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鼠单克隆抗一HBs的单克隆抗独特型 

抗体的制备及其免疫原性的研究 

Ⅱ．Ab2—1的免疫原性研究 

王海涛 陈万荣 蒋豫圈 

(军事医学科学院微生物流行病研究所．北京l00oT1) 

提 要 

用 一株 单克隧 抗独特型抗体 细胞椿，Abz-1免疫 4只 BALB／e小鼠和 2只家兔 。每只 

小鼠每次经腹腔接种100／~gAbz一1，共接种 4次j 每只家兔每沈经皮下注射 lm~Ab2-1， 

共注射4蒎．烃免疫的小鼠和家兔都产生了抗一HB 6．经两种竞争性抑制试验 证实．这些抗 

- HBs是特异性的 小鼠抗-HBe滴度为2叫至2 ；家兔抗一HBa滴度从2。 至2。。 ． 这些 

瓷辩提汞 革克建抗独特型抗体能摸扫HBsA8,具有类似HBsAf的凫疫原蛙。 

关羹调：抗独特型抗体 单克隧抗体 乙型肝炎疫苗 

乙型病毒性肝炎是 目前世界上重要传染病之一。在我国，约有一亿人携带乙型肝炎 

表面抗原 (HBeAg)。此外，乙型肝炎病毒可能是肝癌的主要病因。尽管血源性乙肝疫 

苗，遗传工程 乙肝疫苗巳经广泛应用，而且效果很好。但是 ，仍约有 5 的疫苗接种者 

对现有 乙肝疫苗无应答J 一些 HBeAg携带者母亲的婴儿以及免疫功能受损的人对 乙 肝 

疫苗应答较差“ 】。很可能这 些无应答者感染乙型肝炎病毒后易成为 HBeAg慢性携 带 

者。因此，有必要寻找另外逢绎生 球蒡 峁 强有 盱疫苗的不足。 

Kennedy等人 “ 首先用人 乙型肝炎表面抗体 (抗一HBs)~ 备出具有免疫原性的多 

克隆抗-Id，但实用价值受到限制。ThazlsvsJs等(7,63用鼠单克隆抗一HBs制备出单克隆抗 

独特型抗体 (抗一ld)，但未报告这种抗一Jd是 否具有免疫原性。 

我们利用鼠单克隆抗一HBs 峪 出孽克鹰抗一Id．- ，它f『J可能带 有 HBeAg的 内 部影 

象。本文报告其中一株抗一Id，Ab2—1在同种和异种动物中的免疫原性研究结果。 

材 料 与 方 法 

一

、 墨相放射免疫澜定 (SPRIA) 

HBsAg对Ab2-1与 ‘ |-Abl结台的抑制试验~Ab2-1对 HBsAg与 I-Abl结台抑制试验如前 

文所 速I 9l。 

1． 免疫动物血清中抗-HBs的测定：HBsAg包被 (100P~／孔，10pl／m1)聚苯乙烯搬量 板， 

本文于1989地8月0曰收到 
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4℃过夜； 1和牛血清白蛋白 (BSA)37"C封闭 2小对}洗板后．分别加入免疫小鼠或家兔血清， 

