見附

錄四-1）並進行 30-60 min 的呈色反應，最後以 ELISA reader（BIO-TEK 

MQX220）測定吸光值（OD405-490）。在同一次的實驗中，將系列稀釋

的 IgY 標準品讀值，取其直線變化範圍做成標準曲線，可用以推估待

測樣品的 IgY 含量。 

 

6. 蛋白質定量 

    本實驗藉 Bradford assay(Bradford, 1976)來估測分析樣品中的蛋

白質含量，並以 bovine serum albumin（Sigma，A7906）做為蛋白質

標準品。先將 BSA（2 mg/mL）與待測樣品進行系列稀釋，並各取 50 

L 分別加注於 96 孔盤中，隨後各孔加入 200 L Bradford reagent（配

方見附註），靜置十分鐘後，以 ELISA reader 測定 OD595 nm的讀值。

取 BSA 系列稀釋樣品的讀值做一標準曲線，可用以估算待測樣品的
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蛋白質濃度。 

 

7. 統計分析 

    本研究對兩兩比較的實驗結果，是以 Student’s T- test 來分析其是

否具顯著差異；對多組比較的實驗結果，則是以單因子變異數分析

（ANOVA）來檢測組間的差異性，並以 p< 0.05 做為顯著的標準。 
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第四節 結果 

1. 蛋黃萃取溶液的測試 

IgY 是蛋黃中的可溶性成分，為能萃取蛋黃中的 IgY，目前學界最

常使用水稀法(Akita et al., 1992)：即先將蛋黃以酸水（pH 5.0～5.2）

進行稀釋，再經長時間（6hovernight）的低溫（4℃）攪拌後，離心

去除蛋黃的「非水溶性」成分。由於酸水並非良好的酸鹼緩衝試劑，

本研究遂以 0.1 M 醋酸鈉溶液（pH 5.0）取代酸水。 

為比較兩種試劑對蛋黃 IgY 萃取效果的差異，我們取兩份等體積

蛋黃（各 5 mL），分別加入 9 倍體積的酸水或醋酸鈉溶液，經於 4℃

下攪拌 6 小時後，離心沉澱去除「非水溶性」成分，再將收集到的粗

萃液藉 Bradford assay 測定其蛋白質含量，也進行 ELISA 實驗以分析

其 IgY 含量。 

表一結果顯示，每 10 mL 酸水粗萃液（源自 1 mL 蛋黃液）中的

蛋白質含量為 23.5  1.3 mg，與醋酸鈉粗萃液的 23.4  1.4 mg 並無顯

著差異；而兩者的 IgY 含量則皆在 7.2～8.0 mg 之間，亦無統計上的

差別。為確認上述的結果，我們將兩種粗萃液進行 SDS-PAGE 及 CBB

染色分析，圖一結果顯示兩種粗萃液中的蛋白質種類與個別含量均無

可區辨的差異（no discernible difference）。 
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表一：兩種蛋黃粗萃取液的比較。 

 

 

 

 

 

表中數值為三次重複實驗結果的平均值與標準差。經 t-test

分析二組處理間並無顯著差異（p＞0.05）。 
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圖一、兩種蛋黃粗萃液的蛋白質電泳分析結果。 

將兩種蛋黃粗萃液（Acetate buffer 或 Acid water）各取約 8 g 蛋白質

進行 12％ SDS-PAGE，隨後進行 CBB 染色。圖中的上、下方箭頭分

別標記 IgY 的 H chain（70 kDa）及 L chain（26 kDa）之位置。 
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2. 粗萃取蛋黃 IgY 的攪拌時間測試 

上述的實驗結果（表一、圖一）顯示，醋酸鈉溶液（0.1M , pH 5.0）

具有與酸水相似的 IgY 萃取效果。為檢視能否提升 IgY 萃取的時效，

本研究於是探討以醋酸鈉溶液為萃取試劑時，不同攪拌時間對 IgY 萃

取效果的影響。表二的數據顯示，四種不同攪拌時間（0.5 h、1 h、3 

h、6 h）的處理下，每毫升蛋黃所能萃得的 IgY 含量（6.0～7.2 mg）

及蛋白質含量（21.7～24.9 mg），經 ANOVA 分析後（p＞0.05）並無

統計上的差異，而 SDS-PAGE 的實驗結果（圖二）也證實，四種樣

品中的蛋白質種類與個別含量亦無明顯不同。此一結果顯示，在以醋

酸鈉溶液為蛋黃的萃取試劑時，0.5h 的低溫攪拌時間即可達到充分的

萃取效果。 
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  表二、低溫攪拌時間對蛋黃 IgY 及蛋白質的萃取效果比較。 

 

 

 

 

 

表中數值為四次重複的平均值與標準差。同一列數值的上標英

文字母相同時，代表各處理間無顯著差異（p＞0.05），若上標

的英文字母相異時，則表各處理間具有顯著差異（p＜0.05）。 
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圖二、不同攪拌時間的 IgY 萃取效果比較。 

將四種不同低溫攪拌時間（0.5、1、3、6 小時）的蛋黃粗萃液，

各取 8 g 蛋白質進行 12％ SDS-PAGE 與 CBB 染色的結果。圖右箭

頭分別標記 IgY 的 H chain（70 kDa）及 L chain（26 kDa）位置。MW

則為蛋白質分子量標準品（Bioman，PL01425）。 
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3. pH 值對蛋黃 IgY 的萃取效果探討 

本研究也檢視醋酸鈉溶液的 pH 值對 IgY 萃取效果之影響。我們配

製 pH 值為 4.2、4.6、5.0、及 5.4 的四種 0.1 M 醋酸鈉溶液，再分別

用以進行蛋黃 IgY 的粗萃取過程（10 倍稀釋；0.5 h 低溫攪拌時間），

經離心處理後，四種不同 pH 條件的蛋黃粗萃液在外觀上有明顯差異

（圖三）：pH 4.2 的粗萃液最為黃濁，其次為 pH 5.4 的粗萃液，而 pH 

5.0 的粗萃液則相對最為清澈。由於蛋黃萃取液的黃濁顏色主要受非

水溶性脂質含量的影響(Smith et al., 1966)，故可推知醋酸鈉溶液的去

脂效果是為 pH-dependent 的反應。 

    我們也將上述四種不同 pH 條件的蛋黃粗萃液，進行 IgY 及蛋白

質含量的分析。表三顯示四種蛋黃粗萃液之間的 IgY 含量並無顯著不

同（每 10 mL 粗萃液的 IgY 含量為 8.7～9.2 mg），但蛋白質含量則有

明顯差異，並似乎與粗萃液的濁度成正相關：每 10 mL 最黃濁的粗萃

液（pH 4.2）中，蛋白質含量約為 63 mg；同體積最清澈的粗萃液（pH 

5.0）中，蛋白質含量則僅約為 27.6 mg。若以 IgY 含量與蛋白質含量

的比值來代表為萃取樣品的 IgY 純度（purity)，則四種不同 pH 條件

的粗萃液中，IgY 的純度依序為 32.6％（pH 5.0）、30.6％（pH 4.6）、

21.6％（pH 5.4）、和 14.7％（pH 4.2）；統計分析的結果顯示，前兩

者的純度並無明顯不同，但其與後兩者之間則有顯著差異。 
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    為確認表三的結果，我們也將上述四種不同 pH 條件的蛋黃粗萃

液進行電泳分析。圖四的結果顯示，在等蛋白質量的基準下，pH 4.2

的粗萃液中，蛋白質的種類明顯最多，IgY 的含量（根據 H chain 及

L chain 的染色密度）也相對較少；而在 pH 5.0 與 pH 4.6 的粗萃液中，

蛋白質的種類則較少，IgY 的含量也較高，是以電泳分析的結果與表

三的資料符合一致。 
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圖三、不同 pH 條件的蛋黃粗萃液之外觀情形。 
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表三、不同 pH 條件下，蛋黃粗萃液的 IgY 與蛋白質含量比較。 

 

 

 

 

 

 

表中數值為三次重複實驗結果的平均值與標準差。在同一列資料中，

上標的英文字母相同時，代表各處理間無顯著差異；相異時則表處

理間具有顯著差異。四組蛋黃粗萃取液中的 IgY 含量經 ANOVA 分

析（p＞0.05）並無顯著差異，而蛋白質含量則有顯著差異（p＜0.05）；

蛋白質含量的資料隨後再以 t-test 交叉分析組間的差異情形。 
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圖四、將不同 pH 條件之蛋黃粗萃液進行電泳分析的結果。 

將蛋黃分別以 pH 4.2、pH 4.6、pH 5.0、pH 5.4 的 0.1M 醋酸鈉溶液進

行粗萃取過程後，各取 12 g 蛋白質進行 12％ SDS-PAGE，再以 CBB

染色。「S」表示 IgY 的標準樣品（3 g）。圖右的箭頭指示 IgY 的 H 

chain（70 kDa）及 L chain（26 kDa）位置。 
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4. 蛋黃稀釋液於攪拌期間的 pH 值變化情形 

    為探討蛋黃粗萃液的去脂過程與氫離子的關係，我們將蛋黃與萃

取液混合後在低溫（4℃）下攪拌，隨時間檢測其酸鹼值的變化情形。

本實驗設計共分成 3 組：第一組取定量蛋黃，加入 9 倍體積的 0.1M

醋酸鈉溶液(pH 5.0)，稀釋樣品的初始 pH 值為 5.1（醋酸鈉稀釋組）；

第二組取與第一組同量的蛋黃，並加入 9 倍體積的二次水，稀釋樣品

的初始 pH 值為 6.2，我們旋即加入少量 0.1 N HCl（2%總體積）使

其 pH 值調整為 5.0（酸水稀釋組）；第三組為單純二次水，並加入少

量 0.1 N HCl 使其 pH 值調整為 5（酸水對照組）。三組樣品完成製備

後，移入 4℃中進行攪拌，並隨時間進展檢測其酸鹼值的變化情形。 

結果如圖五所示，在總共 6 小時的攪拌期間，「醋酸鈉稀釋組」

樣品的 pH 值恆定維持在 5.1 範圍；「酸水稀釋組」樣品的 pH 值則是

逐漸上升至 5.4；而「酸水對照組」的 pH 值則於攪拌初期（1h）即

迅速下降至 4.4，隨後維持於該 pH 值範圍。 
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圖五、蛋黃稀釋液於攪拌期間的 pH 值變化情形。 

取兩份等體積之蛋黃，分別以醋酸鈉溶液（醋酸鈉稀釋組，NaAc＋

Yolk）及二次水稀釋蛋黃（酸水稀釋組，AW＋Yolk），後者再用 0.1 N 

HCl 調整 pH 值至 5.0；另以 0.1 N HCl 與二次水配製成 pH 5.0 的酸水

（酸水對照組，AW－control）做為對照，三組樣品完成製備後，移

入 4℃中進行攪拌，並隨時間進展檢測其酸鹼值的變化情形。圖中數

值皆為三次重複所得平均值及標準差。 
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5. 蛋黃粗萃液的硫酸銨鹽析沉澱測試 

   為進一步純化蛋黃粗萃液（0.1M 醋酸鈉溶液，pH 5.0；0.5 h 低溫

攪拌時間）中的 IgY 成分，本研究於是進行硫酸銨鹽析沉澱試驗：我

們將蛋黃粗萃液分別添加硫酸銨至不同的飽和程度（30％、40％、50

％及 60％），經 30 min 攪拌反應及離心沉澱後，回溶並分析鹽析產物

的 IgY 與蛋白質含量。 

   表四的結果顯示，蛋黃粗萃液中的硫酸銨飽和程度越高，蛋白質

及 IgY 的沉澱量亦隨之增加：在 30％飽和度的條件下，每 10 mL 蛋

黃粗萃取液可沉澱出 4.9 mg 蛋白質，其中 4.4 mg 為 IgY；在 60％飽

和度的條件下，同體積的蛋黃粗萃取液則可沉澱出 16.9 mg 蛋白質，

包含 8.9 mg IgY。此一結果顯示在不同硫酸銨飽和度的條件下，蛋白

質與 IgY 的沉澱量並非以等比例的形式變化，故硫酸銨的添加量除了

會影響 IgY 的回收率之外，亦會影響各回收樣品的 IgY 純度

（IgY/protein）：在 30％硫酸銨的飽和度條件下，IgY 的回收率雖只

有 48％，但純度卻高達近 90％；在 60％硫酸銨飽和度的條件下，IgY

的回收率雖可高達 96％，但純度則減至 53％。 

    為驗證表四的結果，我們也將不同硫酸銨飽和度的鹽析沉澱樣品，

取等量蛋白質進行電泳分析，結果（圖五）可見 30％飽和度的沉澱

樣品其 IgY 純度最高，僅含有些許-levetin 及 serum albumin，隨著
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硫酸銨飽和度的增加，沉澱的蛋白質種類亦隨之增多，而 IgY 的純度

則隨之遞減，此一結果與表四的數據相符合。 
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表四、蛋黃粗萃液的鹽析沉澱結果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

表中數值為三次實驗結果的平均值與標準差。統計處理時首先進行

ANOVA 分析，若組間具有差異，則再進行 t-test 交叉分析組間的差

異情形。同一列內的上標英文字母相同時，代表各處理間無顯著差異

（p＞0.05）；相異時則表個處理間具有顯著差異（p＜0.05）。 
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圖六、蛋黃粗萃液的鹽析產物電泳分析結果。 

將蛋黃粗萃液（C）及其不同硫酸銨飽和程度的沉澱樣品（30％～60

％），各取 3 g protein 進行 12％ SDS-PAGE 與 CBB 染色。「S」表示

IgY 的標準品（Jackson，003-000-003）。圖右的箭頭標示蛋黃中各特

定蛋白質的位置。MW 為蛋白質分子量標準品。 
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第五節 討論 

蛋黃的成分中，水分占 48％、脂質占 34％、蛋白質則為 17％

(Li-Chan et al., 2007)。由於蛋黃中的大部分脂質會與特定蛋白質聚集

形成脂蛋白顆粒（lipoprotein granules：HDL & LDL）並散佈於親水

性的漿液（plasma）中，故蛋黃的組成也常被區分為疏水性的顆粒部

分（granule fraction）及親水性的漿液部分（plasma fraction）

(Kovacs-Nolan et al., 2005)。在親水性的漿液中，蛋黃球蛋白（livetin）

是最主要的蛋白質種類，約占蛋黃乾重的 10％(Anton, 2007)；蛋黃球

蛋白包含 70 kDa 的 serum albumin（-livetin）、45 kDa 的

-2-glycoprotein（-livetin）、及 IgY（-livetin）三種，其含量比例約

為 2：5：3(Schade, Rudiger et al., 2007)，而本研究之目的即在於開發

分離純化蛋黃 IgY 的方法。 

 由於蛋黃的組成中，由脂蛋白顆粒等所組成的固形物（solid）占

將近 50％ (Anton, 2007)，又含量豐富的脂質常會對後續的純化工作

造成干擾(Hansen et al., 1998)，是以現有的蛋黃 IgY 萃取方法都以去

脂步驟開始(Schade, R. et al., 2005)。目前最常見的去脂步驟包括 PEG

沉澱法(Polson et al., 1980; Polson et al., 1985; Prabhu et al., 2010)和水

稀法(Akita et al., 1992, 1993; Ruan et al., 2005)兩種；前人的研究結果

顯示，若以粗萃液的 IgY 產率（yield）與純度（purity）為比較標準，
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則水稀法較 PEG 沉澱法為優(Akita et al., 1993; Verdoliva et al., 2000; 

Araujo et al., 2010)。 

 水稀法將蛋黃加水混合稀釋，主要目的在建立一低離子強度（low 

ionic strength）的環境，使在該環境下並不穩定的脂溶性物質相互結

合、堆聚、沉澱，而達到與水溶性蛋白質（如 IgY）分離的效果(Akita 

et al., 1992)。水稀法的去脂效果會受到包括稀釋程度、酸鹼值、作用

時間、及鹽類添加量等多重因素的影響(Akita et al., 1992; Ko et al., 

2007)。目前將水稀法應用於蛋黃 IgY 萃取的限制包括有：（一）作用

時間長，需在低溫下反應 5.5 h 以上（通常為 6 h 或 overnight）才能

達到穩定的去脂效果；（二）粗萃液仍需藉由後續的多個分離步驟，

才能獲得純度適當的 IgY 樣品(Brunda et al., 2006; Zhen et al., 2008; 

Prabhu et al., 2010)。這些限制不但延長完成純化工作所需要的時間、

增加純化工作的複雜度、也會降低一般實驗室及產業界對使用 IgY 的

意願。 

在思考如何克服上述水稀法之缺點的同時，我們注意到前人的研

究資料顯示，水稀法的諸項影響因素中，作用環境的酸鹼值最為關鍵：

在 pH 值低於 4.2 或高於 9.0 的作用環境中，蛋黃中的顆粒成分並無

法被離心沉澱，但在 pH 值為 5.05.2 的條件下，不僅可離心去除超

過 98％的脂質，IgY 的回收率也在 92％以上(Akita et al., 1992)；而
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Ko and Ahn (2007)的研究結果也發現，萃取試劑的 pH 值從 6 下降為

