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中  文  摘  要 

比較 93年的研究成果，本年度藉由飯匙倩蛇毒免疫時程之改變及純化

步驟之修正，結果顯示 20mg/ml抗飯匙倩蛇毒抗體平均效價為 170U，較去

年 40mg/ml抗體平均效價 250U為佳，且收蛋的截止日可由第 21週延至第

32 週。另外單獨免疫雨傘節蛇毒，純化抗體之效價於第 8 週到第 32 週間

都可維持在 600U 以上；飯匙倩與雨傘節匙毒混合免疫所純化之抗體，對

雨傘節蛇毒的抗體效價於第 10週至第 32週時皆可達 60U以上，其中對飯

匙倩蛇毒的效價於第 12-16 週時可達到 240U 以上，第 18 週達到最高

440U，較單獨免疫飯匙倩蛇毒的效價（第 12-16週時為 120U，第 18週為

220U）為高。以 ELISA檢驗系統來檢測血清中 IgY抗體效價，發現整個檢

驗系統的專一性及靈敏度皆增高，且與動物抗體中和效價測定法相比較，

兩者結果相符合，所以確定 ELISA檢測系統可做為快速篩選抗體機制及收

蛋時程的一項重要指標，並可當作動物中和抗體測定法的輔助工具。將個

別免疫飯匙倩和雨傘節蛇毒所得 IgY抗體混合之後，抗飯匙倩蛇毒的效果

較兩種蛇毒同時免疫之多價抗體差，但抗雨傘節蛇毒卻較佳。綜合以上的

結論，若改以鴨蛋生產抗飯匙倩蛇毒初步可節省約 15﹪的經費，抗雨傘節

蛇毒更可節省約 75﹪的經費。 

 

 

關鍵字：IgY 抗體、硫酸銨沉澱法、酵素連結免疫試驗法、動物中和測定

法、田中單位 
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英  文  摘  要 

In comparison with the previous study, the average neutralization titer 

(170U for 20mg/ml) of cobra IgY antibody in this year was higher than that 

(250U for 40mg/ml) of last year and the period of collecting egg can be 

extended 11 more weeks by modifying immunization dosage、schedule and 

purification procedures. The neutralization titer for purified IgY antibody from 

krait venom immunization alone was maintained above 600U from week 8 to 

week 32; whereas for cobra and krait mixed venom immunization, the 

neutralization titer can reach above 60U from week 10 to week 32. The titer for 

purified antivenin from cobra antivenom immunization was able to reach above 

240U from week 12 to 16, and to 360U from week 18 to 20. The purified IgY 

antibody titer for cobra and krait mixed venom immunization was higher than 

the titer for cobra venom immunization only (120U for week 12 to 16 and 200U 

for week 18 to 20). 

Because the specificity and sensitivity of ELISA assay increased, the results 

showed that the neutralization titer profile between the animal neutralization test 

and the ELISA assay respectively will be parallel. Therefore, we can conclude 

that ELISA assay can be used for quick IgY antibody selection and be a 

supporting tool for the neutralization test from the animal study. 

The titer of the pooled IgY antibody from cobra and krait mixed venom 

immunization against cobra venom is lower than the bivalent antivenin from 

cobra and krait mixed venom immunization, but higher against krait venom.  

The use of duck egg for cobra and krait IgY antibody production can save 

up to 15% and 75% of the budget respectively. 

 

Keyword：IgY antibody, Ammonium sulfate precipitation, ELISA, 

Neutralization test, Tanaka Unit, 
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前  言 

