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小分子抗原免疫途径和结合数量对抗体效价的影响
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应用不同结合数量的半抗原载体复合物在不同免疫途径下免疫兔!从而对小分子半抗原的抗体进行探索$方

法
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应用牛血清清蛋白"

'=:
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#制备不同交联率的免疫原!同时制备酶交联物!通过脊索皮下(肌肉和脚掌

皮内
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种不同免疫途径免疫
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只新西兰大白兔$应用酶联免疫法分析半抗原抗体滴度$结果
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免疫的抗血清效
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#!肌肉免疫途径最差$结论
!

半抗原交联率在
+
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时通过原脊索皮下和脚掌皮内免疫抗体滴度高$其中以

原脊索皮下免疫途径更方便$
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抗原抗体反应是免疫应答的基础#也是临床各种疾病的发

病机制和治疗方案的重要理论基础'某些小分子物质不能直

接刺激机体免疫系统产生抗体#必须结合到适宜的载体上#形

成半抗原复合物#才能刺激机体产生抗体'目前#国内对小分

子结合到载体的数量对免疫应答的影响及其在不同免疫途径

的免疫效果并没有明确的阐述'本研究进行了相关研究#应用

不同结合数量的半抗原载体复合物在不同免疫途径下免疫家

兔#从而对小分子半抗原的抗体产生规律进行探索'
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右下角的数值为每摩尔
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分子上交联的
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分子

数'每一种交联物在
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戊二醛中室温聚集
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#然后
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冰

箱中过夜'过剩的戊二醛用大量的
$

U,B)

磷酸盐缓冲液透析

去除'每种聚集的
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由
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层析而获得'
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主要试剂与耗材
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%&新西兰大

白兔$中山医科大学%&其他所有无机试剂均为分析纯'
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!

免疫程序按照参考文献*
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+进行'各组免

疫原溶解在
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生理盐水中#终浓度为
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'与等量弗

氏完全佐剂彻底混合#乳化'半抗原
#

载体交联乳化物在
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至少维持
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周'但是
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项分离时常发生#在免疫动物前需

再次乳化'选择
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只
*B)
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,B-`
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的新西兰大白兔#免疫前

采血
-B)@<

作为样本对照'

.

种不同免疫途径!脊索皮下,肌

肉和脚掌皮内'每组
8

只兔#雌雄各半'初次免疫时弗氏完全

佐剂乳化抗原
9@<

#分
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处各注射
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周后耳缘静脉

采血
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#分离血清#冷冻保存'然后进行再次免疫'再次

免疫时弗氏不完全佐剂乳化抗原
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处各注射
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周后加强免疫
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次#步骤同再次免疫'
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周后耳缘静脉

采血
-B)@<

#检测目的抗体滴度'如果达到满意滴度#放血分

离血清冷冻保存'如果滴度不高#
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周后再次加强免疫#直至

达到满意滴度'

DBG

!

抗体效价的测定
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过程参考文献*
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应用直接
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法对
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免疫血清滴度测定
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为此抗体的效价'
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标志物的分子筛
!
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分子筛的结果'

测定每管的
T]
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值#每管收集
9@<

'收集峰顶的第
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*9

管#用
7<>=:

检测标志情况'

EBE

!

]!(#U/(

最佳工作浓度的优化
!

上述收集并鉴定好的

标志物在应用于实验前需进行最佳工作浓度的优化#以保证

最适抗原抗体反应'由
7<>=:

结果可见#在包被抗体稀释度

为
9A9---

#

]!(#U/(

稀释度为
9A+--

时显色明显#稀释

度最大'以后实验可以选用
9A+--

的
]!(#U/(

为其工作的

浓度'
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免疫血清抗体的产生状况
!

在不同免疫组抗体产生的滴

度不同#见表
9

'表
9

结果显示#
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脚掌皮内免疫的抗血清效价最高

$

9A8,--

%#
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免疫原脊索皮下和
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'=:

免疫的

抗血清效价次之$

9A.*--

%#肌肉免疫途径最差'

表
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免疫血清抗体产生情况

组别
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脊索皮下
9A+-- 9A.*-- 9A8,-- 9A98--

肌肉
9A9- 9A,- 9A,- 9A9--

脚掌皮内
9A98-- 9A8,-- 9A8,-- 9A.*--
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小分子化合物如
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,茶碱,苯妥英以及三碘甲状腺原氨

酸$

"

.

