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抗迟钝爱德华氏菌卵黄抗体制备及其 
抑菌、吞噬调理活性分析 

顾叶华, 李登峰*, 周永强 
（宁波大学 应用海洋生物技术教育部重点实验室, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 迟钝爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)是常见人畜共患病病原. 为获得高效抗 E. tarda 卵黄

抗体(Immunoglobulin of Yolk, IgY), 将纯培养的迟钝爱德华氏菌灭活, 免疫蛋鸡, 由蛋黄纯化

IgY, 用间接 ELISA法检测 IgY效价. 对制备的 IgY进行了抑菌活性检测和动物保护实验: 分别

将抗 E. tarda IgY、普通鸡蛋 IgY与 E. tarda (2×103 CFUꞏmL-1)孵育, 涂平板, 菌落计数; 分别将抗

E. tarda IgY、普通鸡蛋 IgY 与 E. tarda (2×108 CFUꞏmL-1)等体积混合后注射克氏原螯虾

(Procambarus clarkia), 记录各组成活率. 检测抗 E. tarda IgY的吞噬调理活性: 分别将抗 E. tarda 

IgY、普通鸡蛋 IgY与 E. tarda (103 CFUꞏmL-1)及小鼠血细胞混合后, 接种平板培养、计数. 结果

发现: 制备的 IgY 质量浓度为 8.8 mgꞏmL-1, 每个鸡蛋可以获得 IgY 约 130 mg, 效价为 1:10 240; 

体外相对抑菌率为 86.6％; 对克氏原螯虾的平均保护率为 66.7％; 能促进细胞吞噬 E. tarda, 相

对吞噬率为 79.8％.  
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迟钝爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)属于肠杆

菌科(Enterobacteriaceae), 是一种兼性厌氧菌. 其

宿主范围非常广泛, 包括人、爬行动物、两栖动物、

鱼类等, 是常见人畜共患病病原, 危害大[1-2]. 在水

产领域, E. tarda 已成为严重威胁淡、海水鱼类的

细菌性病原, 给水产养殖业造成巨大经济损失[3-5]. 

此外, E. tarda可造成致死性的食源性感染, 如食用

感染 E. tarda的水产品后可能出现腰大肌与硬膜外

脓肿等[2]. 目前治疗迟钝爱德华氏菌病最常用的药

物为抗生素, 但大量抗生素的持续使用, 不仅易导

致菌产生抗药性, 形成难以对付的超级细菌, 还可

引发药物对宿主的毒副作用以及药物残留所致的

环境和食品污染问题[6]. 禽卵黄抗体(Immunoglobulin 

of Yolk, IgY)是抗生素的最佳替代品[7], 并已成为

当前研究的热点.  

卵黄抗体指从免疫禽蛋中提取出的针对特定

抗原的抗体, 是存在于卵黄中的最主要免疫球蛋

白, 具有较强的特异性, 无任何毒副作用[8]. 与哺

乳动物的抗体(Immunoglobulin G, IgG)相比, IgY具

有较强的热稳定性、耐酸碱性, 且易储存. 此外, 

从禽蛋中获得 IgY, 不仅符合动物保护法要求, 而

且成本低、制备方便, 平均一只母鸡一年可产 40 g 

IgY, 便于大规模生产 . 众多研究结果表明 [8-17],  

卵黄抗体在食品添加、口腔医学、检测诊断、病害

防治等方面具有重要的应用. 但迄今为止, 有关

IgY 应用在水产病害防治方面的报道较少[10], 共

10 余篇, 对象包括鱼类、甲鱼(抗嗜水气单胞菌

Aeromonas hydrophila)[18]、对虾(抗白斑杆状病毒

WSSV、哈维氏弧菌 Vibrio harveyi)[13,19-22]和小鲍鱼

(抗溶藻弧菌V. alginolyticus)[23]. 其中以 IgY防治鱼

病的报道相对较多 , 涉及日本鳗鲡(抗迟缓爱德  

华氏菌 E. tarda)[12]、虹鳟鱼 (抗鳗弧菌 Vibrio 
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anguillarum)[24]、香鱼(抗鳗弧菌)[25]、锦鲤(抗杀鲑

气单胞菌 Aeromonas salmonicida)[26]和大菱鲆(抗迟

缓爱德华氏菌 )[27]. 克氏原螯虾 (Procambarus 

clarkii), 俗称小龙虾, 具有重要的经济价值, 关于

克氏原螯虾疾病的研究较少[28]. 克氏原螯虾因其

适应范围广、易于饲养等特性, 被水产界接纳为模

式生物进行感染和免疫学试验研究[28-32]. 然而, 关

于卵黄抗体对克氏原螯虾保护的报道却罕见, 迄

今仅有周永强等[9]于 2012 年报道的抗鳗利斯顿氏

菌鸡卵黄抗体对克氏原螯虾的保护作用; Lu 等[33]

于 2009年报道的抗WSSV卵黄抗体对克氏原螯虾

的保护作用.  