5時，粗萃液的 IgY含量雖無明顯變化，但其脂質含量卻顯著下降 12.5

倍。上述的資料說明，當以水稀法萃取蛋黃 IgY 時，其去脂效應屬於

pH-dependent 的作用，並且僅有狹窄的適用 pH 範圍。然而前人的研

究也發現，不同顆雞蛋之間，其蛋黃的 pH 值並不盡相同，水稀液的

氫離子濃度甚至可差距達 5 倍或 5 倍以上(Akita et al., 1992; Lei et al., 

2012)。考慮去脂效應對 pH 值的敏感性及蛋黃本身 pH 值的變異性之

同時，我們推測以具有較佳pH緩衝效應的 0.1M醋酸鈉溶液（pH 5.0）

來取代酸水（pH 5.0），可能會有較穩定的蛋黃 IgY 萃取效果。此一

改變也有另外的邊際效應，包括可省去實驗期間測量與調整 pH 的步

驟，亦可因此減少電極的去蛋白操作次數而延長其使用壽命。 

期初的比較實驗顯示，在給予充分作用時間（6 h）的前提下，醋

酸鈉溶液對蛋黃 IgY 的萃取效果與酸水的萃取效果相同（表一、圖一），

此結果也證實 0.1M 醋酸鈉溶液確可被用作為蛋黃 IgY 的萃取試劑，

而該溶液所具有的離子強度應尚不致於對蛋黃的去脂作用造成影響；

隨後縮短低溫攪拌時間的實驗結果則顯示，當以醋酸鈉溶液作為萃取

試劑時，去脂作用僅需 0.5 小時即可達成充分的效果（表二、圖二），

相較於酸水所需要的 5.5 小時以上(Akita and Nakai, 1992)，醋酸鈉溶

液明顯具有提升萃取時效的優勢，我們推測此一優勢應該與醋酸鈉溶
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液較能穩定維持作用環境的 pH 值有關，而圖五的結果也支持該論點：

酸水對照組的 pH 值於攪拌期間迅速下降，應與空氣中的二氧化碳溶

入有關，二氧化碳溶入水中則會形成碳酸，碳酸再解離為碳酸根離子

與氫離子，而使得溶液的酸鹼值下降，另兩組蛋黃稀釋液樣品的 pH

值上升則說明蛋黃脂質的堆聚過程會消耗稀釋液中的氫離子，使酸鹼

值不降反升。由於醋酸鈉溶液具有酸鹼緩衝的功效，能補充被耗去的

氫離子，故除了反應初期可能因可堆聚的脂質量最高，致使醋酸鈉稀

釋液的 pH 值些許上升（5.05.1），隨後該樣品則能恆定維持在 5.1

範圍。另一方面，由於酸水不具酸鹼緩衝的效果，無法補充被耗去的

氫離子，因此隨著蛋黃脂質堆聚過程的進展，酸水稀釋液樣品的酸鹼

值也逐漸持續上升。 

 當醋酸鈉溶液的 pH 值偏離 5.0 時（4.6 或 5.4），粗萃液的澄清

度也隨之下降（圖三）；當醋酸鈉溶液的 pH 值偏離至 4.2 時，粗萃液

已經變得黃濁。前人的報告中曾指出，蛋黃的黃色是由於類胡蘿蔔素

（carotenoids）存在之故(Laca et al., 2010)，當這些脂溶性物質無法與

特定種類的蛋白質形成脂蛋白顆粒而被沉澱時，蛋黃粗萃液即變得黃

濁。因此，無論是選擇純水或醋酸鈉溶液作為蛋黃 IgY 的萃取試劑，

其去脂作用均為 pH-dependent 的反應，並且也都僅有狹窄的適用 pH

範圍。根據前述，我們亦可延伸推論，以 pH 為 4.2 的醋酸鈉溶液所
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製備的蛋黃粗萃液，其蛋白質濃度應為最高，但 IgY 的純度會最低（因

去脂效果差，含有較高量脂蛋白成分之故）；反之，以 pH 為 5 的醋

酸鈉溶液所製備得到的蛋黃粗萃液，其蛋白質濃度應為最低，但 IgY

的純度會最高（因去脂效果佳，含有較少量脂蛋白成分之故），而表

三與圖四的結果則與該推論吻合一致。 

是以，本研究發現 0.1 M 的醋酸鈉溶液（pH 5.0）具有被應用為

雞蛋蛋黃 IgY 萃取試劑的良好性質，能穩定提供氫離子，有助脂蛋白

在短時間內堆聚，故呈現比目前常用的水稀法更為快速的蛋黃去脂效

果。本研究以醋酸鈉溶液製備的蛋黃粗萃液中，IgY 的濃度約為 9.1 

mg/10 mL（源自 1 mL 蛋黃液，資料計算自表二表四的平均值），純

度則約為 30.6  6.0％，此一產率（yield）與純度（purity）的數據與

前人以水稀法萃取蛋黃 IgY 的結果相似(Akita et al., 1993; Verdoliva 

et al., 2000)。本論文在後續的研究中（詳見本論文的第四章），曾多

次利用以醋酸鈉溶液粗萃取的 IgY 抗體進行免疫轉漬

（immunoblotting）與 ELISA 分析實驗，並獲得良好清楚的訊號，顯

示醋酸鈉粗萃液中的 IgY 仍能保有正常的生物活性。此外，為能減少

蛋黃因被稀釋而膨脹的體積，本研究也曾嘗試添加濃度加倍但體積減

半的醋酸鈉溶液，結果去脂的效果並不理想（data not shown），說明

0.1M 的醋酸鈉溶液濃度及 10X 稀釋蛋黃的使用參數，可能為最佳的
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組合條件。 

為將粗萃液中的 IgY 進一步純化，本研究也進行硫酸銨的鹽析試

驗，表四的資料顯示，隨著硫酸銨的飽和度增加，IgY 的回收率亦隨

之增加，但純度卻遞次下降，例如在 30％硫酸銨飽和度的條件下，IgY

的回收率將近 50％，但純度可高達 90％，而在 60％硫酸銨飽和度的

條件下，IgY 的回收率雖可達 96％，但純度卻下降至 53％。根據上

述實驗結果，各實驗室可依據 IgY 樣品的後續用途來抉擇沉澱 IgY 所

需的硫酸銨添加量，例如若需在短時效內快速獲得高純度的 IgY 樣品，

則可選擇 30％飽和度的硫酸銨添加量；若後續需要藉抗原管柱來進

一步純化專一的 IgY 抗體，則可選擇 60％飽和度的硫酸銨先沉澱大

部分的 IgY，再進行後續專一性抗體的純化。 

為方便化及普及化 IgY 抗體的應用，發展簡單、快速、又經濟的

萃取方法有其必要性。現今最常用的 PEG 沉澱法或水稀法，均需進

行多重的步驟，並且耗時冗長（表五）；近期 Tan et al. (2012)以含果

膠（gum pectin）、卡拉膠（-carrageenan）和氯化鈣（CaCl2）的溶液

進行蛋黃的去脂作用，再搭配兩次不同飽和度的硫酸銨沉澱步驟，可

於 5h 內從 1 顆蛋黃中分離得到 60 mg 純度達 80％的 IgY 樣品，且試

劑花費僅需約 5 美元；而本研究所發展的 IgY 萃取方法則是先以醋酸

鈉溶液進行蛋黃的去脂作用，再藉硫酸銨鹽析沉澱 IgY 樣品，此一兩
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步驟的方法可於 2h 內從 1 顆蛋黃中分離得到近 90 mg 純度超過 80％

的 IgY 樣品（表五；Current protocol, 40％ AmS saturation），並且試

劑花費估計為 1.5美元。由於本研究所開發的方法在簡易性、方便性、

與經濟性等方面均較現有的各種方法為佳，亦無使用任何有機溶劑，

能減少環境的負擔。本方法除了可供一般實驗室例行萃取 IgY 採用，

也易被放大規模以達成產業界大量生產之目的。 
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表五、不同 IgY 萃取方法的比較。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Akita and Nakai (1992)的操作時間及 IgY 樣品產量與純度皆擷取其

萃取步驟至硫酸銨鹽析沉澱。 
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第三章 冷凍蛋黃 IgY 的簡易、有效萃取方法 

（A simple and effective protocol for extraction of IgY from 

frozen egg yolk） 

第一節 摘要 

    由雞蛋蛋黃生產 IgY 的過程簡便、產量豐富、成本低廉且較符合

人道要求，因而已漸成為生產多株抗體的新興方式。由於雞隻的產蛋

效率高，雞蛋又不耐久存，故在選擇以雞蛋來生產多株抗體時，亦需

考量雞蛋的儲存空間、保存期限、被汙染的機會、及抗體純化時機的

彈性等因素，因此我們認為將蛋黃分離收集並予冷凍保存，應是一恰

當的因應措施。然而高含量的 LDL 使蛋黃在冷凍過程中產生凝膠反

應，以致解凍後無法以常用的水稀法或本研究先前開發的醋酸鈉萃取

法來萃取其中的 IgY 抗體。故本研究之目的即在開發一簡易、有效萃

取冷凍蛋黃 IgY 的方法。 

    本研究發現以水性溶液稀釋解凍後的蛋黃，經離心獲得的蛋黃粗

萃液仍呈黃濁狀，表示此一操作無法有效去脂，因此添加適當比例的

氯仿至前述樣品中，藉離心來去除蛋黃粗萃液中殘留過多的脂質；收

集低脂質含量的蛋黃粗萃液後，可直接應用於多種免疫化學試驗；在

粗萃液中添加硫酸銨至 30％與 50％飽和度，則可分別獲得純度為 91

％、59％，而回收率為 48％、89％的 IgY 樣品。在我們能得知的範
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圍內，本研究方法是目前首次提出將蛋黃液冷凍保存後，再萃取其內

IgY 抗體的方法，且整體操作過程在 2.5 小時內即可完成，將能有效

提升蛋黃 IgY 的應用價值。 
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第二節 緒言 

    多株抗體由於具有辨識抗原上多種表位的能力，因此對於抗原具

有高度敏感性，已被廣泛應用於醫事檢驗、基礎研究、醫療診斷等用

途(Lipman et al., 2005; Newcombe et al., 2007)。目前常見之多株抗體

皆以兔、羊等大型哺乳類動物的血清為主要來源(Leenaars et al., 1999)，

相較於哺乳類動物，飼養雞隻的所需空間相對較小、成本花費較低、

抗體產量豐富，也可免用抽血的方式收集抗體，生產過程更加人道，

符合實驗動物福祉要求(Chalghoumi et al., 2009)；又鳥類與哺乳類具

有一定的親緣差距，且鳥類 IgY 與哺乳類 IgG 分子在 Fc 部位的序列

上有顯著差異，故 IgY 不會與哺乳類的補體（Complement）、類風濕

因子（Rheumatoid factor）及 Fc 受體（Fc receptor）等發生作用，可

減少對人類血清進行檢驗或其他分析時的背景反應與干擾(Larsson et 

al., 1991; Larsson et al., 1992)，因此近年來雞隻蛋黃中的 IgY 抗體逐

漸受到重視，深具研究及產業發展的潛力，使雞隻富有取代哺乳類動

物的優勢(Gasparyan, 2005; Michael et al., 2010)。 

    一顆蛋黃的 IgY 含量高達 100 mg(Schade, R. et al., 2005)，而一隻

雞在正常情況下，每個月將可產超過 25 顆蛋(Pauly et al., 2011)，抗體

年產量將是一隻兔的十數百餘倍以上(Schade, R. et al., 1991; Schade, 

R. et al., 1996; Schade, R. et al., 2005)，故以雞隻做為抗體生產來源可
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有效減少動物使用量。由於雞隻產蛋效率高，通常實驗室飼養的雞隻

數量為數十至數百隻，產業界則更是高達數千隻以上，短時間就能累

積為數眾多的雞蛋，若無法在產蛋當天進行蛋黃中 IgY 的萃取，則需

要建立完善的雞蛋儲存方式。實驗室本身的空間有限，且室溫下的存

放時間也無法過久，也會有受細菌汙染的風險，冷藏環境另有空間及

時間上的限制，若將蛋黃與蛋白分離後，再進行冷凍保存則能減少儲

存空間的需求，並且能維持其中蛋白質穩定及延長保存的時間，同時

也可提升產業界在抗體純化時機的彈性，便於隨時因應需求再將含特

定抗體的蛋黃解凍以萃取 IgY。將蛋黃冷凍或可有利於妥善保存其中

的抗體，然而高含量的脂質卻使蛋黃在冷凍後不利於 IgY 萃取。 

    蛋黃中含有 34％的脂質(Li-Chan et al., 2007)，且含大量的低密度

脂蛋白（low density lipoprotein, LDL），冷凍過程中，LDL 分子間的

微小冰晶會相融合成大型冰晶，使 LDL 分子裸露出來，增加分子間

碰撞而凝集的機會，使得蛋黃發生凝膠反應(Wakamatu et al., 1983)。

凝膠狀蛋黃中充斥著凝集化的脂蛋白，藉水稀法(Akita et al., 1992, 

1993) 與本實驗團隊所發展的醋酸鈉萃取法（請參考第二章之內容）

在稀釋蛋黃後，皆無法藉離心達到去脂的效果，造成冷凍保存後的蛋

黃無法進行 IgY 的萃取與後續應用。將蛋黃冷凍保存對 IgY 生產方面

具有許多優點，將能更為妥善的儲存蛋黃，尤其是可長時間保存，因
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此本研究認為開發從冷凍蛋黃中萃取 IgY 的簡便方法，讓蛋黃液在經

長時間的冷凍保存後，仍能快速並有效的從中萃取 IgY，此舉將減少

液態蛋黃對萃取 IgY 的必需性，也能有效降低雞蛋囤積的壓力。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 59 - 
 

第三節 材料與方法 

1. 蛋黃的收集 

    請參考第二章-第三節-1，蛋黃液另存於一乾淨容器後放入20℃

保存。 

 

2. 冷凍蛋黃的氯仿萃取 

    將冷凍蛋黃解凍後，以玻棒將塊狀蛋黃打散在 9 倍體積的 PBS

〔10 mM（w/v）Sodium phosphate, 140 mM (w/v) NaCl, pH 7.4〕中，

再以攪拌子攪拌 30 分鐘（4℃），離心（12,000×g，4℃，30 min）後

收集上層液，分裝 10 mL 至不同的離心管中，分別加入 5、10 及 20 mL

氯仿，使氯仿最終的體積濃度為 33％、50％、66％，震盪 30 秒並置

於冰上 10 分鐘，接著再次離心（12,000×g, 4℃, 30 分鐘），離心後謹

慎吸取上層蛋黃粗萃液至乾淨容器中收集或儲存，隨後進行蛋白質分

析，或進一步以硫酸銨鹽析沉澱蛋白質。 

 

3. 蛋黃 IgY 的硫酸銨鹽析沉澱 

    請參考第二章-第三節-3。 

 

4. SDS 膠體電泳分析（Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis; SDS-PAGE） 
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    請參考第二章-第三節-4。 

 

5. 蛋黃 IgY 的定量分析 

    請參考第二章-第三節-5。 

 

6. 蛋白質定量 

    請參考第二章-第三節-6。 

 

7. 統計分析 

    請參考第二章-第三節-7。 
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第四節 結果 

1. 冷凍蛋黃萃取 IgY 的過程 

    蛋黃冷凍過程中，因含量豐富的 LDL 分子聚合，使得蛋黃在解

凍後呈現凝膠狀態（圖一 A），不易溶於酸水、醋酸鈉溶液或 PBS 等

水性溶液中（圖一 B），經攪拌子進行充分攪拌後，方能使蛋黃與溶

液混合均勻，再藉離心可收集到呈黃濁狀的上清液（圖一 C），推測

其中的膽固醇、脂蛋白、類胡蘿蔔素等脂質並未完全去除(Smith et al., 

1966; Awad et al., 1997)，因此我們參考以氯仿萃取蛋黃 IgY 的文獻

(Pour-Amir et al., 2000)，選擇添加與蛋黃粗萃液等體積的氯仿，再藉

離心使之和水溶性物質分離，即可見在上方呈清澈貌的水層（圖一 D），

此即為冷凍蛋黃的粗萃液，下層液則是溶解脂溶性物質後呈黃色的氯

仿層，而在水層與氯仿層中間則有一層淡黃色脂質薄膜存在，由此可

見氯仿具有去除冷凍蛋黃粗萃液中的脂質之功效。 
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圖一、冷凍蛋黃的粗萃取過程示意圖。 