4℃ 3小时， 洗板后， 再分别加入  ̈I一羊抗 鼠 IgG和 I一羊抗兔 IgC． 4℃ 3小时，洗板后， 

计算器计数，SIN≥2．1耐判为阳性。阴性对照分别为正常小鼠和正常家 兔 1：10稀释的 挹 台血 

清。 

2． 免疫家兔血清抗正常小鼠IgC测定：正常BALB／c小鼠IgG包被； l嘶BSA封闭；洗板后， 

加入 倍比稀释的免疫家兔血清，4℃3小时；洗板后，加入 I一羊抗兔 IgC， 4℃3小时； 阴性 

对 照为免疫前家兔血清。s／N》2．1时判为阳性。 

3． 免疫小鼠抗一HBs的特异性试验：此项试验程序同前文【 1的抗一Id对 HBsAg与Abl结合的 

抑割试验，只是用免疫小鼠血清代替抗一Id。 

4． 免疫家兔抗一HBs的特异性试验：用两种竞争性抑制试硷证实家兔抗一HBs的特异性。 

1) HBsAg包被， l师BSA封 闭j洗板 后，同时加入50 l待检血清和50／~1 I一马抗一HBs； 

2) 马抗一HBs包被， l嘧BsA封闭；洗板后，同时加入50 l持捡血清 和等量 ‘。 I-HBiAg； 

上述明性对照均为 l：l0稀释免疫前家兔血清加等量的上述标记物。其它试验程序和抑制率 计 

算同前 文 【91。 

= 抗一Id兔痤动物 

纯化的抗-Id，Ab2一l株经腹腔免疫4只成年BALB／c／J~鼠 (本院实验动物中心 )· 100／~gt只／ 

扶．初次免疫加福氏完全佐剂，加强免疫加福氏不完全佐剂 共免疫 4敬。 免疫间隔分别 为 l5 

45、l5天。第二 三 四次免疫后的i0天取血。 

两只成年家免 (本院实验动物中心 )接受4敬纯化的 b̂2一l皮下注射，lmg／只／次。 初次注射 

加福氏完全佐剂，后3敬注射加福氏不完全佐剂。注射间隔时间分别为15 21q~42天a 第三次和第 

四次注射后l0天取血 。 

结 果 

一  Ah2—1与 HBsAg和 Abl之间的关 系 

鉴于 8株抗一Id中，Ab2一i与 Abl的结合滴度最高I lmg／ml为8×10一} 它对 ‘I— 

Abl与HBsAg结台的5O％抑制所需浓度最低 (]ng，图 1)。此外 ，HBsAg对 Ab2—1与 

■ 

t 

Ab2‘l【 ‘) 

图 1 Ab2·l对1̈ I·Abl与HBsAI结合的抑制 

Fig 1 Iahibltlon of ^b2 0n tbe ~ombHtttloa 

t-ee_ 1IlI-̂ bI tad HBiA$ 

Ha●̂ ‘(nil) 

图 2 HBiA$对1itI-AbI与Abi-1鳍台的抑由f 

Fig．2 Iahlbldml af ~IBiAg 。n the coillbinittoil 

b̈ ，_●t ljH -̂ II ‘ n { 
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Abl结合的5O％抑制率所需浓度最低(约10ng，图2)。因此，Ab2-1很 可能带有 HBsAg 

的内部影象，从而选择它作为免疫原性研究。 

二 、在同种动物中免疫原性 

经 Abr1免疫的BALB／c小鼠都产生了抗·HBs，但是，经 两次、三次和四次免疫 

后朐抗·HBs滴度变化不大 (表 1)。 

寰1 A ：-1免疫BALB／~t]~■血清坑-HBs漓蛊 

TI hi e 1 Anti-HBs tit rel i rB o r BALB／~ mie。immu=ized with  ̂l-1 

一

来到定 血清混台 

一 N。t d。teetad sErⅡ '。。1 

BALB／c小 鼠的抗-HBs的特异性经两种不同的竞争性抑制试验所证实。但显示50 

抑制率的血清终点滴度都不高 (表 2 )。 

袁2 Ab 2—1免疫BALs／c小鼠抗一HBs的特异性试转 

Ta ble 2 Sp e }fi c le，l f⋯ Ⅱli—HB，in BALB／c m}ce im jzcd _il b Abl 1 

5lJ嘶抑制时的血清渍度 

BALn，。 ～  

SerlLm

—

tit e wi

—

th 55~
一

i nhl ‘ 

～  

】?；『-A h1与HBIAg I 2II—HBIAg与A b1 

1 

2 

3‘ 

4 

—  

2‘4 

2‘3 

一  未 划定 

* 1 2号小鼠结果为两扶免疫后血清结果 

*丰 3 4号小鼠结果为三扶免疫后血清结果 
一  Not 6~teeled 

Mo~se 1． 2 with l ti f iⅢⅢⅡniz●ti0n 

M ous e 3． 4 _it b thre⋯ tl ● of f m mu z4tlD 

三 、在异种动物中的免疫原洼 

表 3显示了经Ab ·1免疫家兔血清中朐抗·HBs滴度，四次免疫后的滴度比三次免疫 

后的滴度有较大的增高。 

从表 3也可以看出，家兔血清中的抗正常小鼠 IgG的滴度很高；2 。，大大高于 血 

清中抗-HBs活性，大约为l，000倍。 

同样，家兔的抗·HBs的特异性也为两种不同的竞争性抑制试验证实 (表 4)。 

从上述结果不难得出结论t单克隆抗·HBs的带内帮影象的单克隆抗-Id，Ab{·l捧 

可以在同种辊异种动物体内诱导出特异性的抗·HBs。 

～ 
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裹 竞疰家兔血清妁抗一BBI和抗正常小一Isc妁i一度 