本文以灭活的迟钝爱德华氏菌纯培养物作为

抗原, 制备抗迟钝爱德华氏菌 IgY, 探讨其抑菌、

吞噬调理活性, 以期为迟钝爱德华氏菌病害的防

治奠定基础.  

1 材料与方法 

1.1 材料 

SPF 海兰白蛋鸡: 购自宁波慈溪益大养殖场; 

迟钝爱德华氏菌由发病甲鱼中分离、纯化、鉴定后超

低温冰箱保存[34]; 克氏原螯虾: 购于宁波大学菜市

场, 体重 10~15 g, 体长约 10 cm, 健壮、附肢完整, 

实验室暂养 1周后, 投入实验; BALB/C小白鼠: 由

宁波大学实验动物中心提供. 辣根过氧化酶标记

羊抗鸡抗体: 购于北京博奥森生物公司; 常用试剂

均为分析纯, 购于宝生物工程有限公司.  

1.2 实验方法 

1.2.1 抗迟钝爱德华氏菌卵黄抗体的制备 

(1)母鸡免疫. 在无菌环境下, 挑爱德华氏菌

单菌落于 LB培养基(pH 7.2)中, 28℃下培养. 取培

养产物离心, 菌沉淀用 PBS 悬浮后, 添加 0.5％福

尔马林溶液, 37℃灭活 24 h, 离心, 用 PBS洗涤菌

体 3 次, 最后菌沉淀用 PBS 悬浮并稀释至 2×109 

CFUꞏmL-1. 灭活的迟钝爱德华氏菌液经皮下多点

注射免疫母鸡, 每次免疫间隔 15 d, 第 3 次免疫

10 d后, 收集鸡蛋.  

(2)卵黄抗体的分离纯化. 用酒精棉球对鸡蛋

表面消毒, 在无菌环境下吸取卵黄, 加入 10 倍体

积的乙酸－乙酸钠缓冲液(pH 5.0), 充分搅拌混匀

后, 静置于 4℃冰箱 10 h (或过夜); 然后参照文献

[35]方法进行两步盐析; 最后用 PBS充分透析.  

1.2.2  IgY纯度检验 

根据文献[35], 用 SDS-PAGE检测抗体纯度.  

1.2.3  IgY浓度测定 

取 30 uL IgY用 PBS稀释 10倍, 用超微量分光

光度计(Nanodrop 3000)测定吸光度, IgY质量浓度

的计算公式为:  

RIgY=(1.45×OD280－0.74×OD260)×D, 

其中: RIgY为 IgY质量浓度, mgꞏmL-1; D为样品的稀

释倍数. 

1.2.4 抗体效价测定 

参照文献[9]方法, 采用改良间接 ELISA 法检

测所制备的 IgY的效价.  

1.2.5 体外抑菌试验 

将 E. tarda原液 100 μL, 经平板菌落计数, 确

定原液浓度后, 进行梯度稀释. 取 2×103 CFUꞏmL-1

菌液, 与抗 E. tarda的卵黄抗体等体积混匀, 1 h后

取混合液涂平板(每板 100 μL), 28℃下培养 24 h, 

菌落计数. 以非免鸡蛋的普通卵黄抗体和 E. tarda

混合液为阴性对照组(表 1), 每组设 3个平行. 相对

抑菌率计算公式为: 

Pb=(1-Np/Nn)×100％, 

其中: Pb为相对抑菌率, ％; Np为阳性组菌落数; Nn
为阴性组菌落数. 

             表 1  体外抑菌实验处理          mL 

组别
抗迟钝爱德

华氏菌 IgY

普通鸡 

蛋 IgY 

2×103 CFUꞏmL-1抗迟 

钝爱德华氏菌悬液 

阳性组 1 － 1 

阴性组 － 1 1 

1.2.6 动物保护试验 

取卵黄抗体以 1:1比例与 2×108 CFUꞏmL-1的爱

德华氏菌液混合作为阳性组注射液. 普通鸡蛋的

卵黄抗体以同样比例与菌液混合作为阴性组注射

液. PBS与菌液混合作为空白组注射液, 结果见表 2.  

              表 2  体内抑菌实验处理          mL 

组别
抗迟钝爱德

华氏菌 IgY

普通鸡

蛋 IgY

2×108 CFU UꞏmL-1迟

钝爱德华氏菌悬液

PBS缓

冲液

阳性组 1 － 1 － 

阴性组 － 1 1 － 

空白组 － － 1 1 
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将实验室暂养 1周的克氏原螯虾随机分成 3组, 

每组 30 尾. 各试验组分别注射上述混合液(每尾

0.2 mL), 观察并记录注射后 1 周内各组虾的死亡

数目, 并计算相对保护率.  