蛋黃冷凍過程中發生凝膠反應，解凍後的蛋黃則呈膏狀（A），放入

PBS 中不易與之混合均勻（B），經過攪拌與離心的步驟，可收得十

分黃濁的上清液（C），添加氯仿（使用濃度為 33％）後再進行離心

即可獲得清澈透明的上清液（D），此即為冷凍蛋黃的粗萃液。 
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2. 氯仿使用量與蛋黃粗萃液的蛋白質分析 

    由於氯仿為具有毒性的化合物，使用過程中容易對操作者引起致

癌可能，同時處理不當也會對環境產生污染，因此首先須測試不同氯

仿用量對去除脂質的影響，以求能在較少氯仿用量的操作下進行 IgY

萃取。Pour-Amir et al. (2000) 將蛋黃稀釋後進行離心，回收蛋黃粗萃

液，再添加與粗萃液等體積的氯仿進行去脂，本實驗則選擇將萃取液

與氯仿的體積比設定為 1:0.5、1:1、1:2。結果發現三種氯仿使用量皆

可透過離心回收到清澈的蛋黃粗萃液，具有相當的去脂效果，蛋白質

與 IgY 的定量分析（表一）則顯示三種粗萃液中的 IgY 含量並無顯著

差異，每毫升蛋黃能萃得的 IgY 為 9.4～9.8 mg；每毫升蛋黃能萃取

獲得的蛋白質含量則在 27.3～29.1 mg 之間，統計上亦無明顯差別。

取等量蛋白質進行 SDS-PAGE 及 CBB 染色（圖二），可發現各組萃

取液中的蛋白質成分皆相似，含量亦呈現一致，因此將蛋黃稀釋液與

氯仿的體積比設定為 1:0.5，即氯仿濃度為 33％，已足夠達到良好的

去脂效果，幫助獲得均質化的蛋黃粗萃液，其中的 IgY 蛋白質成分也

與利用醋酸鈉萃取法從液態蛋黃製備的粗萃液相當（請參考第二章之

內容）。 
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表一、不同氯仿使用量對蛋黃成分萃取效果的比較。 

 

 

 

 

表中數值為三次重複實驗結果的平均值與標準差。同一列數值中上標的

英文字母相同時，代表各處理間無顯著差異（p＞0.05），若上標的英文

字母相異時，則表各處理間具有顯著差異（p＜0.05）。 
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圖二、氯仿處理之蛋黃粗萃取液的電泳分析結果。 

將氯仿處理過的三種蛋黃粗萃取液，各取約 8 g 蛋白質進行 12％ 

SDS-PAGE 與 CBB 染色的結果。圖右側分別標記 IgY 的 H chain（70 

kDa）及 L chain（26 kDa）之位置。MW 則為蛋白質分子量標準品

（Bioman，PL01425）。 
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3. 蛋黃粗萃液的硫酸銨鹽析沉澱測試 

    收集冷凍蛋黃的粗萃液後，添加不同飽和度（30％、50％及 60

％）的硫酸銨鹽析沉澱蛋白質，再分析其中的 IgY 與蛋白質含量變化

情形。表二的結果顯示，添加硫酸銨至粗萃液中的量越多，總蛋白質

（total protein）及 IgY 被沉澱的量亦隨之增加，並且兩者間非以等比

例的形式變化：當添加 30％飽和度的硫酸銨時，10 mL 蛋黃粗萃液可

沉澱出 4.2 mg 的蛋白質，其中 3.8 mg 為 IgY，純度高達 91％，然而

回收率僅 48％；在 50％硫酸銨飽和度的條件下，同體積的蛋黃粗萃

液則可析出 12.4 mg 的蛋白質，其中含 7.3 mg IgY，回收率則提高到

89％，但純度下降至 59％。 

從不同硫酸銨飽和度鹽析沉澱的樣品中，取等量蛋白質進行

SDS-PAGE 及 CBB 染色，結果（圖三）可見隨著硫酸銨飽和度增加，

沉澱樣品中的-、- livetin 與其他蛋白質的實際含量亦逐漸增加，使

得 IgY 的相對含量逐漸遞減。 
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表二、蛋黃粗萃液的鹽析沉澱結果。 

 

 

 

 

 

 

表中數值為三次實驗結果的平均值與標準差。統計處理時首先進行

ANOVA 分析，若組間具有差異，則再進行 t-test 交叉分析組間的差

異情形。同一列內的上標英文字母相同時，代表各處理間無顯著差異

（p＞0.05）；相異時則表各處理間具有顯著差異（p＜0.05）。 
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圖三、不同鹽析產物的電泳分析結果。 

將冷凍蛋黃的粗萃液（C）及經不同硫酸銨飽和度（30％～60％）沉

澱的樣品，各取 3 g 蛋白質進行 12％SDS-PAGE 與 CBB 染色。圖右

標示出蛋黃中特定蛋白質的分佈位置。MW 為蛋白質分子量標準品

（Bioman，PREP1025）。  
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第五節 討論 

    雞蛋蛋黃中的脂質佔 34％(Li-Chan et al., 2007)，且大部分脂質會

與特定的蛋白質結合，形成非水溶性的脂蛋白顆粒，散佈在親水性的

漿液成分當中，對 IgY的純化工作與後續應用常造成嚴重干擾(Hansen 

et al. 1998)，也會讓蛋黃在冷凍後產生凝膠反應：高含量的 LDL 分子

在冷凍過程中失去未凍結的水分子，當未凍結的水減少至維持 LDL

安定的臨界量（0.11-0.16 g/g LDL）後，使 LDL 裸露而能互相凝聚所

造成的現象(Wakamatu et al., 1983)。前人的研究顯示，-6℃可能為蛋

黃膠體現象產生的臨界溫度，低於-6℃將促進蛋黃的黏度上升，而當

溫度下降至-18℃以下，蛋黃在 24 小時內即會發生 LDL 凝集的不可

逆現象，使液態蛋黃改變為凝膠狀態(Chen et al., 2004)。 

    蛋黃發生的凝膠反應會使得蛋黃呈現膏狀，解凍後無論放入酸水、

醋酸鈉溶液或 PBS 中，經低溫中攪拌 0.5 小時，離心處理皆僅有少部

分的脂質沉澱，而上層液則呈現如圖一 C 的混濁狀態，初步判斷是脂

質殘留過多之故。酸性溶液在此失去了藉其微酸性環境達成去脂效果

的目的，或許是因為 LDL 分子間凝聚的力量較強，氫離子喪失原本

設定的功能，因此在後續實驗中改用實驗室常用於溶解蛋白質的之

PBS 稀釋蛋黃。 

    萃取液態蛋黃中的 IgY時，氯仿也常用於去除脂質(Ntakarutimana 
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et al., 1992; Pour-Amir et al., 2000)，因此我們嘗試利用氯仿去除冷凍

蛋黃粗萃液中的脂質成分，遂於由 PBS 製成的蛋黃萃取液中添加氯

仿，離心後可見脂質溶解在氯仿內而呈黃色貌（圖一 D），上方的蛋

黃粗萃液則顯得清澈，因此判斷原本使蛋黃粗萃液呈現黃濁的脂質成

份已大致去除，粗萃液樣品將可用於後續分析與純化。 

    前人在萃取蛋黃 IgY 方面，在蛋黃粗萃液中添加等體積的氯仿已

知可獲得良好的去脂效果(Pour-Amir et al., 2000)，而在本實驗中，尚

不知氯仿對冷凍蛋黃粗萃液的去脂效果，於是我們將蛋黃粗萃液與氯

仿以不同體積比混合，發現本實驗所採用的氯仿使用量皆可有良好的

去脂效果，從表一及圖二的結果顯示，其內的 IgY 與蛋白質含量及成

分皆不受氯仿多寡的影響，在考量材料的成本與氯仿本身的毒性後，

我們認為蛋黃粗萃液與氯仿體積比為 1:0.5（氯仿最終濃度為 33％）

是最適當的條件，未來若再減少蛋黃的稀釋倍數，或許可再減少氯仿

的使用量。 

    進一步定量蛋黃粗萃液中的蛋白質，發現一顆冷凍過的蛋黃經氯

仿處理後可萃得 IgY 約含有 115 mg，純度約為 28.4％（表二），與醋

酸鈉萃取法的結果相似（請參考第二章之內容），因此可知以氯仿去

除脂質並不會影響萃取液中水溶性蛋白質的成分，其中對抗原具有專

一性的 IgY 也仍能保有活性，可應用在免疫化學試驗中辨識抗原（見



- 71 - 
 

本論文第四章）。 

蛋黃粗萃液中含有為數眾多的蛋白質種類，除了佔三成左右的

IgY 外，還有 ovotransferrin（80 kDa）、α- livetin（65 kDa）、β- livetin

（YGP40，35 kDa、YGP42，40 kDa）及 truncated serum albumin（Δ serum 

albumin，45 kDa）等等(Yamamura et al., 1995; Nilsson et al., 2006)，隨

著硫酸銨添加量增加，IgY 的回收量也跟著增加，但其他非目標蛋白

質的沉澱量也隨之增多（圖三），而使 IgY 的純度降低。如表二所示，

添加硫酸銨至 30％飽和度，可獲得純度高達 90％的 IgY 樣品，適合

應用於需要在短時間內獲得高純度 IgY 樣品的生產過程；當後續需要

藉抗原吸附管柱進行純化，則可添加飽和度達 50％的硫酸銨，回收

大部分的 IgY 後，再進行專一性抗體的純化。 

    相較於對中、大型哺乳動物進行採血來生產多株抗體，以雞蛋為

抗體的來源具有諸多優點，然而，因為雞隻的產蛋效率高，雞蛋又不

耐久存，故在選擇以雞蛋來生產多株抗體時，亦需考量雞蛋的儲存空

間、保存期限、被汙染的機會、及抗體純化時機的彈性等因素。一隻

雞在正常情況下，每個月將可產超過 25 顆蛋(Pauly et al., 2011)，而實

驗室常飼養數十至數百隻，產業界更是達數千隻以上，因此容易在短

時間內累積為數眾多的雞蛋，然而室溫環境並不適合雞蛋的長時間儲

存，且容易受碰撞而損壞，又低溫環境（4℃、-20℃或更低溫）中的



- 72 - 
 

空間有限，因此應盡可能減少存放雞蛋樣品所需的體積。一顆雞蛋的

組成中，蛋白佔 63％，而蛋黃佔 27.5％(Kovacs-Nolan et al., 2005)，

我們認為將蛋黃與蛋白分離後，另以容器儲存，將能有效減少對儲存

空間的需求，同時也可以減少雞蛋互相碰撞而損壞的風險，再者也可

減少暴露在開放環境中，雞蛋受到細菌，如沙門氏菌感染的機會；目

前 IgY 抗體的萃取樣品在－20℃或更低溫的環境中保存，將能維持抗

體活性達 7 個月以上(da Silva et al., 2010)，因此將含有 IgY 抗體的蛋

黃儲存於低溫環境中也可有效保持其蛋白質活性；利用冷凍保存含有

有效抗體的蛋黃液，能讓 IgY 抗體生產單位隨時因應需求而將含目標

抗體的蛋黃解凍，減少純化多餘蛋黃的人力及成本支出與降低雞蛋囤

積之壓力；蛋黃解凍後搭配本研究發展的冷凍蛋黃萃取方法也僅需

2.5 小時即可完成去脂及硫酸銨的沉澱步驟，將能促進實驗室對蛋黃

IgY 的利用與提升產業界對純化抗體時機的彈性。 
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圖四、冷凍蛋黃的 IgY 萃取流程圖。 
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第四章 由雞隻蛋黃生產小鼠免疫球蛋白之多株抗體  

（Polyclonal antibody production in chickens immunized 

with mouse IgM） 

第一節 摘要 

    本研究取小鼠的 IgM 對雞隻進行免疫注射，再收集雞蛋生產對

應的多株抗體。經測試不同的抗原注射劑量，發現 300 g 的抗原劑

量最為恰當，蛋黃中專一性抗體的效價明顯高於其他注射組。本實驗

的免疫注射流程造成有效雞蛋的收集時間約為 38 天，並可透過激活

注射再加倍延長收集時間。本研究所生產的 IgY 可應用於 ELISA 及

免疫轉漬實驗；在抗體的專一性部分，除了可辨識小鼠的 IgM 及 IgG

各亞型的重鏈之外，亦可與小鼠的輕鏈作用，但幾乎不會與兔的 IgG

反應，更不會對小鼠的 IgA 重鏈、輕鏈及山羊的 IgG 發生交叉反應。 
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第二節 緒言 

    1975 年，Kohler 與 Milstein 利用小鼠的 B 細胞（B cell）與瘤細

胞融合（myloma cell），保留兩者的優點，製作出可不斷增生並持續

分泌抗體的融合瘤細胞（hybridoma cell）(Kohler et al., 1975)，經篩選

並保留單一種細胞株，其分泌的抗體即為單株抗體：單一類型免疫球

蛋白，僅能辨識抗原上的單一種表位（epitope），高度專一性及均質

化的特質也較能提升結果的一致性，已被廣泛應用於免疫實驗偵測、

醫學診斷、疾病預防及治療等等(Lipman et al., 2005; Velusamy et al., 

2010)，近年也已使用單株抗體檢測癌細胞，並發展出抗體標靶療法

治療癌症(Chiarella, 2011; Yang et al., 2011)。 

    單株抗體的應用廣泛，通常在使用上都需要搭配多株抗體以呈現

或放大單株抗體的辨識結果。多株抗體主要由中、大體型哺乳類動物

的血清為生產來源(Leenaars et al., 1999)，然而並不利於用來生產對應

哺乳動物保守性蛋白質(conserved protein)的抗體，針對此項缺點，可

利用與哺乳類親緣差距（phylogenetic distance）較大的雞隻生產相對

應的抗體(Gassmann et al., 1990; Gerl et al., 1996; Gasparyan, 2005; Xu 

et al., 2011)，以減少偽陽性結果的發生。目前已有文獻指出雞隻 IgY

對抗原的敏感度較哺乳類抗體為佳(Danielpour et al., 1995; Doth et al., 

1996)，更適用於免疫組織染色分析(Al-Haddad et al., 1999; Di Lonardo 
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et al., 2001)，同時受背景值的干擾較少(Kunz et al., 1991; Ohnishi et al., 

2000; Cipolla et al., 2001)，因此在呈現小鼠單株抗體之辨識結果方面

的應用，IgY 抗體是較哺乳類 IgG 抗體更為合適的工具。 

    免疫注射雞隻所採用的抗原、佐劑、注射方式以及個體本身的條

件皆會影響免疫反應的結果(Schade, R. et al., 2005)，適當的免疫注射

策略方能較為有效地促使動物生產抗體，當母雞接受特定抗原後，激

起與抗原對應的 IgY 大量表現，經由血液循環輸送到卵巢內正在發育

的卵母細胞(Rose et al., 1981)，再與膜上的受器結合並送入蛋黃內儲

存(Tressler et al., 1987)，因此將可直接以收集雞蛋的方式收集抗體，

較一般哺乳動物的採血方式更為簡便、穩定，同時也更符合提升實驗

動物福祉的要求(Chalghoumi et al., 2009)。正常情況下，一隻雞每月

可產超過 25 顆蛋(Pauly et al., 2011)，每顆蛋黃的 IgY 產量可超過 100 

mg (Schade, R. et al., 2005)，其中對應特定抗原的專一性 IgY 約佔 0.5

～10％(Schade, R. et al., 1994; Hansen et al., 1998; Li et al., 1998; 

Schade, R. et al., 2005; Paul et al., 2007; Qu et al., 2011)。由於 IgY 在蛋

黃中的含量豐富，因此一隻雞的抗體年產量可高達一隻兔的十數百

餘倍(Hatta et al., 1993)，同時還有飼養方便、成本花費較低等優點，

更加提昇應用雞蛋蛋黃 IgY 的潛力。 

    為實際由雞蛋蛋黃生產具抗原對應能力的 IgY，本研究以小鼠單
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株抗體（IgM,）為抗原注射雞隻，透過注射不同劑量的抗原，檢測

雞隻免疫反應情形，探討適當的免疫注射條件與有效蛋黃的收集時間；

從蛋黃萃取含專一性抗體的 IgY 樣品後，再藉由免疫實驗檢測 IgY 對

不同抗原的辨識情形。未來收集對抗原具專一性的 IgY 後將可做為搭

配小鼠單株抗體使用的二級抗體，或製備成吸附管柱，做為純化小鼠

單株抗體的另一選擇。 
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第三節 材料與方法 

1. 雞隻免疫注射 

    本實驗將 Balb/c 小鼠的單株抗體 8H4（IgM,κ）做為抗原，將 12

隻 52 周齡白色母萊亨雞（Gallus gallus domesticus）分為四組（一組

三隻）進行免疫注射：依抗原劑量分為 0、30、100、300 g（文中以

Negative、D30、D100、D300 表示），以滅菌的二次水調整至 500 L，

再添加 500 L FCA（Freund’s complete adjuvant；Sigma，F5881）進

行充分乳化，一隻雞共注射乳化後的抗原 1 mL，於胸肌的五個不同

位置進行皮下注射；第 30 天時進行與前述相同的第二劑免疫注射，

唯抗原以等體積的 FIA（Freund’s incomplete adjuvant；Sigma，F5506）

進行乳化；第 44 及 82 天再分別施打一次激活注射：抗原劑量減半且

不含佐劑，每隻雞共注射抗原 500 L，同樣於胸肌的五個不同的位

置進行皮下注射。 

 