毒蛇咬傷屬於急症，最有效的治療方式是注射正確的抗蛇毒血清。目

前世界各國抗蛇毒血清之製造多以減毒性蛇毒免疫馬匹，經採血分離出血

清，純化精製得之。由於蛇毒具有地域性，以致不同地區之蛇毒有不同的

抗原性(antigenic variation)，故抗蛇毒抗體往往由當地自行生產。目前本局

將各種減毒過的蛇毒免疫馬匹後，經採血及硫酸銨鹽沈澱精製等步驟，已

生產四種抗蛇毒血清產品，分別為：(1)出血性抗蛇毒血清，可抗龜殼花及

赤尾青竹絲，(2)神經性抗蛇毒血清，可抗雨傘節及飯匙倩，(3)抗百步蛇毒

血清，(4)抗鎖鍊蛇蛇毒血清，其中抗鎖鍊蛇蛇毒血清產品正進行臨床試驗

中，總共累計 39個病例，治癒率為 100﹪。 

在急救過程中，一旦馬血清蛋白(horse serum proteins)進入人體，常使

傷者引發三種副作用，即(1)抗補體反應：馬免疫球蛋白之 Fc region結合人

體之補體受體所引發的發炎反應；(2)血清病：大量的抗蛇毒血清蛋白誘發

人體產生相對應抗體並形成複合物，而造成發炎、血管炎(vasculitis)、關節

炎(arthritis)及腎炎(nephritis)等症狀；(3)過敏性休克：大量外來抗原引發人

體 IgE活化，造成呼吸衰竭等嚴重副作用(1,19)。另外，目前本局生產抗蛇毒

血清之馬匹需由國外進口，單價較高，且需要寬闊場地進行飼養管理等工

作，每年有關動物飼養相關費用約需新台幣 800 萬元，而製造一劑抗蛇毒

血清之成本高達新台幣 5700元，且利用馬匹生產相關血清製劑過程需定期

抽血，屬於侵入性的性質，在操作過程中對人員潛藏有極大的危險性，且

實驗動物保育問題也日益受重視，因此開發符合經濟性、兼具安全性與有

效性之抗蛇毒抗體確有其必要性。 

禽類屬於較低等之脊椎動物，以鴨為例，在免疫抗原後，母鴨除了血

清含有抗體，這些抗體也會傳送到鴨蛋的蛋黃部份，稱之為蛋黃免疫球蛋
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白 (yolk immunoglobulins，IgY)，若連續施打抗原，相對應之抗體更會高

度集中於蛋黃中(20,21)。就製程而言，IgY經由蛋黃中分離出，是一種不需經

由採血即可得到的抗體，與抗蛇毒馬血清抗體相較，具有以下的優點： 

一、 安全性：鴨蛋之 IgY在結構上與哺乳類 IgG相類似，並可分為兩種形

式：IgY與 IgY(△Fc) (11)。前者之分子量大約 180KDa，後

者約為 120KDa，兩者之不同在於後者在抗體分子之結構上

仍包含二個重鏈(heavy chain)與二個輕鏈(light chain)部分，

由於 mRNA選擇性切割(alternative splicing)之緣故，所表現

出之免疫球蛋白較一般抗體分子在重鏈部分缺少約 60KDa

之 Fc 片段（IgY(△Fc)），也因此不易誘發上述之補體反應。 

二、 專一性：  

（一） 與哺乳類的 IgG 抗體有較少的交叉反應作用：哺乳類產生之

抗體常使用於酵素免疫反應試驗法中，但在檢測反應中之試

劑常與檢體發生內在性之干擾(10,21)。鴨子 IgY 抗體對於哺乳

類之 IgG 血緣關係較遠，故交叉性反應低，因此當利用於免

疫反應試驗中時，可降低一些不必要之干擾反應發生，進而

提昇準確度。 

（二） IgY與人類的種別差異性大：人類使用 IgY抗體進行治療時，

因與禽類的種別差異性大，所以 IgY 抗體會針對所需治療的

抗原進行反應，較不易有其他物質的干擾。 

（三） IgY 在檢測系統中對干擾較少：鴨子 IgY 抗體不會與補體系

統、類風濕因子和蛋白質 A 反應，所以更可去除發生偽陽性

的機率(6,7)。所以在建立靈敏、準確及檢測範圍寬廣的檢驗系

統，一方面可提供產程最適化條件篩選的工具，另一方面亦
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是提供準確免疫劑量評估之重要工具之一，如能達到上述要

求，將可達成減少成本的目的。 

三、易生產：禽類產蛋率高，且可經由蛋黃中輕易分離出，據統計一隻雞

每個月可生產的 IgY約為兔子的 10-20倍。 

四、較人道：因 IgY 是由蛋黃取得，不是由抽血等侵入性步驟取得，而且

European Center for the Validation of Alternative Method也建議

使用蛋黃抗體取代哺乳類抗體。 

五、低成本：鴨隻購買與飼養成本較低，且收取鴨蛋比採血的人力需求

也較低。 

六、安定性高：IgY以液態形式儲存於 4℃中，其安定性可達十年。 

由目前 IgY抗體相關的運用研究的文獻得知，被動免疫之實驗動物所

分離出之 IgY可對抗 rotavirus(9) 、Enterotoxigenic E. coli (8)、Helicobacter 

pylori (14,16,17 )、Dental caries (10)、Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis 

and Staphyloccocus aureus(20)、Streptococcus mutans(3)的感染，Motoi（2005）

等人以狂犬病毒的重組蛋白免疫母雞，將得到的 IgY抗體與狂犬病毒對

BALB/c小鼠進行中和效價試驗，結果發現 80IU/kg劑量的抗體對 75﹪的小

鼠有保護效價，130IU/kg劑量的抗體則對所有的小鼠皆有保護效價(12)，此

外，IgY抗體亦可中和有毒動物之毒素，如 Thalley (1990)等人以響尾蛇蛇

毒及黃蠍毒液免疫母雞，動物實驗結果得知 IgY抗體具有良好的中和效價 

(18)，Devi（2002）等人以 0.6mg的鎖鏈蛇蛇毒免疫母雞，於第 12-90天間每

顆蛋可純化出約 75-100mg的 IgY抗體，且具有高度專一性與免疫活性(4,5)，

Almeida(1998)等人以巴西的金矛頭蝮蛇毒和響尾蛇毒免疫來亨雞後，發現

純化出的 IgY抗體可以遮蔽住的 phospholipase A2以阻止出血，且 1ml的抗

體分別可中和 0.0675mg的金矛頭蝮蛇毒及 0.075mg的響尾蛇毒(2)。另有非
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正式文獻指出，以響尾蛇蛇毒及青竹絲蛇毒免疫母雞，所純化出之 IgY抗