Pp=(1-Dp/Dn)×100％, 

其中: Pp为相对保护率, ％; Dp为阳性组死亡尾数; 

Dn为阴性组死亡尾数.  

1.2.7 吞噬调理试验 

取小鼠血 2 mL加入肝素抗凝剂中, 离心, PBS

清洗后, 用 2 mL 生理盐水悬浮并立即使用. 103 

CFUꞏmL-1 E. tarda菌液、抗 E. tarda IgY、血细胞

悬液三者等体积混合液为实验组; 103 CFUꞏmL-1 E. 

tarda 菌液、非免普通 IgY、血细胞悬液三者等体

积混合液为阴性对照. 150 rꞏmin-1振荡孵育 30 min. 

各取 100 μL混合液, 涂平板, 28℃下培养 24 h, 菌

落计数, 每组设 3个平行. 相对吞噬率 Pd公式为:  

Pd=(Nn-Np)/Nn×100％. 

2 结果 

2.1 卵黄抗体制备纯度和效价 

提取的 IgY 效价为 1:10 240, 质量浓度为 8.8 

mgꞏmL-1, 每个鸡蛋 IgY 含量约为 130 mg. SDS- 

PAGE电泳显示: IgY的重链(66 kD)和轻链(26 kD), 

无明显杂带, IgY纯度较高.  

2.2 体外抑菌率 

图 1 为特异卵黄抗体和非特异卵黄抗体对迟

钝爱德华氏菌抑制效果比较. 从图 1 可知, 培养

24 h 后, 阳性组菌落数量明显少于阴性组, 抗迟钝

爱德华氏菌 IgY较非免普通鸡蛋提取的 IgY能明显

抑制 E. tarda的生长和繁殖, 相对抑菌率为 86.6％.  

 
左为非特异性 IgY; 右为抗迟钝爱德华氏菌特异性 IgY. 

图 1  特异卵黄抗体和非特异卵黄抗体对 

迟钝爱德华氏菌抑制效果比较 

2.3 注射方法对克氏原螯虾的免疫保护效果 

表 3 为采用注射抗迟钝爱德华氏菌卵黄抗体

对克氏原螯虾的免疫保护作用结果. 由表 3 可见, 

只注射爱德华氏菌液的空白对照组和注射普通卵

黄抗体加 E. tarda的阴性对照组的克氏原螯虾在 1

周内全部死亡, 而注射特异性抗 E. tarda的 IgY加

E. tarda 的阳性对照组存活率为 66.7％, 即抗迟钝

爱德华氏菌 IgY保护率为 66.7％.  

表 3  抗迟钝爱德华氏菌卵黄抗体对克氏原螯虾的 

免疫保护作用(注射后 1周) 

组别 数量/尾 死亡数/尾 保护率/% 

阳性组 30 10 66.7 

阴性组 30 30 0 

空白组 30 30 0 

2.4 不同试验组菌落数量和相对吞噬率 

在吞噬调理实验中, 将迟钝爱德华氏菌菌液、

血细胞悬液和抗迟钝爱德华氏菌卵黄抗体等体积

混匀孵育 30 min 后, 相比于菌液加普通非免卵黄

抗体加血细胞悬液而言, 有明显较强的分层和凝

聚现象, 轻轻瞬时离心, 凝聚现象更为明显. 各组

混合液样品在培养24 h后, 阴性组的菌落数量明显

多于阳性组, 如图 2所示. 阳性组的平板菌落计数均

值为 50.0, 阴性组为 247.5, 相对吞噬率为 79.8％.  

 
上为抗迟钝爱德华氏菌 IgY加迟钝爱德华氏菌;  

下为普通鸡蛋提取的 IgY加迟钝爱德华氏菌. 

图 2  吞噬调理结果 
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3 讨论 

鸡蛋蛋黄的主要成分包括: 48％水、17.6％蛋

白质和 30％脂肪, 平均 1 枚鸡蛋可提取 100~150  

mg 左右 IgY[36]. 目前已报道的纯化方法有盐析、

乙醇和聚乙二醇沉淀法、疏水层析法、辛酸沉淀法

(CA 法)等[37-38], 但采用单一方法提取 IgY 往往不

够理想, 综合应用多种方法效果较好. 本实验联用

乙酸―乙酸钠稀释、(NH4)2SO4 盐析、透析法, 每

个鸡蛋可得 130 mg IgY, 效价达 1:10 240的卵黄抗

体. 该方法操作简单、成本低廉, 适合 IgY 的大量

纯化.  

本实验以V菌液 :V卵黄抗体=1:1, 即菌浓度为103 

CFUꞏmL-1, 卵黄抗体终质量浓度为4.4 mgꞏmL-1进

行体外抑菌实验. 实验结果表明, 制备的迟钝爱德

华氏菌IgY相对抑菌率为86.6％, 抑菌效果明显.  