2. 雞隻靜脈抽血 

    將雞隻的一側翅膀張開並加以固定後，選定尺骨與橈骨之間的上

大靜脈，由心臟往翅膀末端方向平行插入 25 G 針頭，血液便緩慢地

從針頭另一端流出，隨即拿微量吸管（100～1000 L）將血液吸取至

微量離心管中儲存，約抽取 300 L，存放於 4℃冰箱中過夜，隔日先
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以低速離心（1000×g, 5 分鐘, 室溫）將血清與血球凝塊分開，取出血

清至另一微量離心管後，再進行澄清（16,000×g, 10 分鐘, 4℃），澄清

後的血清存至另一乾淨微量離心管後加入 0.02％的 NaN3，即可分裝

並分別存放於 4℃及20℃中備用。第一次注射前開始抽血，之後每

隔 15 天抽血一次；激活注射後的第三天抽血，之後每週抽血一次。 

 

3. 蛋黃的收集 

    請參考第二章-第三節-1，蛋黃液另存於一乾淨容器後放入20℃

保存。 

 

4. 蛋黃 IgY 的氯仿萃取 

    請參考第二章-第三節-2。添加氯仿至蛋黃粗萃液的最終濃度為

33％。 

 

5. 血清與蛋黃中的專一性 IgY 效價檢測 

    以酵素連結免疫吸附法（enzyme-linked immuno-sorbent assay; 

ELISA）定期監測血清中專一性 IgY的效價表現。將小鼠單株抗體 8H4

以 0.2 M borate saline（配方見附錄四-1）進行稀釋至 0.1 g/mL，接

著加入 50 L 至 96 孔的 ELISA 盤（Costar EW-01959-20）中各孔，

放置室溫 6 小時或 4℃中過夜，抗原吸附完成後以 Wash buffer（配方
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見附錄四-1）沖洗三次，再加入 180 L Blocking buffer（配方見附錄

四-1）至各孔洞中，於室溫反應 2 小時或 4℃中過夜；之後，以 wash 

buffer（配方見附錄四-1）沖洗 ELISA plate 三次，接著加入以 ELISA 

Diluent（配方見附錄四-1）稀釋 100 倍的血清，每格孔洞 50 L，放

置室溫反應 2 小時後，將 ELISA plate 沖洗三次，再於每格孔洞加入

50 l Rabbit anti-chicken IgY-alkaline phosphatase（RAC-AP；Jackson，

303-055-003；使用 10,000 倍稀釋液），隨後在室溫中反應 2 小時及經

過三次沖洗後，在各孔洞加入 50 L 的 1.6 M pNPP（配方見附錄四

-1）進行呈色，待呈色完成即以分光光度計（BIO-TEK MQX220）偵

測吸光值（OD405-490），由吸光值製作曲線圖呈現抗體效價的變化趨

勢。 

    檢測蛋黃中專一性 IgY 的表現情形時，將保存於 4℃的蛋黃粗萃

液以 ELISA Diluent稀釋 10倍，取代上述步驟的血清加至 96孔盤中，

其他步驟如同上述。結果呈現的數據皆為三次重複，並附上標準差

（Standard deviation; SD）。 

 

6. SDS 膠體電泳分析（Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis，SDS-PAGE） 

    請參考第二章-第三節-6。 
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7. 免疫轉漬實驗（Immunoblotting；Western blotting） 

    將各蛋白質樣品以 SDS-PAGE 分離後，由下往上的順序將塑膠

夾板、海綿、濾紙（Whatman ＃1）、硝化纖維膜（PALL，66485）、

電泳膠片、濾紙、海綿及塑膠夾板進行組疊，再置入含有 Electroblotting 

buffer（配方見附錄四-2）的轉漬電泳槽（Hofer TE 22）內，以 40 V

的電壓進行 30 分鐘轉漬。將轉漬完成的硝化纖維膜浸泡在 Blocking 

buffer 中 2 小時（室溫），隨後以 Wash buffer 進行兩次搖洗，各為 10

分鐘。將硝化纖維膜置入塑膠盒中，加入適量以 ELISA Diluent 稀釋

10 倍的蛋黃粗萃液（取自 D300 組的一顆蛋黃，解凍後以第三章提及

的氯仿萃取法製成），於室溫下反應 1 小時，再以 Wash buffer 進行如

前述之搖洗過程，隨後依序加入適量 RAC-AP（使用 5,000 倍稀釋液）

反應、搖洗等步驟。 

    最後將硝化纖維膜浸泡在 Western substrate buffer（配方見附錄四

-2）內 15 分鐘，取出後放置於水平的石蠟膜上，加入 AP 受質（配方

見附錄四-2）並進行避光呈色反應。當呈色清楚時即可將硝化纖維膜

移至清水中沖洗，隨後夾在擦手紙內，並以玻璃板壓平風乾，最終保

存於護貝膜中。 
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第四節 結果 

1. 專一性 IgY 在雞隻血清與蛋黃中的表現情形 

    本實驗依抗原劑量將雞隻分為四組：Negative（0 g）、D30（30 g）、

D100（100 g）、D300（300 g），以 ELISA 方法檢測不同劑量的抗

原對專一性抗體表現的影響。血清中的 IgY 效價趨勢圖（圖一）顯示

第一針注射後，除了負對照組外，其餘三組抗體效價皆有隨時間上升

的變化。圖一 A 可見 D30 組的抗體效價在激活注射前（第 43 天）已

升至最高，並在維持 4 天（43～47 天）後即呈下降趨勢；D100 及

D300 組的抗體效價分別在第 54 及 43 天時即達到高峰，並且兩組的

高效價時期皆維持 38 天（44～82 天）左右。第 82 天時，三組的抗

體效價分別已降為其最高值的 53.8％（D30）、71.5％（D100）及 82.2

％（D300）；在第 83 天時進行第二次激活注射，從圖一的結果可見

D100、D300 二組在激活注射後的抗體效價皆優於 D30 組，並且具有

相似的效價趨勢，也有將近 40 天的高效價時期。 

另外以 ELISA 方式分析蛋黃中的抗體效價，第一針注射後（圖

二），除了負對照組外，三個注射組皆有相似的上升變化，且 D30 及

D100 二組的專一性抗體效價在第 48 天時皆達到最高，D300 組則是

在第 54 天；D30 組的高效價時期只維持了約 4 天（44～48）即呈現

減弱的趨勢，到第 82 天時僅剩最高效價的 46.9％；D100 及 D300 組
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的高效價時期皆維持了約 38 天（44～82），第 82 天時尚有其最高值

的 72.7％與 81.4％，與血清中抗體效價減弱的情形相仿。第二次激活

注射後的效價趨勢（圖二）顯示三組皆維持著穩定的效價強度，並且

呈現D300＞D100＞D30的情形，其中D100組及D300組的效價仍高，

維持著穩定的強度近 40 天（第 82～122 天），而由此效價趨勢圖可判

斷有效雞蛋的收集時間約為 38～40 天（第 44～82 天、第 82～122

天）。 

將血清與蛋黃中同處理組及同時間點的抗體效價數值合併，可發

現專一性 IgY 在血清與蛋黃中呈現相似的趨勢（圖三），而血清的抗

體效價變化大約領先蛋黃 5 至 7 天的時間。 
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圖一、雞隻血清中專一性 IgY 的效價表現情形。 

將收集的血清以 ELISA 的方式檢視血清中專一性 IgY 表現情形。圖

中數值皆由同處理組的三隻雞血清所得平均值與標準差。 
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圖二、雞蛋蛋黃中專一性 IgY 的效價表現情形。 

將收集的蛋黃以 ELISA 的方式檢視蛋黃中專一性 IgY 表現情形。圖

中數值皆由同個處理組的三顆蛋黃所得平均值及標準差。 
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圖三、蛋黃與血清中專一性 IgY 的趨勢比較。 

將血清與蛋黃中抗體效價的 OD 值按照雞隻組別以及時間點進行重

疊做圖，可見兩者的專一性 IgY 具有相似的效價趨勢。 
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2. 蛋黃中 IgY 的專一性測試 

    我們挑選一顆 D300 組的冷凍蛋黃，解凍後以氯仿製成蛋黃粗萃

液（請參考第三章之內容），隨後用於免疫轉漬實驗驗證 IgY 對辨識

抗原的有效性。首先以 SDS-PAGE 及 CBB 染色分析各待測蛋白質的

分布及定量情形（圖四 A、C），確認蛋白質正常且定量一致後，再進

行免疫轉漬實驗；圖四 B 可見此蛋黃中含有對應抗原的專一性 IgY

可與小鼠的免疫球蛋白結合，而對兔的重鏈部分也有些許微弱的反應，

對羊的 IgG 及 BSA 則是無反應的情形。進一步檢測蛋黃粗萃液中的

IgY 針對各型小鼠免疫球蛋白的結合能力，圖四 D 可見 IgY 不僅可與

原本做為抗原的小鼠 IgM 重鏈、輕鏈結合，還可結合各類 IgG 亞型

的重鏈，然而相較之下，對 IgA 與輕鏈的結合力則十分微弱。 
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圖四、蛋黃中 IgY 針對不同免疫球蛋白的免疫轉漬分析。 

取 3g 蛋白質進行 12％ SDS-PAGE 與 CBB 染色分析（A、C），確認

各蛋白質的分布並查看蛋白定量情形，另各取 0.2 g 進行西方免疫染

色分析（B、D）。「M」為小鼠 IgG（Sigma，I5381）、「R」為兔 IgG

（Sigma，I5006）、「G」為羊 IgG（Sigma，I5256），編號 1～7 分別

是小鼠單株抗體 8H4（IgM, ）、8G6（IgM, ）、1D3（IgG1,）、10E4

（IgG2a, ）、5A1（IgG2b, ）及 IgA, （ICL，RS-90A-K）、IgA,

（ICL，RS-90A-L），MW 則為蛋白質分子量標準品（Bioman，

PL01425）。 

 

 



- 89 - 
 

第五節 討論 

以小鼠為來源的單株抗體常被應用於基礎科學研究及醫學檢驗

的用途，改用 IgY 為二級抗體，可因鳥類及哺乳類之親緣差距而減少

偽陽性結果的出現機會，此外雞蛋蛋黃 IgY 產量豐富、成本低、生產

過程較為人道，因此可取代兔、羊等哺乳類動物，成為較理想的多株

抗體來源。 

雞隻免疫注射時，抗原種類、分子量大小、劑量與佐劑的使用、

注射的時程等，皆會造成免疫反應難以預測(Schade, R. et al., 1996)。

抗原劑量過多或過少，可能會讓動物產生抑制、耐受或其他不可預期

的效應，導致無法達到有效的免疫反應(Hanly et al., 1995)。Behn et al. 

(1996) 指出生產雞蛋蛋黃 IgY時，注射0.1 mg的老鼠免疫球蛋白（IgG）

會比注射 1.0 mg的效果為佳，本實驗於是選擇使用小鼠 IgM為抗原，

除了注射 100 μg 抗原外，另取 30 及 300 g 抗原進行免疫注射，以分

析有效的抗原劑量。(Behn et al., 1996) 

    在本研究的雞隻免疫注射過程中，隨時間收集血清與蛋黃，以

ELISA 的方式監控專一性 IgY 在二者的表現情形，從抗體效價趨勢圖

（圖一、二）可見三組皆有成功激起個體免疫反應。從第一次注射（含

FCA）之後，即開始有效價緩慢上升的一級免疫反應出現，在第二次

注射（含 FIA）後則有較為強烈的二級免疫反應，效價提升更為快速， 
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雖然 D30 組的相對高效價時期較短，但 D100 及 D300 的高效價則能

維持近六週；而從結果中無法有效判斷第一次激活注射是否對雞隻的

免疫反應產生助益，但第二次激活注射可看出對抗體效價具穩定強度

的效果。 

    佐劑能夠幫助抗原在被注射的動物體內引起發炎反應，並且在體

內延長免疫系統的激活效果(Munoz et al., 1984)。佛氏完全佐劑

（Freund’s complete adjuvant, FCA）和佛氏不完全佐劑（Freund’s 

incomplete adjuvant, FIA）是目前常用於注射實驗動物的佐劑(Freund, 

1951)，成份皆為石蠟油（paraffin oil），FCA 則另含有已失去活性的

結核桿菌（Mycobacterium tuberculosis）屍體，輔助引起發炎反應。

Chalghoumi et al. (2008) 的實驗證實注射佐劑可以有效幫助提升雞蛋

中的 IgY 抗體效價，雖然 FCA 引發免疫反應的效果較 FIA 強，但會

使動物產生小量且短暫的副作用，而 FIA 對動物的傷害程度較小，因

此目前常採用兩種佐劑混合使用的方法：將 FCA 用於第一次注射，

其他階段的注射則佐以 FIA(Svendsen Bollen et al., 1996; Bizhanov et 

al., 2004; Brunda et al., 2006; Chalghoumi et al., 2008; Araujo et al., 

2010; Palaniyappan et al., 2012)。 

目前已有相當多的研究利用雞隻蛋黃生產針對特定抗原的 IgY，

依抗原與免疫注射過程的差異而發展出許多不同的方法可供參考（表
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一）。Svendsen Bollen et al. (1996) 觀察雞隻在血清與蛋黃中的效價變

化長達一年，實驗結果證實有 FCA 參與的免疫注射對激起雞隻的免

疫反應較 FIA 與 Hunter’s TiterMax adjuvant（HTM）為佳，實驗進行

的過程中注射不含佐劑的抗原有幫助維持抗體效價穩定的效果，注射

含佐劑的抗原則能使效價趨勢再次往上提升；Bizhanov et al., (2004) 

的實驗結果顯示，經兩次含佐劑的注射過程後，專一性抗體效價甚至

能維持穩定強度長達 20 週；Chalghoumi et al., (2008) 以雞隻生產針

對沙門氏菌的 IgY，經過三次皆含佐劑的抗原免疫注射後，抗體效價

呈現上升的趨勢達 10 週才開始有逐漸減弱的趨勢，3 週後再進行免

疫注射（含 FIA）則又能使抗體效價有效提升；而 Araujo et al. (2010)

也同樣分別以 FCA 與 FIA 參與不同階段的免疫注射，但在後續階段

的注射則是以含 FIA 的抗原注射為主，再以小量且不含佐劑的抗原密

集注射為輔，其抗體效價約可維持 5 週左右，與本實驗結果中所呈現

的效價表現相似；Palaniyappan et al. (2012) 採用 100 g的抗原劑量，

共進行兩次注射，抗原分別含 FCA 與 FIA，並無其他的注射步驟，

其結果顯示抗體效價歷經上升較為緩慢的一級反應與增幅較激烈的

二級反應後，於第八週達到最高峰，有效雞蛋收集時間為 4 週，也與

本實驗的結果相似。雖然各個前人研究中採用的抗原種類與劑量皆不

盡相同，但佐劑確實對於引發母雞的免疫反應具有相當程度的重要性，
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能刺激專一性抗體效價的提升與延長免疫效果，而不含佐劑的免疫注

射雖然無法有效提升抗體效價，但仍有維持抗體效價穩定的功效。目

前以生產 IgY 為主的生技公司也是在每次注射的抗原中添加佐劑（陳

昌平，華肝基因股份有限公司；personal communication），以維持效

價穩定，本實驗除了前二次免疫注射有添加佐劑之外，後續的注射則

無添加佐劑，可能是造成免疫效果不如預期的原因，如第二次激活注

射後的抗體效價趨勢並無顯著提升，僅有維持強度的態勢，未來可針

對此進行改良，在每個注射階段的抗原中皆添加佐劑，將可讓效價提

升更為明顯。 

    當母雞首次受到免疫注射後，表現在血液中的抗體以 IgM 為主

(Hamilton et al., 1994)，而濾泡膜上並無 IgM 受體可將 IgM 輸入蛋黃

內儲存，因此造成在第二針注射前，血清中抗體效價上升的變化較蛋

黃明顯（圖一、圖二），第二次免疫注射後，由於 IgY 成為母雞體內

大量表現的抗體，方能藉蛋黃膜上的 IgY 受器送入蛋黃中儲存，也造

成抗體效價上升情形較第一次免疫注射後猛烈（圖二）。母雞體內 IgY

經由血液循環送至卵巢，與濾泡膜上的特定抗體受器結合而引起胞吞

作用，往膜內形成小囊泡將 IgY 送入蛋黃內儲存，提供胚胎抵禦外來

抗原的能力 (Brambell, 1966; Wild, 1975; Rodewald et al., 1982; 