%,甲状腺素$

"

,

%等与酶的共价结合#除了受参与反应的

分子浓度,小分子与酶的分子摩尔比,交联试剂的有效浓度,反

应介质的性质,

$

U

值及离子强度等的支配外#还与小分子的

水溶性大小以及酶分子上可用于结合的基团数量有很大关

系*

)

+

'由于未经修饰的
U/(

所含的可用于结合的氨基的数

量仅有
9

!

*

个#直接标志
]!(

#

]!(#U/(

结合物产率偏低

$

+BCZ

%'

]!(#U/(

反应混合物经
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$

15M2Qc*--

柱$

90@\
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%层析#虽不能提高酶标物的特异免疫反应性#去除未结

合有
]F

?

的游离
U/(

#但可去掉合成反应中可能出现的多聚

体
U/(

#从而改善酶结合物用于
]F

?

7<>=:

测定的本底显色'

本文的
U/(

标志物经
7<>=:

测定后都具有较高的灵敏度和

特异性'

免疫动物的程序#文献报道#一般为第一次加强免疫与初

次免疫间隔
*

!

,

周左右#而且#此后每次加强免疫的间隔也同

样为
*

!

,

周左右*

8#C

+

'考虑到动物机体对外来免疫原产生免

疫应答的个体差异#以
*

周的间隔连续监测动物体内特异性抗

体的产生状况#再加强免疫'对于上述免疫程序的分析原理如

下!当机体免疫系统在免疫原的刺激下#循环抗体水平增加到

一定程度后#抗体生成的抑制因素就开始发挥作用'当抗体产

生受控后#这些抑制因素又回到沉寂状态#循环抗体水平保持

相对恒定'这时#给动物加强免疫#由于回忆反应#抗体生成细

胞可呈对数增殖而无任何障碍#直至再次受控于机体的抑制作

用'但如果在机体的抑制因素发挥作用时#循环抗体从高峰开

始下降#对动物加强免疫#能得到最大的回忆反应'如果免疫

过频#当循环抗体水平正上升#还易致免疫原过量#使机体产生

免疫耐受'

小分子$例如药物,有机物,多肽和糖类%相对分子质量都

小于$

*

!

)

%

\9-

.

#其免疫血清的制备较完全抗原复杂'为了

产生针对这些复合物的免疫应答#有必要把它们连接到复合物

上#即载体'小分子免疫原免疫动物制备抗血清的方法很多#

究竟哪种途径较好#小分子的交联率是多少#目前还未见报道'

本实验通过
.

种不同途径制备抗血清'实验结果表明#
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免疫原脊索皮下,

]!(

+

'=:

和
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98

'=:

脚掌皮内免疫

的抗血清效价最高$

9A8,--
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免疫原脊索皮下和

]!(

.)

'=:

免疫的抗血清效价次之$

9A.*--

%#肌肉免疫途径

最差'在免疫过程中#脚掌皮内注射部位出现脓肿#强化免疫

后的家兔抵抗力急剧下降#

*

只兔在免疫过程中死亡'相比脚

掌皮内免疫组#脊索皮下途径免疫组不仅方法简单,操作简便

而且免疫效果较好#整个免疫过程中实验动物的免疫反应性较

好'脊索皮下免疫途径的优点可能与下列因素有关!含有较

多的抗原提呈细胞&树突状细胞提呈抗原起维持免疫反应的

作用&表皮内含有较高浓度的脂皮质素
JF

$

0&%IFG

'因此#皮

内注射不易产生局部炎性反应#并且减轻了长时间表达外源

抗原的细胞在局部诱导的免疫应答#有助于抗原的长期表

达*

+

+

'肌肉免疫途径抗体效价较低#不适合效价高,特异性

强的抗体制备'

对于免疫动物产生抗体来说#并不是载体蛋白上小分子越

多越好#而是一定数量的小分子对免疫动物产生抗体来说是最

理想的'如使用牛血清清蛋白作为载体蛋白#每分子结合
+

!