體的中和毒素效價比馬血清好 6.3倍及 2倍。目前澳洲的 Antiven公司正在

進行 Pseudonaja nuchalis、Pseudonaja affinis、Pseudonaja inframacula三種

蛇毒 IgY抗體的測試，並已於 2004年中申請核准動物用抗東部擬眼鏡蛇 IgY

抗體產品上市。 

依據本中心 93年自行研究計畫評估，國內一年約需 5000~6000劑抗飯

匙倩抗血清，以抗蛇毒馬血清抗體之蛋白質濃度為80 mg/ml（一劑為1200u）

計算，一年需 60L馬血清(約為 3匹馬之產量)，IgY抗體一劑需 20 mg/ml ÷ 

180u/ml ×  1200u ＝140mg，而一隻鴨子一年最少可提供  (200eggs × 

60mg/egg × 20﹪為專一性抗體 ) ÷ 140mg＝17 劑，故最少只需飼養 350

隻鴨子，從飼養成本來比較，鴨 IgY抗體較傳統馬血清的成本低。 
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材  料  與  方  法 

一、蛇毒毒力測定： 

以 0.9﹪NaCl 溶液溶解凍結乾燥之蛇毒，再稀釋至適當濃度後，

以二倍濃度連續序列稀釋。以體重 12-14克之 3隻 ICR小白鼠進行皮

下注射，每隻小鼠注射劑量為 0.2 ml，注射後觀察 48小時，並紀錄動

物死亡數目，計算蛇毒對小白鼠之最低致死劑量 (minimum lethal 

dose；MLD )。 

二、蛇毒抗原之製備： 

於免疫前一天以 0.1M pH6.8之 PBS將飯匙倩蛇毒或雨傘節蛇毒

配製成 1﹪溶液，慢慢滴入 2.5﹪戊乙醛 ( glutaraldehyde；GA )，使蛇

毒含有 GA 之最終濃度為 0.25﹪，充分混合 1 小時後，使其呈現乳白

色膠狀即可，並置於 4℃中過夜。 

三、實驗鴨： 

由畜產試驗所宜蘭分所，改良繁殖之二品種改鴨(俗稱大改鴨) ，

鴨隻出生後第 150天開始產蛋，可連續產蛋 6~8個月，一隻鴨在一年

內約產 250-280顆鴨蛋。在進行免疫前，先收集 IgY抗體及採血 2 ml

做為實驗對照組。 

四、動物免疫方式： 

第一次免疫以與蛇毒同體積之 Freund’s complete adjuvant當作佐

劑，經混合均勻後，以肌肉注射方式免疫，第二次以後之免疫以與蛇

毒同體積之 Freund’s incomplete adjuvant當作佐劑，混合均勻後，以皮

下注射方式免疫。 

五、建立抗飯匙倩 IgY抗體鴨子免疫模式： 

使用無毒化之飯匙倩蛇毒，每兩週免疫一次鴨子，共進行四次基
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礎免疫，之後每隔兩週進行一次補強免疫，共免疫三隻鴨子，於免疫

隔週採蛋，每隔四週取血清以 ELISA測定抗體效價，並根據 ELISA結

果，取較大量的 IgY抗體進行動物中和試驗，檢測效價。於第 28週時

停止免疫 A-sv3，但仍繼續純化 IgY 抗體與採血，用以檢測停止免疫

後，抗體效價之持續性。免疫時程及劑量如下表(鴨隻編號為 A-sv1、

A-sv2、A-sv3)： 

週數 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

蛇毒(mg) 2 4 6 8 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

IgY純化（20mg/ml） ̌  ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ

血清收集 ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ ˇ

 

六、建立抗雨傘節 IgY抗體鴨子免疫模式： 

使用無毒化之雨傘節蛇毒，每兩週免疫一次鴨子，共進行四次基

礎免疫，之後每隔兩週進行一次補強免疫，分為高劑量蛇毒免疫與低

劑量蛇毒免疫（免疫時程及劑量如下表），每個計畫兩隻鴨子，於免疫

隔週採蛋，每隔四週取血清以 ELISA測定抗體效價，並根據 ELISA結

果，取較大量的 IgY抗體進行動物中和試驗，檢測效價。 

 

    （一）低劑量蛇毒免疫(鴨隻編號為 B-1sv6、B-1sv7)： 

週數 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

蛇毒(mg) 0.2 0.4 0.6 0.8 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

IgY純化（20mg/ml） ̌  ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ

血清收集 ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ ˇ

         

 

 10



 

（二）高劑量蛇毒免疫(鴨隻編號為 B-2sv8、B-2sv9)： 

週數 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

蛇毒(mg) 0.4 0.8 1.2 1.6 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 — —

IgY純化（20mg/ml） ̌  ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ ˇ

血清收集 ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ   

 