Tressler et al., 1987)。Patterson et al. (1962) 首先在 1962 年提出母雞血
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液中的抗原專一 IgY 傳送到蛋黃中儲存大約有一週的延遲時間，

Woolley et al. (1995) 則認為此延遲時間約為 3～4 天，而從本實驗圖

三的結果可見在第一次注射到第二次激活注射之前的期間內，延遲時

間大約為 5～7 天，並且血清與蛋黃中專一性 IgY 呈現相似的變動趨

勢。(Patterson et al., 1962) (Woolley et al., 1995) 

    我們以免疫轉漬實驗分析（圖四 B）檢測蛋黃中的抗原專一 IgY

對不同來源之免疫球蛋白的辨識情形，發現對鼠的 IgG1 有較強的活

性，對兔 IgG1 的活性則相對微弱，對羊的 IgG1 則幾乎不會辨識。我

們比對小鼠 IgM、小鼠 IgG1、兔 IgG1、羊 IgG1 重鏈部分的胺基酸序

列（表二），發現後三者與小鼠 IgM 間皆有約 30％相同（identities）

及約 50％相似（similarities），或許此即為 IgY 會辨識兔免疫球蛋白

的原因。同樣藉免液轉漬實驗檢測 IgY 對小鼠各型免疫球蛋白的辨識

情形（圖四 D），發現抗原專一性的 IgY 可辨識 IgM、各型 IgG 重鏈

以及 κ 輕鏈，還可對 IgA 重鏈、輕鏈有微弱的反應，推測由於目前

所使用的 IgY 樣品尚未經過純化，其內含有可辨識各式各樣抗原的

IgY，未來以抗原吸附管柱進行純化，推測將可獲得專一性及純度皆

有顯著提升的 IgY 樣品。 

    從本研究的結果可知，在我們選擇的抗原劑量範圍內，注射300 

g抗原可獲得最佳的免疫效果，並且有效雞蛋的收集時間為38天，再
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次激活注射則能幫助延長雞蛋收集達40天，雞蛋中的有效IgY經實驗

證實可於ELISA（圖一、二）與免疫轉漬實驗（圖四）中辨識抗原，

未來再經後續純化將可提高IgY純度及專一性，以利應用於免疫實驗、

醫事檢驗等領域，或是將專一性IgY用於純化小鼠單株抗體；再者，

本研究所採用的免疫注射流程將可做為未來藉雞隻蛋黃生產哺乳類

動物免疫球蛋白之多株抗體的參考。 
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表一、各種生產雞隻專一性 IgY 的注射過程。 

 Animal Age Antigen Immunization schedule 

(dose/adjuvant/time) 

Svendsen Bollen 

et al. (1996) 

Rhode Island Red 

hens 

21 human IgG 1) 100 g/FCA/day1; 100 g/FIA/week 27. 

2) 100 g/FIA/day1; 100 g/FIA/week 27. 

3) 100 g/IM/day1; 100 g/IM/week 27. (3 groups) 

-boosted monthly with 100 ug antigen in saline in the interval 

Bizhanov et al., 

(2004) 

Brown Hisex hens 25 Sendai virus 100 g/FCA/day1; 100 g/FIA/day 27. (1 group) 

Chalghoumi et 

al., (2008) 

ISA Brown hens 21 Salmonella Enteritidis, 

Salmonella Typhimurium 

1) 100 g/FCA/day1; 100 g/FIA/day 22, 43, 134. 

2) 10 g/IM/day1; 10 g/IM/day 22, 43, 134. (2 groups) 

Araujo et al. 

(2010) 

white leghorn hen 25 Bothrops venom 30 g/FCA/day1; 30 g/FIA/day 14;  

10 g/no adjuvant/day 21, 23, 25. (1 group) 

repeat the cycle at week 8th/9th and 14th/15th 

beginning with the FIA dose. 

Palaniyappan et 

al. (2012) 

white leghorn hen 23 SARS-CoV nucleocapsid 

protein 

100 g/FIA/day1; 100 g/FIA/day 14. (1 groups) 

This study white leghorn hen 50 mouse IgM mAb 0, 30, 100, 300 g/FCA/day1;  

0, 30, 100, 300 g/FIA/day 30; 

0, 15, 50, 150 g/no adjuvant/day 44, 82. (4 groups) 
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表二、小鼠IgM重鏈與小鼠、兔、羊IgG1重鏈之胺基酸序列的

BLAST結果。 

         Identities 

Similarities 

Mouse 

 IgM 

Mouse 

IgG1 

Rabbit 

 IgG1 

Goat 

 IgG1 

Mouse IgM  31％ 29％ 35％ 

Mouse IgG1 47％ 
 

61％ 66％ 

Rabbit IgG1 50％ 78％ 
 

69％ 

Goat IgG1 56％ 78％ 79％ 
 

Mouse IgM：GenBank Accession no. ABP35934.1 

Mouse IgG1：GenBank Accession no. AAB59657.1 

Rabbit IgG1：GenBank Accession no. AAB59265.1 

Goat IgG1：GenBank Accession no. AAX45026.1 
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第五章 抗原吸附層析純化蛋黃中 IgY 

（Purification of chicken IgY using antigen-adsorption 

chromatography） 

第一節 摘要 

    本研究收集了含有對應小鼠 IgM 的專一性 IgY 樣品後，為提升

IgY 抗體的應用價值，我們針對蛋黃中的專一性抗體進行純化。我們

利用遺傳工程的方式生產出小鼠 IgM 重鏈（CH2+CH3）的重組片段，

再與具有N-hydroxysuccinimide esters（NHS）活性位的膠體顆粒接合，

製備出抗原吸附管柱以純化對抗原具專一性的 IgY，此特定 IgY 約佔

蛋黃中 IgY 的 0.8％，效價則提升為純化前的 17 倍以上，藉免疫轉漬

實驗及 ELISA 分析此 IgY，發現可辨識小鼠 IgM 與 IgG 各亞型的重

鏈蛋白，但不會與兔、羊的免疫球蛋白作用，亦不會與小鼠的、

輕鏈及 IgA 重鏈反應，是以本研究的純化方法可提升抗體樣品的專一

性，也適用於生產高純度、高效價的 IgY 樣品。 
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第二節 緒言 

    純化哺乳類免疫球蛋白時常使用的 protein A/G，是藉金黃色葡萄

球菌（Staphylococcus aureus）的 protein A、鏈球菌（Streptococcal 

species）的 protein G 與免疫球蛋白的 Fc 端結合，以便分離抗體、進

行純化，但鳥類 IgY 與哺乳類 IgG 的 Fc 端胺基酸序列有顯著差異，

使得 IgY 無法與 protein A/G 產生鍵結(Schade, R. et al., 2005)，造成純

化上不如哺乳類動物便利。一般在製備蛋黃 IgY 樣品的過程中，去脂

為首要步驟，再以鹽析方式將蛋白質沉澱、回溶，之後再進行層析純

化，以提高 IgY 樣品的純度(Schade, R. et al., 2005)，由抗原製備的吸

附管柱則可用於純化對應於抗原的 IgY，獲得純度、效價與專一性皆

優良的抗體樣品。 

    在此前，本實驗團隊以小鼠單株抗體（IgM,）為抗原注射雞隻，

收集蛋黃並萃取抗體，為純化其中對應抗原的 IgY，我們藉遺傳工程

生產關於抗原的重組片段，以此重組蛋白質製成抗原吸附管柱。 

    由大腸桿菌生產重組蛋白質甚為方便，毋須提供昂貴的碳源、生

長速度快、容易大量培養、細胞可在高密度下進行發酵作用，僅需方

便、簡易的遺傳工程技術即可進行基因選殖與表現重組蛋白質，然而

快速且大量表現外插的目標蛋白質，會造成細菌代謝上的負荷

(Hoffmann et al., 2004)，同時無法正確形成必要的雙硫鍵(Basu et al., 
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2011)，導致產出的蛋白質容易形成不正確或不完全的摺疊狀態，以

不可溶的形式堆積在細胞內形成包涵體(Villaverde et al., 2003)，故必

須使用變性劑如 8 M Urea、4～6 M Guanidium hydrochloride（GdnHCl）、

0.3–5%（v/v）N-lauroylsarcosine 等破壞錯誤的摺疊結構(Phan et al., 

2011)，再進行復性（refolding）以去除溶液中的變性劑，使蛋白質回

復到正確的摺疊狀態。復性的方法主要有三種：稀釋法、透析法與管

柱層析法等(Phan et al., 2011)。包涵體形式存在的蛋白質無法用於管

柱製備，須經過復性的步驟使其轉變為水溶性的蛋白質，目前也有不

經過復性，直接將包涵體溶解在 6 M GdnHCl 後進行管柱製作的成功

案例(Zhou et al., 2005; Zhao et al., 2006)。 

    由抗原製備的吸附管柱雖能獲得純度與專一性兼備的抗體樣品，

但有鑑於相對珍貴的蛋白質不適宜用於製備管柱，因此本研究發展由

重組蛋白質製備吸附管柱，將可有效降低純化抗體的成本，從蛋黃粗

萃液中純化出能對應抗原的 IgY 樣品，同時提升抗體純度、效價與專

一性，將能增加抗體的應用價值，而在本研究中嘗試許多方法來克服

包涵體對管柱製作的困擾，將能成為包涵體的復性或進而製備管柱的

參考辦法。 
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第三節 材料與方法 

1. 萃取 Balb/c 小鼠 B 細胞 mRNA  

    培養單株抗體（IgM,）的融合瘤細胞（hybridoma cells），取其

含細胞的 10 mL 培養基，室溫下離心 5 分鐘（400 ×g）後謹慎倒棄上

清液，保留沉澱的融合瘤細胞。加入 1 mL Trizol reagent（Invitrogen，

15596-018）懸浮細胞，並轉移至一乾淨的 1.5 mL 微量離心管，震盪

混合均勻後，置於室溫反應 5 分鐘，再加入 0.2 mL 氯仿（chloroform）

震盪 15 秒，靜置反應 5 分鐘，接著在 4℃中離心 15 分鐘（12,000 ×g），

取出上層無色的透明液體至新的微量離心管，並加入等體積之異丙醇

（isopropanol），置於室溫反應 10 分鐘，離心（12,000 ×g，4℃，10

分鐘）後保留沉澱在管底的 RNA。加入 0.5 mL 的 75%酒精（由

DEPC-treated water 配製）至離心管中懸浮沉澱物，離心後（7,500 ×g，

4℃，5 分鐘）保留沉澱物，再加入 100 L DEPC-treated water（1 mL 

DEPC 加至 1 L 二次水，在 37℃反應過夜後，使用滅菌釜高溫高壓滅

菌）回溶沉澱物，利用微量分光光譜儀（THERMO，NanoDrop ND-1000）

定量並分裝、保存於80℃。 

    取 5 L RNA 使用 SuperScript 
TM

 Ⅲ Reverse Transcriptase

（Invitrogen，18080093）反轉錄為 cDNA，再進行聚合酶連鎖反應選

殖目標基因的序列。 
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2. 聚合酶連鎖反應（Polymerase chain reaction, PCR） 

    本實驗為求目標核苷酸片段為許多已發表的序列中相對保守的

部份，從 IgM（GenBank，ABP35934.1）重鏈的固定端選殖出 IgM-HC

〔△（CH2＋CH3）〕的核苷酸序列，並設計 Forward primer 5- 

CCGGCATATGGCAGAGATGAACCCCAATGT -3以及 Reverse 

primer 5- CCGGCTCGAGCCTCTCGGTCACCAGGTGTG-3兩條引

子，底線標示為限制酵素切割位，分別為 Nde 1（CATATG）及 Xho 

1（CTCGAG）。使用 PCR 技術〔2.5 mM dNTP（BERTEC，BTCP-2.5M）, 

10× Taq buffer, 2 U Taq polymerase（Violet，VIO-T805）, 5 L cDNA，

0.2 M Forward primer，0.2 M Reverse primer〕將目標基因片段擴增。

PCR 溫度循環機設定為 94℃/ 2 分鐘，1 循環；94℃/ 30 秒、66℃/ 30

秒、72℃/ 1 分鐘，共 40 循環；72℃/ 7 分鐘，1 循環，PCR 完成後置

於 4℃保存。 

 

3. DNA 電泳與純化目標 DNA 片段 

    在水平電泳槽內放入預先製作好的 1.2％瓊脂膠體〔1.2％（w/v）

Agarose in TAE buffer（40mM Tris, 20mM acetic acid, and 1mM EDTA）〕

並注入 TAE buffer 至剛好淹過瓊脂膠體。取適量目標 DNA 與 1/5 倍

體積的 6x DNA loading dye（BERTEC，BCTD01）混合均勻，填裝至
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瓊脂膠體中，以 100 V 電壓進行電泳 30 分鐘，接著將膠片浸泡在 EtBr

（5 g/mL）中 10 分鐘，隨後在去離子水中褪染 10 分鐘，即可在 UV

燈照射下觀察。 

    對照目標 DNA 片段與 DNA ladder，將大小正確的電泳條帶用刀

片切下，裝入 1.5 mL 微量離心管，利用 Gel/PCR DNA Isolation System

（Viogene，GP-1002）純化目標 DNA，接著使用微量分光光譜儀

（THERMO，NanoDrop ND-1000）定量 DNA 並保存於 4℃。 

 

4. 萃取質體 pET-24a 之 DNA 

    將冷凍保存的 pET-24a in XL1-blue 塗抹於固態 LB/Kan 培養基

（LB 配方如附錄五，其中含 50 g/mL Kanamycin）培養後，挑選單

一菌落到 5 mL 液態 LB/Kan 培養基（配方見附錄五）培養，放置於

37℃恆溫箱中震盪（200 rpm）培養 1416 小時後，取適量菌液用

Mini-M
TM

 Plasmid DNA Extraction System（VIOGENE，GF-1002）抽

取質體，接著使用微量分光光譜儀定量質體 DNA，並置於 4℃冰箱備

用。 

 

5. 限制酵素反應 

    分別取適量的質體 DNA 與欲殖入的 DNA 片段，各加入 Nde 1

（10 U /1 g DNA，BioLabs，R0111S）與 Xho 1（10 U /1 g DNA，



- 103 - 
 

BioLabs，R0146S），以及 NBE buffer 與無菌 ddH2O，置於 37℃恆溫

箱中，反應 3 小時，經由 1.2％ 瓊脂膠體電泳（100V，30 分鐘），在

UV 燈下觀察並切下各別膠條，並用 Gel/PCR DNA Isolation System 純

化 DNA，使用微量分光光譜儀定量後儲存於 4℃備用。 

 

6. 選殖載體構築 

    取 50 ng 經限制酵素切割的 pET-24a 與經由同樣限制酵素切割的

DNA，以 1:4 的莫耳數比混合均勻，並加入無菌去離子水將體積調整

至 10 L，在 60℃水浴 10 分鐘，立即插入冰上 2 分鐘，隨後加入 T4 

ligase buffer 與 T4 ligase（BioLabs，M0202S），再以無菌去離子水將

體積調整至 20 L，在 16℃恆溫箱中進行嵌合反應（ligation）過夜，

反應結束後取少量以 1.2％瓊脂膠體電泳觀察選殖載體構築結果，其

餘存入 4℃備用。 

 

7. 製備大腸桿菌勝任細胞（competent cell）  

    以接種環挑選大腸桿菌 XL1-Blue 單一菌落，接種在 5 mL 已添

加抗生素的 LB/Tet 液（含 15 g/mL Tetracyclines）中，在 37℃中震

盪（200 rpm）培養 14～16 小時。取 2 mL 菌液加到含 200 mL LB（Tet, 

15 g/mL）的 1 L 錐形瓶，繼續培養 4～6 小時直到其 OD600吸光值達

0.8～1.0 為止。將培養好的菌液置於 4℃中 15 分鐘，接著在 4℃中離
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心（2000 ×g）10 分鐘，倒棄上清液，加入 80 mL 預冷無菌水懸浮菌

體，再以相同條件離心、倒棄上清液，隨後以 16 mL 10％（v/v）無

菌甘油回溶菌體，相同條件離心、倒棄上清液，以 1.2 mL 10％（v/v）

無菌甘油回溶菌體，將菌液每 40 L 分裝至一 1.5 mL 微量離心管，

以液態氮急速冷凍後，置於80℃保存。 

 