*)

个小分子较为合适*

D

+

'本实验以
'=:

为载体交联不同程

度的
]!(

分子#用于不同免疫途径的分析'实验 发 现

]!(

+

'=:

和
]!(

98

'=:

的交联率分别对脊索皮下和脚掌皮

内效价较高'有文献报道#毛花洋地黄交联到
'=:

的分子数

为
+B)

#与
U:=

的交联率为
8BC

*

9-#99

+

'如果交联的数量多#就

会存在因抗原过量而产生免疫耐受&如果交联的数量少#也会

因抗原不足而未有抗体产生'所以#小分子抗原交联到载体的

数量要适中#才能产生高效价的抗体'
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EBE

!

心力衰竭患者治疗前
'!(

水平为$

C8)f9DC

%

$?

"

@<

#治

疗后为$

*8DfC*

%

$?

"

@<

'

EBF

!

心源性呼吸困难患者血浆
'!(

为$

8).f*D.

%

$?

"

@<

#肺

源性呼吸困难患者血浆
'!(

水平为$

*)9f9DC

%

$?

"

@<

#两者

比较#

I

'

-B-9

#差异有统计学意义'

F

!

讨
!!

论

'!(

是近年来国内,外研究的热点激素#在
UR

的诊断,

治疗和预后评估中受到广泛的重视#

*--.

年被美国心脏病学

会列为医学十大进展之一'

'!(

与心血管有关的生物学作用

主要是作用于肾脏的肾小管和集合管#增加肾小球的滤过率#

抑制肾小管对钠的重吸收#进而增加钠的排泄#参与血压,血容

量以及水和电解质平衡的调节#同时抑制肾素
#

血管紧张素
#

醛

固酮系统的活性#减少肾素,血管紧张素
&

和醛固酮的分泌#拮

抗神经内分泌因子#产生扩张血管,利尿,利钠的作用*

*

+

'在多

种病理生理状态下均可升高#在
UR

时更为明显#被视为
UR

的
9

个很好的标志物#尤其在临床不易发现的早期
UR

,无症

状
UR

'对那些可疑
UR

但症状,体征不明显或伴有临床表现

相似疾病$如慢性阻塞性肺病%的患者应测
'!(

水平以明确诊

断'本文结果显示#

UR

的严重程度与
'!(

水平呈正相关'

有研究提示#仅靠医师经验诊断
UR

#敏感性
,DB-Z

#特异性

D8B-Z

&而根据
'!(

水平诊断
UR

#敏感性
D-B-Z

#特异性

C.B-Z

&两 者 结 合 诊 断
UR

的 准 确 率 可 由
C,B-Z

升 至

+9B-Z

*

.

+

'

目前#临床将心功能不全患者按严重程度分为
%!,

级#

这种分级具有一定的主观性#故临床实践中常发现心力衰竭分

级和客观检查结果不符的现象'本文结果显示#

'!(

水平与

!̂ U:

分级有关#并随
!̂ U:

分级提高明显增加'因此#血

液检验
'!(

水平能对充血性心力衰竭进行客观的评价#将会

给临床工作带来很大的帮助'这表明
'!(

既与患者的主观感

受及医师的主观判断有较好的一致性#同时又能客观,量化地

对心功能作出评价'

'!(

是惟一独立的
UR

预测因子#是评价
UR

预后最好的

神经激素类标志物*

,

+

'本文结果显示#随着
UR

的控制#

'!(

水平改变十分明显'反之#如果
UR

未能控制#则患者的预后

不佳'

同时#在临床中#对于不明原因的急性呼吸困难患者#要及

时,有效地找到起病原因#进行正确处理'本文显示#心源性及

单纯性肺源性呼吸困难时#

'!(

水平有明显差异#与文献*

)

+

报道一致#在对呼吸困难病因的鉴别以及诊治中有着重要的临

床意义#值得临床推广'
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