在体内高剂量(每尾0.2×108 CFU)迟钝爱德华

氏菌攻毒试验中, 空白对照组和阴性对照组的克

氏原螯虾1周内全部死亡, 而同期添加了迟钝爱德

华氏菌IgY(每千克88 mg IgY)的阳性组存活率为

66.7％, 即制备的抗迟钝爱德华氏菌IgY的相对保

护率为66.7％. 此前, 关于抗菌IgY对克氏原螯虾

保护性研究报道中[9], 抗鳗利斯顿氏菌鸡卵黄抗体

对克氏原螯虾的保护率为33.3％. 本研究制备的卵

黄抗体对克氏原螯虾的保护率为66.7％, 明显高于

前者. 而前者的抗体效价为1:20 480, 高于本研究

的1:10 240. 究其原因可能和菌种及抗原制备过程

中菌的培养方式等有关, 具体机制有待进一步研

究. 李媛[27]以口服灌胃方式治疗被攻毒的大菱鲆

(每千克鲆200 mg IgY), 其相对保护率为69％. 李

肖梁等[18]将制备的抗嗜水气单胞菌IgY添加进饲

料投喂甲鱼, 治愈率约83.3％. 王斌等[39]研究发现, 

经口服和腹腔注射IgY给大菱鲆进行免疫, 口服治

愈率达83.3％, 但注射治愈率为0％, 认为可能是

注射IgY的方式使机体产生了较强烈的应激, 故导

致保护失效. 本研究采取注射法免疫, 虽然较文献

[18-19]口服效果略低, 但远好于文献[19]的注射 

法. 其原因可能是: (1)本研究制备的IgY纯度高, 

减少了杂质对机体造成的应激反应; (2)文献[19]的

注射剂量偏低(每尾只有0.019 mg IgY).  

血细胞在甲壳动物免疫防御中发挥着重要的

作用. 当受到病原侵袭时, 血细胞首先参与免疫应

答进行吞噬或被诱导脱颗粒[40]. 在吞噬调理试验

中, 由菌液添加了特异抗E. tarda IgY和血细胞的

阳性组培养获得的菌落数远低于菌液添加非免普

通鸡蛋的IgY和血细胞的对照组, 相对吞噬率为

79.8％, 表明IgY能够促进吞噬细胞对菌的吞噬和

杀灭. 文献[41-42]认为IgY治疗细菌感染的主要机

理之一是通过对细菌的黏附和沉淀作用. 李媛[27]

猜测IgY的吞噬调理作用可能是因为在特异性IgY

的作用下, 细菌相互凝集, 特异性IgY与菌体形成

复合物后方便细胞吞噬. 本研究的吞噬调理试验

中阳性组有明显较强的分层和凝聚现象, 表明抗

爱德华氏菌IgY对血细胞及细菌确实有促进黏附、

凝集的作用. 爱德华氏菌是水体中常见的条件致

病菌, 当养殖环境恶化, 甲壳类养殖动物免疫机能

下降时, 就有可能导致疾病的暴发. 饲喂或注射特

异性IgY或高免鸡蛋, 可以提高养殖对象对病菌的

免疫杀伤力, 预防或治疗疾病的爆发.  
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Preparation of IgY and its antibacterial, phagocytize opsonize effects  
against Edwardsiella tarda 

GU Ye-hua, LI Deng-feng*, ZHOU Yong-qiang 
( Applied Marine Biotechnology Key Laboratory of the Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: Edwardsiella tarda is responsible for causing bacterial disease in variety of animals (reptiles, 
amphibians, and fishes, including catfish, turbot and eels). To prepare specific egg yolk antibody (IgY) against it, 
laying hens were immunized with purified and inactivated E. tarda for three times. IgY were separated and 
purified from the yolk of the eggs collected one month after injection by acetic acid buffer dilution, salting-out 
with ammonium sulfate, and dialysis with PBS. Titer of the IgY were detected by indirect enzyme-linked 
immunosorbent assay. The concentration and the purity of the IgY were detected by OD value and SDS-PAGE. 
Results show that concentration of purified IgY is 8.8 mg·mL-1, the mean production from each egg is 130 mg 
and the titer is 1:10 240. Phagocytize opsonize effects, bacteriostasis in vivo & in vitro of the prepared IgY were 
measured. Rate of bacteriostasis in vitro experiment is 86.6％; The IgY can rise the phagocytize opsonize effect 
rate to 79.8％; IgY can protect artificially infected crayfish Procambarus clarkia and reduce mortality rate from 
100％ to 66.7％. 
Key words: Edwardsiella tarda; IgY; preparation; bacteriostatic activity; phagocytize opsonize 
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