七、建立抗飯匙倩與雨傘節多價 IgY抗體鴨子免疫模式： 

先使用無毒化之飯匙倩蛇毒，每兩週基礎免疫鴨子一次，並於第

四次基礎免疫時，同時以無毒化之雨傘節蛇毒免疫，之後每隔兩週同

時以兩種蛇毒進行一次補強免疫，免疫兩隻鴨子，於免疫隔週採蛋，

每隔四週所取之血清以 ELISA測定抗體效價，並根據 ELISA結果，取

較大量的 IgY抗體進行動物中和試驗，檢測效價。免疫模式如下表(鴨

隻編號為 C-sv4、C-sv5)： 

週數 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

飯匙倩蛇毒(mg) 2 4 6 8 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 —

雨傘節蛇毒(mg) — — — 0.2 0.4 0.6 0.8 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2—

IgY純化（20mg/ml） ̌  ˇ ˇˇˇˇˇˇˇˇˇˇˇ ˇ ˇ ˇ ˇ  

血清收集 ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇ  ˇˇ

註一：三個免疫計畫採蛋時間皆為補強免疫一週後至下一次補強免疫當天，共取 7

天的蛋混在一起，進行抗體純化，取 IgY 20 mg/ml進行動物中和試驗，以

檢測抗體效價。 

註二：三個免疫計畫採血時間為補強免疫當天，以 ELISA檢測血清抗體效價。 

 

八、鴨蛋收取時程： 
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使用蛋白蛋黃分離器將蛋黃分離出來。一顆鴨蛋重約 60-70 g，蛋

黃體積約 15~ 20 ml。平均每顆蛋分離出 IgY與 IgY∆Fc總量比，免疫

前：IgY：IgY∆Fc=1：1，免疫後: IgY：IgY∆Fc=1：3。而樣品為 IgY

時內含有的 IgY∆Fc 約為 40％，而樣品為 IgY∆Fc 時內含有的 IgY∆Fc

約為 95％以上。 

九、尋找多價 IgY抗體純化最適條件： 

近年來以 polyethylene glycol (PEG) (8)及沉澱法水稀釋法(water 

dilution method；WD ) (9,10)萃取 IgY的成本最低、回收率最佳。依據本

中心 92 年及 93 年自行研究計畫之純化成果，持續使用硫酸銨沈澱法

進行多價 IgY抗體純化，方法如下： 

蛋黃及蛋白分離 蛋黃水解 抗體吸附 抗體溶出 鹽析

透析 測定 濃縮。 

十、IgY抗體蛋白質濃度調整與測定： 

        將經硫酸銨沈澱法純化之IgY抗體以Amicon Ultra-15 Centrifugal 

Filter Devices進行抗體濃縮，再以Bradford reagent 測試抗體蛋白質濃

度：先用二次蒸餾水將2 mg/ ml 之 Bovine Serum Albumin（BSA）標準

液進行序列稀釋，取測試樣品及標準液各50 µl，置入96孔微量盤中，至

少3重複。分別加入 Bradford reagent 150 µl，震盪30秒。以ELISA吸光

儀（Molecular Device , SPECTRA MAX 340pc）讀取波長595 nm吸光

值，以得到蛋白質濃度。 

十一、建立抗體產程檢驗系統： 

使用 ELISA檢測方法測定鴨隻血液中之抗體效價。以蛇毒蛋白為

黏覆之抗原。首先於 96孔微量滴定盤上，黏覆經黏覆緩衝液適當稀釋

之純化蛇毒蛋白，4oC隔夜反應。實驗前使用 ELISA清洗儀，以 0.05% 
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Tween20 / PBS (PBST20)清除未黏覆之抗體 3次，然後以 1% BSA/PBS 

進行 Block，37oC 反應半小時，清洗 3 次後，加入以 PBST20 適當稀

釋之待測或對照組抗蛇毒抗體 IgY 樣品，放置於 37oC 保溫箱中二小

時。清洗 3 次，再加入兔子抗鴨二次抗體馬山葵過氧化酵素複合體

(Rabbit anti-duck IgG HRP)於 37oC保溫箱中反應一小時，清洗 3次。

最後，在每孔中加入 100ml OPD(o－phenylenediamine dishydrochloride)