Table 3 $e~um Bat[一HBI and -日li_Ⅲ口u" IgC |Ix the immuai~ed r-bblt~ 

裹 4 竞睦寮兔直请的抗 一HB．的特异性试验 

Ta bl4 4 Spe~iflc test fc r aat|一BBs iⅡ Lhe i Ⅱi zed r bhiI。 

四次免疫后的血清结果 

4 t Lme1 of immuⅡiz ati0n 

讨 论 

首次用抗·rd诱导小鼠产生抵抗锥虫感染的免疫力是 Sacks及其同事 1982年的开创 

性工作⋯“”。并由此项研究导致抗·rd作为疫苗的构想。 此后，利用抗·rd作为免疫原 

在实验动物中成功地预防了细菌病 ，寄生虫病⋯“。 和病毒病⋯“”。 

我们利 用鼠单克隆抗·HBs制备出 8株单克隆抗·Id C ，它们与Ab 的结台能被HBsAg 

所抑制。其中一株抗一Id，Ab ·1在小鼠和家兔体内能诱导出特异性抗一HSs。这说明，单 

克隆抗一Id确实是带有HBsAg内部影象的抗·Id，能模拟HBsAg，在实验动物中具有 类 似 

HBsAg的免疫原性。从具有类似HBsAg免疫原性这一角度讲，单克隆抗 ·Id可以作为另一 

种预防 乙型肝炎的疫苗。但是，单克隆抗 ·Id在异种动物体内诱异出的抗小鼠IgG的滴度 

大大高于抗 ·HBs滴度，约高 1，000倍。 这是抗·rd疫苗目前所面临的共 同 难 题。也 是 

抗·M疫苗目前还限于动物实验的主要原因之一，然而 ，目前兴起的理论和技术有可能 克 

服上述缺点，如嵌台抗体 (Chimeric antibodies)，改造抗体 (reshaped antibodies)，工 

程化可变区 (engineering variable regions)， 以及工程化稳定区 (engineering cons’ 

rant regions)等，能保 留抗·Id的优点，弥补其不足，从而为抗一Id疫苗走向实用阶段开 

辟广 阔前景【 。 。 

可以肯定地说，目前的抗一Id乙 肝疫苗不可能完全取代现有的乙肝疫苗。 但也许能 

应用于那些对 目前 乙肝疫苗无应答和应答差的人 ，还有可能用于那些HBsAg携带者。因 

为现有研究表明，对某一抗原呈现的免疫耐受状 况可由给予该抗原不同形式的分子所打 

破 ” 因此，有必要在体外进行这类实验 
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The Preparation of Monoclonal Anti—idiotypic Antibodie s Against 

Mouse Monoclonal Anti HBs and Thei r Immunogenicity 

Ⅱ ．The Study on Im m un0genicity of Ab2—1 

W ang Hal—tan， Chen W an—rong， Jiang Yu—tu 

fInstitute of Microbiology and E~idemiology A cad eray of M illtary 

Medical Scienc es，Belling 100071) 

The Ah￡一1 was used to immunize four BALB／c mice and two rabbits．Each 

mouse recieved inoculation of 100pg of Ah 2一l for four times intraperitoneally． 

Each rabbit was injected with 1 mg of Ah!一1 for four times subetaneously．AH 

the mice and rabbits immunized with Abt一1 produced anti—HBs antibodies， spe· 

cificitv of which also was confirm ed by two types of com petitive inhibition test 

(SPRIA)． The tlters of mouse anti—HBs were from 2’。to 2一 1 the anti—HBs ti— 

ter8 0f rahbit sera vatied from 2-10 to 2 ．These data indicate that monoclonal 

anti idiotypiv antihodies could mimic HBsAg and possess the immunogenieity of 

HBsAg． 

K ey w ordsI Anti—idiotypie antibodies Monoclonal antibodies HB YB 一 

~iixes 
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