8. 將選殖載體轉形至勝任細胞 

    將 40 L 勝任細胞（XL1-Blue）與 10 ng 選殖載體混合，填裝至

已預冷且寬度為 1 mm 的電穿孔反應管（BIO-RAD，165-2089）內，

以 1.25 kV、200Ω、25 F 的電擊條件進行電穿孔反應（BioRed gene 

pulser II）。取 1 mL LB 培養液輕微混合電穿孔反應管內的菌液，吸出

至培養管中，於 37℃生長箱內震盪培養一小時。於無菌操作台內吸

取 200 L菌液，均勻塗抹在固態LB/Kan培養基（50 g/mL Kanamycin）

上，待菌液風乾後，倒置在 37℃生長箱培養 14～16 小時。挑選成功

生長的菌落並分別接種至固態培養基以及液態培養基內。抽取載體並

以 DNA 電泳確認植入的載體 DNA 大小，挑選載體 DNA 大小正確的

菌株送定序檢驗，並同時冷凍保存該菌株。 

 

9. 大腸桿菌表現菌株製備 

    挑選 E.coli strain：BL21(DE3)、BL21(DE3)pLysS以及 Rosetta(DE3)
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的單一菌落，接種在已添加適當抗生素的 5 mL LB 液〔BL21(DE3)

不加抗生素；BL21(DE3)pLysS、Rosetta(DE3)：34 g/mL 

Chloramphenicol（Cam）〕中，37℃環境中震盪（200 rpm）培養 1416

小時，取 2 mL 菌液加到已各添加適當抗生素的 200 mL LB 液中，繼

續培養 4～6 小時，直到其 OD600吸光值達 0.8～1.0。將菌液置於 4℃

中 15 分鐘，接著在 4℃中離心 10 分鐘（2000 ×g），倒棄上清液，加

入 80 mL 預冷無菌水懸浮菌體，再以相同條件離心、倒棄上清液，

隨後以 16 mL 10％（v/v）無菌甘油回溶菌體，相同條件離心、倒棄

上清液，以 1.2 mL 10％（v/v）無菌甘油回溶菌體，將菌液每 40 L

分裝至一 1.5 mL 微量離心管，在液態氮中急速冷凍，保存於80℃。 

 

10.  將選殖載體轉形至表現菌株 

    培養成功轉形的 pET-24a/ IgM-HC in XL1-blue，抽取載體並使用

微量分光光譜儀定量。取 10 ng 載體 DNA 分別添加到置於冰上預冷

的 40 L 三種大腸桿菌表現菌株〔BL21(DE3）、BL21(DE3)pLysS 以

及 Rosetta(DE3)〕中，使用 BioRed gene pulser II，以 1.25 kV、200Ω、

25 F 的條件進行電穿孔反應。取 1 mL LB 培養液輕微混合電穿孔反

應管內的菌液，吸出至培養管中，於 37℃生長箱內震盪培養一小時

後，於無菌操作台內吸取 200 L 菌液，均勻塗抹在固態 LB/Kan 培養
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基上，待菌液風乾後，倒置在 37℃生長箱培養 14～16 小時。挑選成

功生長的菌落進行誘導表現測試並冷凍保存菌株。 

 

11.  誘導表現重組蛋白質 

    將三種皆成功植入 pET-24a/ IgM-HC 的菌株分別接種至 5 mL 液

態 LB/Kan 培養基內，於 37℃生長箱內震盪（200 rpm）培養 14～16

小時。在 6 個 50 mL 錐形瓶中各別加入 10 mL LB/Kan，將每種菌液

分別取 100 L 至其中兩個錐形瓶內，震盪培養 3 小時或待 OD600吸

光值達 0.5～0.7 之間，在各菌株的其中一個錐形瓶中加入 100 M 

IPTG（Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside），放回 37℃恆溫箱中繼

續震盪培養 4 小時，以誘導大腸桿菌生成 rIgM-HC。從各錐形瓶中取

出 1 mL 菌液至 1.5 mL 微量離心管，離心（10,000×g，10 分鐘）使菌

體沉降，丟棄上清液，加入 200 L SDS sample buffer〔62.5 mM Tris-Cl, 

pH 6.8, 2％（w/v）SDS, 5％（v/v）β-mercaptoethanol, 10％（v/v）Glycerol〕

並以超音波均質機（Misonix Ultrasonic cell disruptor XL）將菌體打碎

（功率輸出設定為 4 W，震盪 20 秒即休息 20 秒，共兩個循環），蓋

上離心管管蓋與套上防爆夾後放在沸水中水浴 5 分鐘，即進行澄清

（16,000 ×g 離心，10 分鐘，4℃）、回收上清液，並以 SDS-PAGE 檢

測重組蛋白表現情形。 
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12.  IPTG 濃度對誘導表現效果測試 

    以接種環分別挑選含選殖載體的 BL21(DE3)至 5 mL 液態

LB/Kan 培養基內，於 37℃生長箱內震盪（200 rpm）培養 14～16 小

時，經此條件培養的菌液稱之為 preculture cells。各取 100 L 的

preculture cells 至已添加 10 mL 液態 LB/Kan 培養基的六個 50 mL 錐

形瓶中，於 37℃生長箱內震盪培養 3 小時或待 OD600吸光值達 0.5～

0.7 時後，分別在 6 個錐形瓶中加入 0、3、10、30、100、300 M IPTG

進行誘導表現，震盪培養 4 個小時，同樣以上述方式將萃取菌體中的

蛋白質，並以 SDS-PAGE 檢測重組蛋白表現情形。 

 

13.  大規模誘導重組蛋白質並確認細菌內的存在形式 

    培養 preculture cells 後，取 1 mL 至 100 mL 的液態 LB/Kan 培養

基內，於 37℃生長箱內震盪培養 3 小時或待 OD600吸光值達 0.5～0.7

之間，加入 30 M IPTG 後繼續震盪培養 4 小時，誘導表現重組蛋白

質。將誘導後的菌液以 5,000 ×g、4℃離心 15 分鐘，移除上清液後，

加入 10 mL Ni-NTA native binding buffer（20 mM Tris-Cl , pH 7.8, 0.5 

M NaCl, 5 mM Imidazole）懸浮菌體並置於冰上，隨後以超音波均質

機震盪 30 秒、休息 30 秒為 1 周期，共重複 10 周期進行破菌（功率

輸出設定為 6 W）。菌液離心（16,000 ×g，20 分鐘，4℃）後收集上
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清液即為細菌的水溶性蛋白質，另以 10 mL Ni-NTA native binding 

buffer 懸浮沉澱物，再次離心後倒棄上清液，接著以 5 mL Ni-NTA 

denature binding buffer（6 M Urea, 20 mM Tris-Cl , pH 7.8, 0.5 M NaCl, 

5 mM Imidazole）懸浮沉澱物，並於 4℃內震盪過夜，隔日離心後收

集上清液，此即為細菌蛋白質的非水溶性部分。收集菌體蛋白質水溶

與非水溶性部分後，以 SDS-PAGE 重組蛋白的表現情形。 

 

14.  萃取重組蛋白質 

    以大規模誘導重組蛋白質的方式培養 100 mL 菌液，離心（6,500 

×g，15 分鐘，4℃）沉降菌體後，以 10 mL Wash IB buffer（20 mM 

Tris-HCl, pH 7.5, 10 mM EDTA, 1% Triton X-100）懸浮之並置於冰上，

以超音波均質機（功率輸出設定為 6 W，震盪 30 秒即休息 30 秒，共

十個循環）破菌，隨後以離心處理（10,000 ×g，10 分鐘，4℃）使非

水溶性物質沉澱，再以 10 mL Wash IB buffer 懸浮沉澱物，重複上述

離心、懸浮沉澱物共兩次，接著以 20 mL 0.1 M MOPS（pH 7.5）懸

浮沉澱物及離心，再以 20 mL MOPS-CaCl2 buffer（0.1 M MOPS, pH 7.5, 

50 mM CaCl2）懸浮沉澱物，離心後以 1 mL 含 6 M GdnHCl 的

MOPS-CaCl2 buffer 回溶沉澱的蛋白質。在室溫下震盪 1 小時後，藉

澄清（16,000 ×g，10 分鐘，4℃）去除無法溶解的物質，上清液即含
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有目標重組蛋白質。吸取 100 l 至一乾淨微量離心管以備分析，其餘

則用於吸附性管柱製作。 

 

15.  重組蛋白質定量分析 

    本實驗的重組蛋白質是以膠體電泳分析進行定量，以 bovine 

serum albumin（Sigma，A7906）做為參考之標準樣品，但由於本實

驗的重組蛋白質皆溶於含 GdnHCl 的溶液中，無法直接進行膠體電泳

分析，必須先進行丙酮沉澱蛋白質。 

    吸取 100 L 含待測蛋白質含量之樣品至一微量離心管，另加入

4 倍體積之保存於20℃的丙酮（400 l），4℃中震盪混合 10 分鐘後，

於20℃中靜置 20 分鐘，隨後以離心（16,000 ×g，10 分鐘，4℃）使

蛋白質沉澱，再加入 100 l PBS 懸浮沉澱，重複丙酮沉澱蛋白質共三

次，確實洗去 GdnHCl，最後謹慎將丙酮吸光並風乾，即可加入與原

體積相等之 1×SDS sample buffer 回溶沉澱，隨後進行 SDS-PAGE 分

析。 

 

16.  製作抗原吸附管柱 

    吸附性管柱製作材料為 Affi-gel 10（BIO-RAD，153-6046）。將

上述溶於 6 M GdnHCl（MOPS- CaCl2 buffer）的重組蛋白質以 0.5 

mL/min 滴速加入 5 倍體積之不含 GdnHCl 的 MOPS-CaCl2 buffer，將
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其稀釋為 1 M GdnHCl 以符合 Affi-gel 10 所能耐受之 GdnHCl 濃度，

同樣吸取 100 L 至一乾淨微量離心管備用。將其餘重組蛋白液與等

體積之 Affi-gel 10 共置於一個可拋式管柱，完全封口後將他們混合均

勻，並置於 4℃中的均質旋轉儀反應過夜，隔日收集流出液，並加入

與膠體等體積之 MOPS-CaCl2 buffer 流洗膠體並另收流出液，加入與

膠體等體積之0.1 M ethanolamine並置於4℃中的均質旋轉儀兩小時，

終止 Affi-gel 10 上的活性位之活性作用。收集之流出液將使用於檢測

配體（重組蛋白質）與膠體接合的效率估算。 

 

17.  雞隻免疫注射 

    請參考第四章-第三節-1。 

 

18. 蛋黃的收集與萃取蛋黃中 IgY 

 蛋黃收集方法請參考第二章-第三節-1，蛋黃液存於一乾淨容器後

放入20℃保存；蛋黃解凍後的 IgY萃取方法請參考第二章-第三節-2，

蛋黃稀釋液與氯仿體積比設定為 1:0.5，回收低脂質含量的蛋黃粗萃

液，再以 50％硫酸銨飽和度（291 g/ 1L）鹽析沉澱 IgY。 

 

19.  純化專一性 IgY  

    雞隻經注射後生產的蛋黃保存於20℃中，解凍後以氯仿輔助製
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備蛋黃萃取液，並用 50％硫酸銨飽和濃度進行局部純化以收集 IgY

樣品。將此 IgY 樣品注入上述製備之抗原吸附性管柱，靜置於 4℃中

過夜，隔日取出後先將管柱內的 IgY 樣品流出，再加入 PBS〔10 mM

（w/v）Sodium phosphate, 140 mM (w/v) NaCl, pH 7.4〕流洗管柱，同

時以光電比色計（Pharmacia Biotech Gene-Quant II）監測流出液之吸

光值（OD280），當流出液之吸光值降至 0.02 以下，即可將管柱內液體

流至與膠面齊，加入 2 倍膠體體積之 0.1 M Glycine-Cl（pH 2.5）至管

柱中，沖提吸附在管柱上之 IgY。在玻璃試管中加入 1/5 沖提液體積

之 0.5 M Tris-Cl（pH 8.5），收集沖提液的同時隨即作用酸鹼中和。在

此沖提液中的蛋白質即為對抗原具吸附性的專一性 IgY。 

 

20.  純化後 IgY 樣品對不同抗原的結合能力測試 

    藉酵素連結免疫吸附法（enzyme-linked immuno-sorbent assay; 

ELISA）檢測 rIgM-HC 專一性 IgY 對不同抗原的結合情形。將各種抗

原以 0.2 M borate saline（配方見附錄四-1）進行稀釋至 27 nM

（rIgM-HC 在此濃度下可換算為 1 g/mL），接著加入 50 L 至 96 孔

的 ELISA 盤（Costar，EW-01959-20）中各孔洞，於室溫下吸附作用

6 小時或 4℃中過夜，吸附完成後以 Wash buffer（配方見附錄四-1）

沖洗三次，再加入 180 L Blocking buffer（配方見附錄四-1）至每格
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孔洞中，放置室溫 2 小時或 4℃中過夜；重複沖洗步驟，隨後加入純

化後的 IgY 樣品 1 g/mL（以 ELISA Diluent 稀釋），每格孔洞 50 L，

於室溫反應 2 小時，接著重複沖洗步驟，再於每格孔洞加入 50 L 

Rabbit anti-chicken IgY-Alkaline phosphatase（RAC-AP；Jackson，

303-055-003，稀釋 5,000 倍使用），放置室溫中反應 2 小時，再重複

沖洗步驟，隨後在各孔洞加入 50 L pNPP 受質（配方見附錄四-1）

進行呈色，待呈色完成即以分光光度計（BIO-TEK MQX220）偵測吸

光值（OD405-490），將吸光值的數據做成直條圖呈現。數據皆為三次重

複，並附上標準差（Standard deviation; SD）。 

 

21.  IgY 樣品純化前後的抗體效價比較 

    同樣以 ELISA 進行檢測，比較 IgY 樣品純化前後的抗體效價。

將抗原 8H4 以 0.2 M borate saline 由 0.5 g/mL 進行系列稀釋，接著各

加入 50 L 至 96 孔的 ELISA 盤中各孔，放置 4℃中過夜待抗原吸附

作用完成，隨後以 Wash buffer 沖洗三次，再加入 180 L Blocking 

buffer 至每格孔洞中，放置室溫反應 2 小時；重複沖洗步驟後，加入

50 L 以 ELISA Diluent 稀釋至 1 g/mL 純化前與純化後的 IgY 樣品

及不含對應 8H4 能力的 IgY 樣品，於室溫下反應 2 小時後，重複沖

洗步驟，再於每格孔洞加入 50 L RAC-AP，放置室溫中反應 2 小時，
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接著重複沖洗步驟，隨後在各孔洞加入 50 L 的 1.6 M pNPP 受質進

行呈色，待呈色完成即以分光光度計偵測吸光值（OD405-490），並以吸

光值數據製成曲線圖，以進行效價分析。數據皆為三次重複，並附上

標準差。 

 

22. SDS 膠體電泳分析（Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis; SDS-PAGE） 

請參考第二章-第三節-6。 

 

23. 免疫轉漬實驗（Immunoblotting; Western blotting） 

    請參考第四章-第三節-7，在此以純化後的 IgY 樣品（1 g/mL）

做為一級抗體。 
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第四節 結果 

1. 表現載體的構築與大腸桿菌轉殖 

    本實驗生產的重組蛋白片段－rIgM-HC，是由小鼠 IgM 重鏈的

CH2 & CH3 組合而成（圖一 A）。首先反轉錄 Balb/c 小鼠的 mRNA 為

cDNA，利用 PCR 選殖出大小為 966 bps 的 IgM-HC DNA（圖一 B、

附錄六），並在序列兩端接上 Nde 1 與 Xho 1 酵素切位，將 Nde 

1-IgM-HC- Xho 1 構築至 pET-24a，可得大小為 6206 bps 的表現載體

pET-24a/ IgM-HC（圖一 C），根據表現載體的基因序列判斷，rIgM-HC

一共有 331 個胺基酸，分別由屬於 IgM-HC 序列的 322 個胺基酸、6

個 His-tag 與屬於質體序列的 3 個胺基酸共同組成（圖二）。使用電穿

孔法將表現載體導入 BL21(DE3)、BL21(DE3)pLysS以及 Rosetta(DE3)

後，IPTG 可成功誘導此三種菌株表現 rIgM-HC（圖三），大小為 37 kDa，

並且以非水溶性的包涵體形式存在（圖四）。 
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圖一、rIgM-HC 示意圖、DNA 電泳分析與表現載體圖譜。 