酵素受質體，放置於室溫暗處，呈色反應 25 分鐘，以 ELISA 吸光儀

讀取波長 450nm及 650nm吸收值。 

十二、測定 IgY中和蛇毒之效價： 

將 IgY（20 mg/ml）分別與不同濃度的蛇毒液混和均勻後，置於

37℃溫箱內反應，靜置作用 1小時，再以皮下注射體重 12-14克之 ICR

小鼠，觀察 48小時，並紀錄動物死亡數目，計算抗體效價。公式為：

效價(MLD/ml)(田中單位)(U)＝4 MLD/0.2 ml x IgY稀釋倍數。 

十三、檢測被免疫鴨抗體效價之持續性： 

分別以動物中和試驗及 ELISA檢測法追蹤經基礎免疫後，鴨蛋及

血液中抗體效價可維持的天數及後續追加免疫(booster)之結果。 

十四、個別免疫蛇毒之 IgY抗體混合後與多價抗體的中和效價比較： 

分別將以飯匙倩和雨傘節蛇毒免疫鴨子所得 IgY抗體混合後，與

混合飯匙倩和雨傘節蛇毒同時免疫同一隻鴨子所得之多價抗體做比

較。 
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結  果 

一、蛇毒毒力測定： 

使用 ICR小鼠做蛇毒毒力測定，1MLD的飯匙倩蛇毒劑量為 0.075 

mg/ml，雨傘節蛇毒為 0.015 mg/ml。 

二、IgY之萃取與純化： 

去年計畫中利用硫酸銨沉澱法純化抗蛇毒 IgY 抗體，純度已可達

90﹪以上，並且未來大量製造時，考量成本與步驟簡便性，所以今年

實驗仍只使用硫酸銨沉澱法。 

免疫計畫 A抗飯匙倩結果顯示第一次免疫後所得之 IgY抗體蛋白

質濃度皆略微下降，持續進行免疫，蛋白質濃度有上升的趨勢，第 10

週所得到之蛋白質濃度達最高，再緩慢降低，第 14週為最低，然後每

隔 4至 6週，濃度呈現高低起伏的趨勢；第 28週停止免疫 Asv3鴨隻

後，所純化出的抗體蛋白濃度較持續免疫的鴨隻低（圖一）。有關免疫

後每顆蛋萃取之 IgY抗體總含量，初步估算免疫計畫 A抗飯匙倩 IgY

約為 50 mg/egg。 

免疫計畫 B抗雨傘節結果顯示同樣於第一次免疫後所得之 IgY抗

體蛋白質濃度較微下降，持續進行免疫，蛋白質濃度有上升的趨勢，

第 6 週基礎免疫結束後所得到之蛋白質濃度達最高，再緩慢降低，高

劑量蛇毒（B-2-sv8及 B-2-sv9）的蛋白質濃度較低劑量蛇毒（B-1-sv6

及 B-1-sv7）穩定，沒有太大的變動；第 26 週停止免疫高劑量蛇毒鴨

隻後，其所純化出的抗體蛋白濃度較持續免疫的鴨隻低（圖二）。有關

免疫後每顆蛋萃取之 IgY抗體總含量，初步估算免疫計畫 B抗雨傘節

IgY為 70-80 mg/egg（高劑量與低劑量免疫的結果相同）。 
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免疫計畫 C 抗飯匙倩與雨傘節結果顯示在飯匙倩蛇毒最後一次基

礎免疫時（第 6 週）同時免疫雨傘節蛇毒後，所得到之抗體濃度仍持

續增加，至第 12週後才降低，14週達最低，然後與免疫計畫 A一樣，

每隔 4至 6週，濃度呈現高低起伏的趨勢（圖三）。有關免疫後每顆蛋

萃取之 IgY抗體總含量，初步估算免疫計畫 C抗飯匙倩與雨傘節則為

60-70 mg/egg。 

三、免疫計畫之確認： 

（一） 動物中和效價測定法：  

1、抗飯匙倩 IgY抗體效價（20mg/ml）： 

        經基礎免疫後，抗飯匙倩 IgY抗體已達 80U的保護效價，持續

進行追加免疫，抗體效價會繼續維持，平均效價 Asv1 為 180U ，

Asv2 則為 160U，Asv3 於第 26 週停止免疫後，抗體效價雖會持續

下降，但至實驗結束的第 34週時平均效價仍有 130U（圖四）。 

2、抗雨傘節 IgY抗體效價（20mg/ml）： 

免疫高劑量蛇毒或低劑量蛇毒之得之抗雨傘節 IgY 抗體效價，

並無顯著的差別，兩者皆於第 6 週時都可達到 400U 以上的效價，

且至實驗結束的 32 週時，都可維持 600U 以上的效價。雖然第 26

週停止免疫高劑量蛇毒後，28 週的抗體效價略微降低，但 30 週卻

又再上升（表一）。 

3、抗飯匙倩及雨傘節 IgY抗體效價（20mg/ml）： 

飯匙倩抗體效價於第 6週時已達 60U，然後持續上升，於第 12-16

週時可達到 240U以上，第 18週 440U達最高，較單獨免疫飯匙倩

蛇毒的免疫計畫 A效價（第 12-16週時為 120U，第 18週為 220U）

為高。第 6週同時免疫兩種蛇毒後，對雨傘節抗體效價亦隨之升高，
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第 14∼16週達最高（120U），且第 10週至第 32週時皆可達 60U以

上（圖五）。 

四、以 ELISA檢測法建立抗體產程檢驗： 

以 ELISA測定法檢測免疫鴨隻血液中抗蛇毒 IgY抗體效價，三個

免疫計畫（圖六）血液中的抗體效價皆在免疫進行免疫後，持續升高，

於第 16週達最高，然後雖略有降低，除免疫計畫 C抗雨傘節蛇毒的效

價持續降低外，其餘兩個免疫計畫效價仍很穩定的，沒有明顯的變化。 

五、個別免疫蛇毒之 IgY抗體混合後與多價抗體的中和效價比較： 

分別將第 16、18、20週 Asv1與 B-1sv6的 IgY抗體混和後（濃度

仍為 20mg/ml），進行抗飯匙倩與雨傘節蛇毒動物中和測定，並與 Csv4

的抗蛇毒 IgY 多價抗體效價比較，結果（表二）發現前者抗飯匙倩蛇

毒的效果雖較後者差，但抗雨傘節蛇毒卻較後者佳。 

六、成本效益評估 

（一）IgY抗體分析：以免疫低劑量雨傘節蛇毒6-32週，20 mg/ml達400U計

算，目前馬蛇毒血清每年需求量為6000劑，每瓶需有

1200U。 

1、採蛋：約可收蛋180顆。 

2、純化：1顆蛋純化後約有70mg，其中約20﹪（即15mg）為專一性抗

體，IgY抗體一劑需20 mg/ml ÷ 400u/ml × 1200u ＝60mg，

需60mg ÷ 15mg＝4顆蛋。 

3、需求：6000瓶抗血清，需24000顆蛋 (6000瓶 x 4顆蛋) 

4、飼養鴨：140隻鴨 (24000顆蛋/180顆蛋) 

5、蛇毒用量：672mg (以基礎免疫0.2mg、0.4mg、0.6mg、0.8mg，每

隔2週補強免疫0.2mg至第32週，共需4.8mg x 140隻鴨) 
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（二）鴨飼養成本(以140隻估計) 

1、動物一年價錢：3000元(20元/隻 x 140隻=3000元/年)。 

2、一年飼料：16萬。 

3、一年人工水電：24萬。 

4、動物免疫人力需求：本局人力。 

5、採血或蛋：代養人員代工。 

6、抗雨傘節蛇毒抗體共計：40.3萬。 
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討  論 

利用馬匹製造抗蛇毒血清產品，其抗體效價標準需達到 60田中單位(U)

以上，所以鴨子免疫計畫中篩選抗體效價的高低，也是以此為標準。經純

化之 IgY 抗體隨著免疫次數的增加，蛋白質濃度會持續升高，雖然在基礎

免疫後便開始下降，但抗體效價卻持續升高，顯示經持續免疫抗原後，鴨

子體內單位抗體蛋白質中的專一性 IgY 抗體量增加，故蛋白質濃度雖然下

降但仍可維持較高的中和效價。 

本年度飯匙倩蛇毒的基礎免疫劑量與時程為每隔兩週免疫 2mg、4mg、

6mg、8mg，抗體效價約從第 6週開始到達 60U以上，與去年結果類似（隔

兩週免疫 2mg、4mg、6mg、8mg、10mg），追加免疫則是每隔兩週 2mg的

劑量進行免疫（去年為 10mg隔四週追加免疫兩次，每隔四週以 5mg免疫），

所以本年度相對的蛇毒用量可節省約 43﹪，且抗體效價圖譜與去年比較呈

現較穩定的升高且持續更久，推測原因可能為免疫蛇毒劑量是以等差基數

方式循序漸進升高，使鴨隻體內抗體濃度達到穩定狀態，每隔兩週只要進

行低劑量的追加免疫，就能使免疫系統馬上引起較高的免疫反應，使鴨隻

體內的抗體濃度保持持續穩定的狀態。在免疫第 28 週至 34 週，雖然進行

持續補強免疫，抗體效價沒有顯著上升，甚至有略微下降的狀況，推測可

能原因如下：一、免疫耐受性產生：因重複大量的抗原刺激，造成細胞凋

亡(apoptosis)；二、免疫抗原被體內抗體中和；三、免疫的鴨隻衰老。另在

第 28 週時停止免疫 Asv3 鴨隻後，其抗體效價有顯著的下降，顯示鳥禽類

與哺乳類不同，在經過固定且長期的免疫後，其免疫系統對免疫抗原雖具

有記憶性，一但停止免疫後，其抗體濃度及效價也隨之快速降低。 

免疫計畫 B 中雨傘節蛇毒不管免疫高劑量與低劑量所產抗體效價皆沒

顯著的差別，在高劑量實驗計畫中一但停止免疫蛇毒後，抗體效價仍可維
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持一段時間，與飯匙倩略不同。以上結果和馬匹免疫的情形相符合，另利