本研究所製作的 rIgM-HC是依mu chain constant region CH2 & CH3（圖

中橘色區塊）的核苷酸序列進行 PCR 片段增值（A）。將 1 Kb DNA 

Ladder（lane a，BTCM-1000）、pET-24a/IgM-HC（lane b）、pET-24a

（lane c）與 IgM-HC（lane d）同時進行 1.2％ 瓊脂膠體電泳分析（100 

伏特，30 分鐘），可見 IgM-HC（966 bps）與 pET-24a（5240 bps）成



- 116 - 
 

功接合成 6206 bps 的 pET-24a/IgM-HC（B）。IgM-HC 藉由 Nde1 及

Xho1 兩種限制酵素切位組裝於 pET-24a 表現載體中（C），該表現載

體具有抗 Kanamycin 基因，轉型後的細菌可於含 Kanamycin 的培養

基上進行篩選，在 IgM-HC 基因序列的 5’端具有 His-tag 序列，有利

於重組蛋白質的純化操作。 
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圖二、rIgM-HC 的胺基酸序列。 

rIgM-HC 胺基酸序列中共有 331 個胺基酸，包含 322 個胺基酸（紅

棕色）屬於小鼠 mu chain constant region（CH2 & CH3），另有 9 個胺

基酸屬於質體本身（黑色＋綠色），其中 6 個是 His-tag（綠色）。 
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圖三、rIgM-HC 在三種大腸桿菌菌株表現情形。 

將 pET-24a/IgM-HC 載體分別轉形至 BL21(DE3)、BL21(DE3) pLysS

以及 Rosetta(DE3)後，加入 100 M IPTG（＋）誘導表現重組蛋白質

rIgM-HC，隨後以 SDS sample buffer 萃取全菌蛋白質後，進行 12％膠

體電泳與 CBB 染色分析，可見三種表現菌株皆可表現 rIgM-HC，分

子量約為 37 kDa（圖右箭頭所指位置），無添加 IPTG 的處理組（－）

則無表現。MW 為蛋白質分子量標準品（Bioman，PREP1025）。 
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圖四、rIgM-HC 在菌體中表現的存在形式。 

將含有 pET-24a/IgM-HC的 BL21(DE3)分別處以未加入 IPTG誘導（）

及加入 100 M IPTG 誘導（＋）後，萃取全菌蛋白質，另外將經誘

導處理的菌液分別萃取水溶性（S）與非水溶性成分（I），再取等體

積的四種樣品進行 12％ SDS-PAGE 與 CBB 染色分析，由此可見

rIgM-HC 經誘導表現後是以非水溶性的包涵體形式存在。MW 為蛋白

質分子量標準品（Bioman，PREP1025）。 

 

 

 

 

 

 

 



- 120 - 
 

2. 以 IPTG 誘導細菌表現 rIgM-HC 的情形 

   為檢測誘導重組蛋白表現的最佳 IPTG 濃度，我們在含表現載體

的 BL21(DE3)菌液中，分別添加一系列濃度的 IPTG，經過 4 小時的

誘導培養，以 SDS sample buffer 萃取全菌蛋白質，並進行 SDS-PAGE

與 CBB 染色，再使用影像處理系統（Multi Gauge V2.1）對重組蛋白

的染色密度進行量化分析。圖五顯示 rIgM-HC使用 30 M IPTG誘導，

即可使細菌有最高表現量，再增高 IPTG 濃度也不會再增加 rIgM-HC

表現量，本研究後續的 rIgM-HC 誘導表現實驗皆添加 30 M 的

IPTG。 
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IPTG concentration（M） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖五、IPTG 濃度對 rIgM-HC 表現的影響。 

在含 pET-24a/IgM-HC 載體的 BL21(DE3)菌液中，分別添加 IPTG 至

如圖中所示的各種濃度（0300 M），經 4 小時於 37℃震盪培養（200 

rpm）後，以 SDS sample buffer 萃取細菌蛋白質並進行 SDS-PAGE 及

CBB 染色（圖上部的長框），再以攝影系統（Fujifilm, LAS 3000）及

影像分析軟體（Multi Gauge V2.1）將蛋白質的染色密度量化（圖中

央的柱狀圖）。此實驗共重複三次，並將表現量最高的蛋白質平均密

度（IPTG 30 M）設定為 100％，進而換算其他誘導濃度的相對表現

量（圖下方表格資料）。 
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3. 抗原吸附管柱製作 

    誘導 100 mL 菌液表現 rIgM-HC 後，以 1 mL 6 M GdnHCl 溶液回

溶包涵體，再緩慢地將 GdnHCl 逐步稀釋至 1 M，此時共獲得 13.9 mg 

rIgM-HC，並與 2 mL Affi-gel 10 混合均勻以進行接合反應，反應完全

後收集管柱流出液，以減去法估算重組蛋白與膠體接合率為 60.4％，

約有 8.4 mg rIgM-HC 成功接合（表一）。 

 

表一、製備 rIgM-HC 吸附管柱的情形 
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4. 純化專一性 IgY  

    首先將大約 16 mg IgY 樣品填裝入 rIgM-HC 吸附性管柱中，隔日

沖提出約 105.6 g IgY（圖六，a1），將流出的樣品液重新填裝入管柱

中，再次沖提則只獲得 28.9 g IgY（圖六，a2），第三次純化則已無

抗體可回收（圖六，a3），另填裝未經純化的同批 IgY 樣品 32 mg 至

管柱中，第一次沖提獲得 160.6 g IgY（圖六，b1），回收的樣品液再

次填入管柱中，經沖提獲得 57.7 g IgY（圖六，b2），第三次純化則

無回收抗體（圖六，b3），此實驗結果顯示管柱具有吸附、純化抗體

之功能，並具重複使用的效果，而平均大約有 0.76％的 IgY 具有對應

rIgM-HC 的專一性。 
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圖六、專一性 IgY 的純化情形。 

填裝約 16mg IgY 至 rIgM-HC 吸附性管柱中，三次純化過程（a1、a2、

a3）分別回收 105.6、28.9、0 g IgY，另外再填裝約 32 mg IgY 至管

柱中，三次純化過程（b1、b2、a3）分別回收 160.6、57.7、0 g IgY，

以此二次純化結果推算，專一性 IgY 所佔比例分別為 0.84％及 0.68

％，兩次的平均為 0.76％。 
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5. 分析純化後的專一性 IgY 

    將純化後的 IgY 樣品以膠體電泳分析（圖七），同時與純化前的

樣品（以 50％飽和度的硫酸銨鹽析沉澱蛋白質）以及標準品 IgY 比

較，發現 IgY 樣品經本實驗製作的吸附管柱純化後，純度獲得明顯提

升，並且與標準品 IgY 相當。 

接著以免疫轉漬實驗測試對不同蛋白質的辨識能力。我們以小鼠、

兔、羊的免疫球蛋白及 BSA 進行 SDS-PAGE 及 CBB 染色分析（圖八

A），確認各蛋白質的定量情形一致後，再轉漬蛋白質到 NC 膜上，以

純化後的 IgY 樣品進行辨識，圖八 B 可見 IgY 僅對小鼠之免疫球蛋

白重鏈部分有反應，隨後再挑選了本實驗室自產的各型單株抗體做為

抗原，進一步檢測 IgY 對各型小鼠免疫球蛋白的辨識情形。從圖八 C

可見各種蛋白質的定量情形一致，免疫轉漬實驗的結果則可見抗原專

一性 IgY 除了可與 IgM 的重鏈端結合外（圖八 D），尚可與其他同型

IgG 的重鏈蛋白反應，但不會與輕鏈蛋白作用，隨後將等分子數的各

種蛋白質吸附在 ELISA 盤上，再以抗原專一性 IgY 樣品做為一級抗

體，結果（圖九）顯示純化後的 IgY 樣品對部分蛋白質有活性產生，

若將對 8H4 的辨識活性設定為 100％，則對同為 IgM, κ 的 8G6 相對

活性為 91.4％，對 rIgM-HC 的活性達 76.4％，對於 1D3（IgG1,λ）、

10E4（IgG2a,κ）與 5A1（IgG2b,κ）的相對活性則分別為 49％、42.4
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％與 36.7％。 

    繼續以 ELISA 的方式檢測蛋黃 IgY 樣品在純化前後的效價提升

情形。在 ELISA 盤中吸附系列濃度的 8H4 後，分別將純化前後的 IgY

樣品（等濃度）做為一級抗體，比較兩者的抗體效價，由圖十 A 可

見純化後的 IgY 樣品之效價較快達到飽和，另取兩曲線中各為直線的

部份製成趨勢線（圖十 B），由兩線斜率的比值可知純化前後的 IgY

效價相差近 17.3 倍（160.26÷9.2733＝17.3）。 
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圖七、IgY 樣品純化前後的蛋白質分布情形。 

將純化前的 IgY 樣品（B：Before purification，蛋黃粗萃取液的蛋白

質經 50％硫酸銨飽和濃度鹽析沉澱）、純化後收集到的 IgY（P：Purified 

IgY）及標準品 IgY（S：Standard IgY；Jackson，003-000-003），各取

3 g 蛋白質進行 12％ SDS-PAGE 與 CBB 染色分析，觀察純化後樣

品的蛋白質分布情形，可見純化後的專一性 IgY 純度較純化前為佳，

並且與標準品 IgY 相當。MW 則為蛋白質分子量標準品（Bioman，

PL01425）。 
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圖八、純化後的 IgY 樣品對各型免疫球蛋白的免疫轉漬分析。 

首先取 5 g 小鼠（M，Sigma，I5381）、兔（R，Sigma，I5006）、羊

（G，Sigma，I5262）之免疫球蛋白進行 12％SDS-PAGE 與 CBB 染

色分析（A），確認各蛋白質的分布並查看蛋白定量情形，稀釋至 0.2 

g 後再進行免疫轉漬實驗（B），以檢測專一性 IgY 對不同來源之免

疫球蛋白的辨識情形；另取 3 g 重組蛋白質與小鼠各型免疫球蛋白

進行 8～20％梯度膠 SDS-PAGE 與 CBB 染色分析（C），確認各種蛋

白的定量情形後，稀釋至 0.2 g 後進行免疫轉漬實驗（D）。編號 1

～9 分別是小鼠單株抗體 rIgM-HC、rKC（自製的 kappa chain constant 

region 重組蛋白）、8H4（IgM,）、8G6（IgM, ）、1D3（IgG1,）、10E4

（IgG2a, ）、5A1（IgG2b, ）及 IgA, （ICL，RS-90A-K）、IgA, 
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（ICL，RS-90A-L）。MW為蛋白質分子量標準品（Bioman，PL01425）。 
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圖九、純化後 IgY 樣品針對各型免疫球蛋白的辨識情形。 

以 ELISA 的方式檢測 rIgM-HC 專一性 IgY 對各型免疫球蛋白的辨識

情形。使用 rIgM-HC 專一性 IgY（HC specific IgY）與 Non-immune 

chicken IgY（Non-immune IgY）做為一級抗體。設定各種 Ag 皆為 27 

nM（rIgM-HC 在此莫爾濃度下可換算為 1 g/mL），並將 rIgM-HC 專

一性 IgY 對 8H4（IgM,κ）的 OD405-490值設定為 100％，進而換算

rIgM-HC 專一性 IgY 對各型免疫球蛋白與重組蛋白的相對活性強度

（圖下方表格資料）。結果數值經三次重複並附上標準差。 
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圖十、純化前後 IgY 效價表現差異情形。 

取等濃度的純化前後 IgY 樣品做為一級抗體，加入已固著系列稀釋

8H4 的孔洞中，檢測兩者的抗體效價差異（A），另取兩曲線中呈直

線部分以回歸線分析（B），純化後與純化前的斜率比值可知兩者效價

相差 17.3 倍。圖中數值皆由同處理組的三次重複所得平均值及標準

誤差。 
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第五節 討論 

    本研究使用取得方便、可大量生產的重組蛋白質取代原為單株抗

體的抗原製作抗原吸附管柱，我們以大腸桿菌表現小鼠 IgM 重鏈的

CH2、CH3 domain，製作重組蛋白質 rIgM-HC（圖一 A），再與 Affi-gel 

10 進行接合。Affi-gel 10 是具有 NHS 活性位的瓊脂膠體顆粒，藉此

活性位與配體（ligand）上的一級胺構造接合，形成穩定的胺鍵鍵結。

本實驗成功利用大腸桿菌生產 rIgM-HC，然而快速並且大量表現人工

插入的目標蛋白，會造成細菌代謝上的負荷(Hoffmann et al., 2004)，

而使重組蛋白以包涵體形式存在。由於是蛋白質本身摺疊錯誤之故，

必須使用變性劑破壞錯誤的摺疊結構，才能順利溶解包涵體，隨後再

進行復性使蛋白質回復到正確的摺疊狀態。 

    復性的方法主要有三種：稀釋法、透析法與管柱層析法等(Phan et 

al., 2011)，考量到高濃度的蛋白質較有利於管柱製作，因此我們首先

選擇使用不會讓蛋白質樣品的體積過份膨脹之透析法。我們以含 0.3

％ N-lauroylsarcosine 的溶液回溶重組蛋白後，以 50 倍體積的

NaHCO3-NaCl buffer（0.2 M NaHCO3, 0.3 M NaCl, pH 8.0）多次透析，

再藉 Ultra-filtration（10 kDa molecular weight cut-off）濃縮蛋白質樣

品，以利用於進行管柱製作，但此次實驗中配體與膠體的接合效率極

差，我們推測以水為媒介進行管柱製作會讓 Affi-gel 10 的活性位帶微
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弱負電，而 rIgM-HC（pI＝6.4）在 pH 8.0 的 NaHCO3-NaCl buffer 中

也帶負電，甚至 N-lauroylsarcosine 殘留也會使 rIgM-HC 帶負電，因

此產生電性排斥影響了重組蛋白與膠體活性位接合效果。接著改採逐

步透析法，預期在整個透析過程結束後可使重組蛋白在不含變性劑的

溶液中保持可溶性的狀態。我們以含 6 M Urea的NaHCO3-NaCl buffer

溶解重組蛋白後，利用鎳離子螯合膠體純化重組蛋白，收集沖提產物

約 10 mL放入透析袋並置於透析溶液中，由含 4 M Urea的溶液開始，

每四個小時換一次透析液，並且逐次降低 Urea 濃度（2 M、1 M、0.5 

M、0 M Urea w/ NaHCO3-NaCl buffer, 1mM DTT, pH 8.0），當換至不

含 Urea 的溶液時，透析袋內卻開始產生白霧狀，離心後發現所有蛋

白質皆產生沉澱，表示復性的效果十分不理想，蛋白質無法成為可溶

性狀態，因此不適用於管柱製作。從此次逐步透析的方法進行修改，

我們嘗試在 urea 低濃度的環境中添加膠體可耐受的 GdnHCl，試圖讓

重組蛋白維持著非摺疊的狀態，裸露出可提供鍵結的一級胺結構。同

樣將經由鎳離子螯合膠體純化的重組蛋白進行透析，並逐次降低 Urea

濃度（3 M、1.5 M、0.75 M、0 M Urea w/ NaHCO3-NaCl buffer, 1mM 

DTT, pH 8.0），並在置換透析液為 0.75 M 及 0 M urea 的同時各添加

0.5 M GdnHCl，但重組蛋白質最後還是形成沉澱，無法應用於管柱製

作。 
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    後續實驗中，我們改良了接合配體的條件，將Coupling buffer改

為MOPS-CaCl2 buffer（0.1 M MOPS, 50 mM CaCl2, pH 7.5），減少可

能因帶電性相同而引發排斥現象(Frost et al., 1981)，同時參考Zhou et 

al. (2005) 與Zhao et al. (2006) 的方法，用6 M GdnHCl回溶包涵體後

直接與含NHS活性位的膠體接合，然而此次測試並沒有成功接合重組

蛋白與Affi-gel 10膠體。隨後改良此方法，用6 M GdnHCl溶解包涵體

後再緩慢稀釋至1 M（此濃度的GdnHCl為Affi-gel 10使用手冊中提及

可容忍的濃度），經過管柱製備的步驟後，終於順利接合蛋白質至膠

體顆粒上，接合成功率達60.3％（表一），並且製作出可重複進行純

化抗體的管柱（圖六）。(Zhou et al., 2005; Zhao et al., 2006) 

    經過純化步驟後，IgY樣品純度明顯增加（圖七），並且有效提

升抗體樣品的專一程度及效價表現，而具專一性的抗體在所有IgY中

約含0.8％（圖六），參考目前文獻提及經免疫注射的雞隻所生產之

蛋黃中，經純化後估算蛋黃中IgY約含有0.5～10％屬於專一性IgY 

(Schade, R. et al., 1994; Hansen et al., 1998; Li et al., 1998; Schade, R. et 

al., 2005; Paul et al., 2007; Qu et al., 2011)。本實驗原本注射雞隻所使

用的抗原為分子結構完整的單株抗體，而純化IgY所用的重組蛋白並

非完整的免疫球蛋白，僅有部分重鏈的固定端，約佔原免疫球蛋白結

構的1/3，因此預期純化過程中會流失可辨識κ輕鏈、IgM重鏈CH1與
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IgM重鏈變異端的專一性IgY，而使得最終回收的專一性IgY比例偏低，