用低劑量（和飯匙倩比較只要十分之一的量）即可產生高抗體效價，其可

能原因為雨傘節蛇毒所含的抗原成分與禽類或哺乳類的抗原結合位親和力

較高，進而快速攝入（uptake），所以很容易便能引起免疫反應，而產生較

高效價的抗體，並穩定的維持一段時間。綜合以上，雨傘節只要免疫低劑

量蛇毒，即隔兩週基礎免疫 0.2mg、0.4mg、0.6mg、0.8mg，每隔兩週以 0.2mg

進行追加免疫，即可達到量產所需的標準與目標，或許明年計畫可延長追

加免疫的間隔時程，一面可節省蛇毒需求量，另依方面可節省人力。 

免疫計畫C為參考馬匹蛇毒免疫的時程及劑量後所設計的，因飯匙倩與

雨傘節皆為神經性蛇毒，抗原構造相類似，彼此間會對細胞上的抗原結合

位（epitope）產生競爭性，而雨傘節蛇毒的抗原競爭力遠強於飯匙倩蛇毒，

故需先免疫飯匙倩蛇毒，使免疫系統對飯匙倩蛇毒產生記憶性後，再免疫

雨傘節蛇毒，而馬匹在免疫一段時間後會有抗雨傘節蛇毒的效價升高，抗

飯匙倩蛇毒的效價卻降低的情形發生，尤其是最終該產品原料常常發現馬

血清中雨傘節的抗體效價高於飯匙倩3∼4倍以上。在免疫計畫C中也發現， 

在第28週至32週抗雨傘節蛇毒的IgY抗體效價升高，但抗飯匙倩蛇毒效價逐

漸降低的現象，可能原因為飯匙倩蛇毒先佔據抗原結合位，雖然雨傘節蛇

毒的抗原競爭力遠強於飯匙倩蛇毒，但低劑量雨傘節蛇毒必須持續累積的

至某個劑量後，才會取代原先與決定位結合的飯匙倩蛇毒，而使得雨傘節

抗體效價升高，飯匙倩抗體效價降低的現象。 

由於馬匹抗蛇毒血清中兩種抗體效價差距甚大，所以在抗蛇毒血清產

品分裝時往往為了使飯匙倩的抗體效價達到標準，而造成高效價雨傘節抗

體的浪費。我們考慮如何將得來不易之抗體做最有效的應用分配，所以有

分別製造飯匙倩和雨傘節兩種抗蛇毒IgY抗體的想法，然後將兩種IgY抗體
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混合（Asv1＋B-1sv6），目前結果顯示混合前後抗體效價並無相互影響的現

象。由於兩種蛇毒抗原構造相似，產生之抗體是否容易導致彼此互相競爭

作用，進而影響兩種抗體效價，所以明年我們將會測試兩種抗體混合後之

安定性，以確定混合抗體效價的效期。 

免疫計畫C抗飯匙倩的抗體效價（平均300U）較單獨免疫飯匙倩蛇毒的

免疫計畫A高（平均170U），但抗雨傘節蛇毒抗體效價（平均80U）卻較單

獨免疫雨傘節蛇毒的免疫計畫B低（平均600U），可能少量雨傘節蛇毒可加

乘飯匙倩蛇毒抗體的效果，所以明年可在單獨製造飯匙倩抗體的時候，可

在免疫鴨子的同時追加低劑量之雨傘節蛇毒，或許這樣可增加產率降低成

本。另外飯匙倩蛇毒反而會降低雨傘節蛇毒的作用，或許是雨傘節蛇毒劑

量太低，整個免疫抗體起始作用被飯匙倩蛇毒壓抑，其詳細原因須待進一

步探討。 

在建立產程檢驗系統方面，使用ELISA測定血清中抗體效價的目的是希

望以該方法當作篩選工具，可快速得知抗體效價上升趨勢，並作為收集鴨

蛋的依據。Kowalczyk（1985）等人證實位於卵細胞的IgY受體會結合所有

的IgY抗體，然後從母雞的血液中運送至雞蛋中(13)，Lobbedey and Schlatterer

（2003）使用ELISA檢測法發現鴨蛋蛋黃中具有專一性IgY抗體的存在，且

在後代的血液中亦可被發現(15)，上述報告證實血清中具有一定濃度的IgY抗

體存在。經改良先前建立之ELISA檢測法後，顯示整個檢驗系統的專一性及

靈敏度皆增高，與動物中和測定法相較後，發現兩者抗體效價圖譜結果相

符合；而免疫計畫A與C的抗飯匙倩蛇毒之高峰期（第16週）較動物中和測

定法的高峰期（第18週）提早，可能是因為抗體是經由血液運送至卵黃中，

所以血液中的抗體會比卵黃還要早被檢測到，由此更能確定ELISA檢測系統

可為快速篩選抗體機制時使用，並可作為動物抗體中和測定法和產成監測
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的一項重要輔助工具。 

由於本中心為生物製劑製造廠，最重要的考量因素為成本效益，因此

我們比較以鴨蛋或馬血清生產抗蛇毒血清所需之經費。以雨傘節蛇毒為

例，利用馬生產 6000劑產品，成本約為 156.8萬元，而利用鴨子生產，依

目前實驗結果，每隻鴨子收取第 6至 32週的蛋，大約 180顆，生產抗飯匙

倩蛇毒初步可節省約 15﹪的經費，抗雨傘節蛇毒更可節省約 75﹪的經費（表 

三和表四）。另外考量馬血清製程中，對馬匹及工作人員都有較高的危險

性，且目前世界動物保育的方向都不建議使用馬匹來從事生產生物製劑，

所以基於成本、人員安全及動物保育三方面，利用鴨子生產抗蛇毒 IgY 抗

體，仍值得我們進一步繼續去開發研究。 
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圖  表 

 

圖一、以硫酸銨沉澱法純化免疫計畫A抗飯匙倩所得之IgY抗體蛋白質濃

度。 

 
Protein conc. of anti-cobra IgY

0

4

8

12

16

20

24

2 4 6 8 10121416182022242628303234
week (s)

co
n
c
e
nt
ra
tio
n
 
(
m
g
/m
l)

Asv1

Asv2

Asv3

↑ 
Asv3停止免疫 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
圖二、以硫酸銨沉澱法純化免疫計畫 B抗雨傘節之 IgY抗體蛋白質濃度。 
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圖三、以硫酸銨沉澱法純化免疫計畫 C抗飯匙倩與雨傘節之 IgY抗體蛋白

質濃度。 
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圖四、免疫計畫 A抗飯匙倩之動物中和效價測定。 
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圖五、免疫計畫 C之動物中和效價測定。 
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圖六、三個免疫計畫鴨隻血液中的抗體效價。 
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表一、免疫計畫 B抗雨傘節之動物中和效價測定 

Week (s)  
 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 
B-1sv6 — ＜20 ≧80 ≧400 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600

B-1sv7 — ＜20 20∼

40 

≧400 ≧600 ≧600 ≧600 580∼

600 
≧600 ≧600

B-2sv8 — ＜20 20∼

40 

≧400 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600 580∼

600 
≧600

 

Tanaka 

Unit 

(U/ml) 

B-2sv9 — ＜20 20∼

40 

≧400 ≧600 ≧600 ≧600 580∼

600 
≧600 ≧600

 

Week (s)  
 20 22 24 26 28 30 32 
B-1sv6 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600 
B-1sv7 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600 

B-2sv8 ≧600 ≧600 ≧600 ≧600* 580∼600 ≧600 — 

 

Tanaka 

Unit 

(U/ml) B-2sv9 ≧600 ≧600 ＜580 ≧600* ＜580 ≧600 — 

 
*停止免疫 B-2sv8及 B-2sv8 
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表二、抗體混合與多價抗體之動物中和測定 

Week (s)  

16 18 20 

Asv1 + B-1sv6 ＜360 ＜360 ＜360  

cobra Csv4 280~300 380~400 ≧440 

Asv1 + B-1sv6 ≧100 ≧100 ≧100 

 

Tanaka Unit 

(U/ml)  

krait Csv4 40~60 40~60 60~80 

 

表三、IgY抗體與馬血清抗體需求量比較 

鴨蛋 IgY抗體（6-32週估計）   

馬血清抗體 抗飯匙倩蛇毒  抗雨傘節蛇毒

每年需求量 6000劑，每劑 1200U 

 

抽血或採蛋 

1匹馬每年可抽 3次血，

每次 10L，共 30L（15L

粗血清） 

 

各可採 180顆蛋 

 

抗體純化量 

 

3L粗血清可精製 1L 

專一性抗體有  

10mg/egg，1劑

140mg（14 eggs）

專一性抗體有

15mg/egg，1劑

60mg（4 eggs）

需求 
60L抗血清，需 180L粗

血清，需採 360L血 

6000 瓶抗血清，

需 84000顆蛋 

6000 瓶抗血清，

需 24000顆蛋 

飼養 360L血/30L=12匹馬 
8.4萬顆蛋/180顆

蛋= 470隻鴨 

2.4萬顆蛋/180顆

蛋= 140隻鴨 

蛇毒用量 430mg x 12匹馬

=5160mg 

48mg x 470隻鴨

=22560mg 

4.8mg x 140隻鴨

=672mg 
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表四、IgY抗體與馬血清抗體飼養成本比較（不含產品精製之費用） 

鴨(以 6-32週估計)  
馬 

抗飯匙倩蛇毒 抗雨傘節蛇毒

隻數 12隻 470隻 140隻 

動物一年價錢(元)
35萬/隻 x 12隻=420萬

420萬/3年=140萬元

20元/隻 x 470 

=1萬 

20元/隻 x 140

=3千 

一年飼料(元) 4萬/隻 x 12隻=48萬 54萬 16萬 

一年人工水電(元) 1萬/隻 x 12隻=12萬 81萬 24萬 

動物免疫(元) 本局人力 本局人力 

採血或蛋 本局人力 由代養人員代工 

共計(元) 156.8萬 136萬 40.3萬 

較馬血清成本節省

之經費 
— 15﹪ 75﹪ 

 