若是以完整免疫球蛋白分子製作管柱，可預期專一性IgY回收將更為

完整，所佔的比例可提升三倍左右。 

    經檢測純化前後的 IgY效價，可發現純化後是純化前的 17.3 倍，

此差距是因為未純化的 IgY 樣品中約含有 1/3 的其他蛋白質，又與抗

原相應的 IgY 僅占微量所致。而由於純化後的 IgY 僅能辨識重鏈部分

CH2、CH3 domain，約佔整個免疫球蛋白分子的 1/3，未純化的 IgY 樣

品則是可辨識完整的分子結構，因此可推測當固著在盤上的抗原改為

rIgM-HC 時，效價比將能再擴大倍數。 

    我們接著探討純化的專一性 IgY 對其他小鼠免疫球蛋白的辨識

程度。免疫轉漬分析可見專一性 IgY 不會與兔、羊的免疫球蛋白發生

交叉作用（cross-reactivity）（圖八 B），但會與小鼠各種 IgG 同型的

重鏈結合（圖八 D），且不會與輕鏈產生反應；以 ELSIA 檢測（圖

九）後可知專一性 IgY 對 IgG1、IgG2a、IgG2b 的辨識活性與 8H4 相

比尚有 35％到 50％的相對活性，推測是專一性 IgY 經 rIgM-HC 純化

後，仍為多株抗體，並非只針對抗原上單一表位（epitope），因此才

會對小鼠的各種 IgG 同型重鏈有交叉作用發生。為能深入瞭解專一性

IgY 會辨識其他重練的原因，我們針對小鼠各型免疫球蛋白重鏈及輕

鏈的胺基酸序列進行 BLAST 分析，結果發現 IgM 重鏈對其他重鏈與
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輕鏈的相同度（identities）皆在 30％左右（表八），相似度（similarities）

則接近 50％，但從胺基酸序列的比對結果（圖十一）來看，IgM 與

IgA 重鏈相同的部分較為分散，IgM 與 IgG 各亞型重鏈相同的部分則

較為集中，使得 IgG 各亞型重鏈存在類似於 IgM 重鏈的抗原而能被

專一性 IgY 辨識，因此推測胺基酸的排列是原對應 IgM 重鏈的專一

性 IgY 能辨識 IgG 各亞型卻無法辨識 IgA 的主因。 
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表二、各種小鼠免疫球蛋白的重鏈與輕鏈胺基酸序列的 BLAST 結

果。 

    Identities 

Similarities 
rIgM-HC IgM IgG1 IgG2a IgG2b IgA κ λ 

rIgM-HC  99％ 29％ 28％ 33％ 36％ 31％ 32％ 

IgM 100％ 
 

31％ 29％ 30％ 31％ 32％ 32％ 

IgG1 44％ 47％ 
 

67％ 67％ 29％ 30％ 37％ 

IgG2a 46％ 48％ 79％ 
 

78％ 30％ 31％ 34％ 

IgG2b 55％ 49％ 80％ 87％ 
 

32％ 32％ 32％ 

IgA 53％ 48％ 48％ 50％ 51％ 
 

23％ 34％ 

κ 50％ 50％ 49％ 48％ 52％ 42％ 
 

42％ 

λ 47％ 46％ 56％ 49％ 51％ 50％ 63％ 
 

序列來源： 

IgM：GenBank Accession no. ABP35934.1 

IgG1：GenBank Accession no. AAB59657.1 

IgG2a：GenBank Accession no. CAA24178.1 

IgG2b：GenBank Accession no. AAB59659.1 

IgA：GenBank Accession no. AAB59662.1 

κ輕鏈：GenBank Accession no. BAC44884.1 



- 138 - 
 

λ輕鏈：GenBank Accession no. AAA39434.1 
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圖十一、rIgM-HC 與各型小鼠免疫球蛋白重鏈部分的胺基酸序列比對。

（經 Vector NTI 比對之結果） 

（Non-similar：黑字白底；Conservative：藍字淺藍底；Block of similar：

黑字綠底；Identical：紅字黃底；Weekly similar：綠字白底） 
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第六章 總結 

    以雞蛋生產 IgY 抗體具有多重的優點，但蛋黃中的高含量脂質易

對 IgY 的純化及後續應用造成干擾。目前蛋黃 IgY 的萃取方法多步驟

繁瑣、耗時冗長且成本較高，故發展出快速、有效且經濟的萃取方法

將可使 IgY 抗體的製備更加便利，進而提升其使用的方便性與接受度。

針對液態蛋黃的樣品，本研究開發出利用醋酸鈉溶液的粗萃取方法，

搭配 40％硫酸銨飽和度的沉澱步驟，可於 2 小時內從一顆蛋黃中分

離得到近 90 mg，且純度超過 80％的 IgY樣品；針對冷凍蛋黃的樣品，

我們則發展出氯仿萃取法搭配 50％硫酸銨飽和度的沉澱步驟，可在

2.5 小時內獲得回收率達 90％的 IgY 樣品。 

    在對雞隻進行免疫注射，生產 IgY 抗體的實驗部分，我們發現

300 g 小鼠 IgM 抗原劑量的效果最佳，在經三次免疫注射後，有效

雞蛋的收集時間可達40天以上；經本研究所開發的粗萃取步驟之後，

再利用由重組抗原蛋白製備的吸附管柱進行純化，則可獲得幾近 100

％純度且高效價的抗原專一性 IgY。 

    本研究所開發的兩種不同蛋黃樣品之 IgY 粗萃取方法，除了有效

之外，更具簡單與便宜的優點，不僅可供學界的一般使用，亦可符合

產業界的大規模生產目的；而找尋適當的抗原劑量來對雞隻進行免疫

注射，並利用重組抗原蛋白的吸附管柱來純化專一性抗體的模式，更



- 141 - 
 

可做為後續生產與純化 IgY 多株抗體的重要參考。 
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附錄 

附錄一、縮寫對照表 

縮寫 全名 

AID Activation induced cytidine deaminase 

AmS Ammonium sulfate 

AP Alkaline phosphatase 

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate 

BSA Bovine serum albumin 

Cam Chloramphenicol 

CBB Coomassie Brilliant Blue 

cDNA Complementary DNA 

dNTP Deoxynucleoside triphosphate 

DEPC Diethyl pyrocarbonate 

E.coli Escherichia coli 

EDTA Ethylenediamine tetra-acetic acid 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay  

EtBr Ethidium bromide 

FCA Freund’s complete adjuvant 

FIA Freund’s incomplete adjuvant 

GAR-AP Goat anti-rabbit antibody alkaline phosphatase conjugate 

GdnHCl Guanidium hydrochloride 

hCG human chorionic gonadotropin 

HDL High density lipoprotein 

HRP Horseradish peroxidase 

IgA Immunoglobulin A 

IgD Immunoglobulin D 

IgE Immunoglobulin E 

IgG Immunoglobulin G 

IgM Immunoglobulin M 

IgM-HC IgM heavy chain constant region fragment 

IgY Immunoglobulin Y 

IPTG Isopropyl-b-D-thiogalactoside 

Kan Kanamycin 

kDa Kilo Dalton 

LB Luria-bertani 
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LDL Low density lipoprotein 

MHC Major histocompatibility complex 

mRNA Messenger RNA 

MW Molecular weight 

NBT Nitro blue tetrazolium 

NHS N-hydroxysuccinimide esters 

FcRn Neonatal Fc receptor 

PBS Phosphate-buffered saline 

PCNA Proliferating cell nuclear antigen 

PCR Polymerase chain reaction 

PEG Polyethylene glycols 

pI Isoelectric point 

PLA2R mammalian phospholipase A2 receptor 

pNPP p-Nitrophenyl phosphate 

RNA Ribonucleic acid 

rIgM-HC recombinant IgM heavy chain constant region fragment 

rKC recombinant kappa light chain constant region fragment 

rpm Revolutions per minute 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE 
Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis 

TAE buffer Tris-acetate-EDTA buffer 

UV Ultraviolet 
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附錄二、中英對照表 

英文 中文 

Adaptive immunity 適應性免疫 

Alkaline phosphatase 鹼性磷酸酶 

Ammonium sulfate 硫酸銨 

Antibody dependent cellular cytotoxicity 抗體依賴型吞噬細胞毒殺作用 

Antigen-adsorption chromatography 抗原吸附層析法 

Booster 激活注射 

Bovine serum albumin 牛血清蛋白 

Bursa of Fabricius 法氏囊 

Campylobacter jejuni 空腸彎曲桿菌 

Carotene 胡蘿蔔素 

Carotenoid 類胡蘿蔔素 

Cellular immunity 細胞免疫 

Competent cell 勝任細胞 

Complement fixation 補體固定作用 

Complement system 補體系統 

Conserved protein 保守性蛋白質 

Constant region 固定端 
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Coronavirus 冠狀病毒 

Cross-reactivity 交叉作用 

Cytosine 胞嘧啶 

DEAE chromatography 離子交換樹脂 

DNA helicase DNA 解旋酶 

Gel filtration 凝膠過濾法 

Gallus gallus 雞 

Gallus gallus domesticus 萊亨雞 

Electric point 等電點 

Enzyme-linked immunosorbent assay  酵素連結免疫吸附分析法 

Epitope 表位 

Escherichia coli 大腸桿菌 

Freund’s complete adjuvant 佛氏完全佐劑 

Freund’s incomplete adjuvant 佛氏不完全佐劑 

Gene conversion 基因轉換 

Glycoprotein 醣蛋白 

Granule protein 顆粒蛋白 

Harderian gland 哈氏腺 

Helicobacter pyroli 幽門螺旋桿菌 
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High density lipoprotein 高密度脂蛋白 

Histamine 組織胺 

Horseradish peroxidase 山葵過氧化酶 

Human chorionic gonadotropin 人類絨毛膜性腺激素 

Humoral immunity 體液免疫 

Hybridoma cell 融合瘤細胞 

Hyperimmunized 高度免疫 

Identity 相同度 

Immunoglobulin 免疫球蛋白 

Innate immunity 先天性免疫 

Inclusion body 包涵體 

Isotype 同型 

Ligand 配體 

Ligation 嵌合反應 

Low density lipoprotein 低密度脂蛋白 

Major histocompatibility complex 主要組織相容複合物 

Memory B cell 記憶 B 細胞 

Monoclonal antibody 單株抗體 

Mycobacterium tuberculosis 結核桿菌 
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Nitrocellulose membrane 硝化纖維膜 

Opsonization 調理作用 

Pepsin 胃蛋白酶 

Phagocytosis 吞噬作用 

Phosvitin 蛋黃磷醣蛋白 

Phylogenetic distance 親緣差距 

Plasma cell 漿細胞 

Plasma protein 漿蛋白 

Polyclonal antibody 多株抗體 

Polyethylene glycol 聚乙二醇 

Porphyromonas gingivalis 牙周炎致病菌 

Pseudogene 偽基因 

Recombination signal sequences 重組訊號序列 

Refolding 復性 

Rotavirus 輪狀病毒 

Salmonella enterica 沙門氏菌 

Similarity 相似度 

Standard deviation 標準差 

Streptococcus mutans 變形鏈球菌 
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T cytotoxic cells T 毒殺細胞 

T helper cells T 輔助細胞 

Thiophilic chromatography 親硫吸附層析法 

Truncated IgY 截短形 IgY 

T suppressor cells T 抑制細胞 

Urease 尿素酶 

Uridine 尿嘧啶 

Variable region 變異端 

Vector 載體 

Western blotting (Immunoblotting) 免疫轉漬實驗 

Xanthophyll 葉黃素 
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附錄三、膠體電泳分析之溶液配方 

◎ 12％ Polyacrylamide gel 

 
4％ Stacking gel 12％ Separating gel 

Tris-Cl 
125 mM（pH6.8） 375 mM（pH8.8） 

SDS（w/v） 0.1％ 0.1％ 

Acrylamide（w/v） 4％ 12％ 

Ammonium persulfate （APS）

（w/v） 

0.1％ 0.1％ 

N,N,N,‘N’-tetramethylethylene-

diamine（TEMED）（v/v） 

0.05％ 0.05％ 

 

◎ SDS running buffer 

Tris 25 mM 

Glycine 192 mM 

SDS（w/v） 0.1％ 
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◎ SDS sample buffer 

Tris-Cl, pH6.8 62.5 mM 

SDS（w/v） 2％ 

2-mercaptoethanol（v/v） 5％ 

Glycerol（v/v） 10％ 

Bromophenol blue（w/v） 0.05％ 

- 無染劑的 SDS sample buffer 則無添加 Bromophenol blue 

 

◎ Coomassie Blue 染液 

Coomassie Brilliant Blue R-250（w/v） 0.25％ 

Methanol（v/v） 50％ 

Acetic acid（v/v） 10％ 

 

◎ 褪染液 

 
一級褪染液 二級褪染液 

Methanol（v/v） 50％ 5％ 

Acetic acid（v/v） 10％ 7％ 
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附錄四、免液化學實驗之試劑配方 

1. 酵素連結免疫吸附法 

◎ 0.2 M Borate saline（pH 8.5） 

boric acid 200 mM 

sodium borate 5 mM 

NaCl 75 mM 

 

◎ Wash buffer（pH 8.0）  

Tris-Cl 10 mM 

Tween-20（v/v） 0.05％ 

NaN3（w/v） 0.02％ 

 

◎ ELISA Diluent（in PBS） 

BSA（w/v） 1％ 

Tween-20（v/v） 0.05％ 

NaN3（w/v） 0.02％ 

 

◎ ELISA substrate buffer（pH 9.6） 

diethanolamine (C4H11NO2) （v/v） 9.6％ 

MgCl2 0.5 mM 

◎ 1.6 M pNPP：5 mg p-Nitrophenyl phosphate（Sigma，S0942） 

in 8.3 mL ELISA substrate buffer 
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2. 免疫轉漬實驗 

◎ Electroblotting buffer  

 

 

 

 

 

 

◎ Western substrate buffer（pH 9.5） 

Tris-HCl 100 mM 

NaCl 100 mM 

MgCl2 5 mM 

 

◎ AP 受質：166 g/mL BCIP, 333 g/mL NBT in Western substrate 

buffer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Glycine 192 mM 

Tris base 25 mM 

Methanol（v/v） 20％ 
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附錄五、微生物培養基配方 

◎ LB medium for bacteria 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Adjust pH to 7.0 with 3 N NaOH 

- Autoclaved at 121℃ for 15 min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1L 

Tryptone 10 g 

Yeast extract 5 g 

NaCl 5 g 

Agar (for solid medium) 15 g 
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附錄六、rgM-HC的核苷酸序列 

（GenBank Accession no. ABP35934.1；灰色部分原為pET-24a所有。） 

  1  ATGGCAGAGA TGAACCCCAA TGTAAATGTG TTCGTCCCAC CACGGGATGG CTTCTCTGGC 

 61  CCTGCACCAC GCAAGTCTAA ACTCATCTGC GAGGCCACGA ACTTCACTCC AAAACCGATC 

121  ACAGTATCCT GGCTAAAGGA TGGGAAGCTC GTGGAATCTG GCTTCACCAC AGATCCGGTG 

181  ACCATCGAGA ACAAAGGATC CACACCCCAA ACCTACAAGG TCATAAGCAC ACTTACCATC 

241  TCTGAAATCG ACTGGCTGAA CCTGAATGTG TACACCTGCC GTGTGGATCA CAGGGGTCTC 

301  ACCTTCTTGA AGAACGTGTC CTCCACATGT GCTGCCAGTC CCTCCACAGA CATCCTAACC 

361  TTCACCATCC CCCCCTCCTT TGCCGACATC TTCCTCAGCA AGTCCGCTAA CCTGACCTGT 

421  CTGGTCTCAA ACCTGGCAAC CTATGAAACC CTGAATATCT CCTGGGCTTC TCAAAGTGGT 

481  GAACCACTGG AAACCAAAAT TAAAATCATG GAAAGCCATC CCAATGGCAC CTTCAGTGCT 

541  AAGGGTGTGG CTAGTGTTTG TGTGGAAGAC TGGAATAACA GGAAGGAATT TGTGTGTACT 

601  GTGACTCACA GGGATCTGCC TTCACCACAG AAGAAATTCA TCTCAAAACC CAATGAGGTG 

661  CACAAACATC CACCTGCTGT GTACCTGCTG CCACCAGCTC GTGAGCAACT GAACCTGAGG 

721  GAGTCAGCCA CAGTCACCTG CCTGGTGAAG GGCTTCTCTC CTGCAGACAT CAGTGTGCAG 

781  TGGCTTCAGA GAGGGCAACT CTTGCCCCAA GAGAAGTATG TGACCAGTGC CCCGATGCCA 

841  GAGCCTGGGG CCCCAGGCTT CTACTTTACC CACAGCATCC TGACTGTGAC AGAGGAGGAA 

901  TGGAACTCCG GAGAGACCTA TACCTGTGTT GTAGGCCACG AGGCCCTGCC ACACCTGGTG 

961  ACCGAGAGGC TCGAGCACCA CCACCACCAC CACTGA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


