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I型单纯疱疹病毒(HSV-I)体外抗体应答~IFNr的调节 

季明春 周瑶玺 姚堑 

(南京医学院微生白学教研室，南京 210029) 

摄 翼 

以纯化、灭插的 HSV-!为抗原， 体外致敏洗涤过的健康成人外周血淋巴细胞，37"C 

弊育J名天，船盏培养上jIr中的特异性抗体用ELJSA珐测定。¨ 纠血jIr HSV-I抗体用圣圭废 

人的淋巴细胞接曼夏插 HSV-I抗原致敬后，培养上il|中均能挂出特异性抗体， 抗体类型 

为 IgG(2fi．6-t-23ng／m1)， 体外产生的特异抗体水平与原血il|抗体水平玉相关性 (R 

0．45，P>0．05)。同法剌澈新生儿淋巴细胞．不健诱生任何类型的HSV~I抗体 在本宴 

礁系统中。特异性抗体应普是一十蛋白质的全新 (de]~OYO)合成过程，应普水平耜体外 

囊敏崩的病毒抗原t有明显荆量依赖关系，最适捌璇抗鼠t为 1G8 E，直l。HSV-I抗体应 

各器要T、B细胞的相互作用，两类细巍单独均不能诱导特异性 HSV-I抗#应答。在本赛 

验系统中加^适量重姐A丫干抗素，艟增嚷抗体应蒈水平，过高弃苷量超抑埘作用。 

关■髑：HSV—i 体外交敏 淋巴细胞培养 特异毪抗体 

近年来许多学者试图刺用各种抗原．建立诱导 B淋巴细胞原发或墨量发性抗体壹答的 

体外致敏摸型，此项研究国内尚未见报道。本文以纯化、uV 灭活 HSV—I为抗原，体外 

致敏人外周血淋巴缸胞(PBL)，诱导特异性抗体应答，并观察重组人 一干扰索(rhlFNy) 

对抗体应答的影响。现将结果报告如下。 

材 料 与 方 法 

一

、 懈鲁jII色嗣矗量藏：取赫血员 (25--50岁 )外周血，按常规分离单个棱细胞， 将 其 调至 

l x107／ml，取5m1分置于~10~m玻璃平皿中，粘附 2小耐后暖出细胞悬液，以少量培养}葭轻诜两 

次， 调节细匏浓度至5 x10 ／ml， 即为击巨噬细胞的淋巴细胞嚣藏． 非特异性酯瞎絷色巨噬缅囊 

《5和。在部分实驻中，按Saxoml i】介绍的AET—SRBC花环法进一步分离T．B细胞t非T细胞悬液 

中E花环形成细胞《2和。 

=、■●：HSV-I(Stoker株 )、HSV-Ⅱ(s4V株 )出中嗣蕊防医学院冉毒所提供，CMV(AD 

169株 )由南京几童鹾院翁毒室提供。 

三、培北和翼话HSV-I：按 Powcll描述的方法纯化HSV-II ，。倚言之，原代新生曼肾细胞 

单层以HSV—I(Stoker株)密染，密染复数(MOD为 l0， 特出现 +抖～．}}I}细胞寅熏时收获。冻融组 

謇文对l9 o年l2月lT日收到-l991年1月¨日修回。 

国索自臻替学基盒资助项 目。 

’现在地址t扬州医掌院微生物学教研室，扬州225001 
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胞，用超声波细胞粉碎器100W、1 0分钟破碎细胞，低速离心去细胞碎片。痘染细胞上请中加40嘶 

l 

嚣0．5 

害 

莲 

f ra clj O numbe r 

瞬 1 纯化HSV超速离心结果 

Fj5 1 Aa1]ytJell re。Blt ⅡSV particles 

altraseuttif Katiol 

PEG(MW6000)，使终浓度为 8牺，4℃ 过液， 

10000r／m 60分钟，沉淀物 以STE缓 冲液棍悬。将 · 

上进浓缩病毒液轻 铺在预平衡的 lO一70嘶蔗糖不 

连续密度梯度淮上，50000g离心2小时(Beckman 

LT-5$型超速离心机，SW28转子 )，在40嘶土蔗 ‘ 

辖梯度液中出现 一狭窄乳白色区带， 用梯度收集 

器 (Hitcha-cfu)分段收集， 经核 酸 蛋 白 仪检 

测， 乳自茸区带处出现一高蛋白吸收峰(图 1)， 

取样作醋酸铀负染， 透射电镜观察发现大量病毒 

粒子。收集 此部分加适量PBS祸悬后， 20000r／m 

120分钟 沉淀病毒粒子，沉淀物用PBS混最， 测定 

病毒蛋白台量。取纯化病毒液4m1置~,10em平皿中，用GZX—A高教紫外线消毒器(5000P．W／em2) 

腻射 6分 钟，距离5cm，不断轻摇平皿，经UV灭活IISV—I接种BHK-2I细胞，72小时不出现细施 

瘸囊。本文中以此纯化死活HSV-I作为体外免疫刺激剂。 

西、律井tt淋巴蛔■：RPMI16~．0细胞培养液按本宝常规配制I l。PBL被培养在 24孔细胞 

板中，最 终体飘lml／孔，细胞密度为2xi0 ／血1， 同时加^HSV—I抗原，置 37 qC 5嘶CO=孵箱中培 

养l2夭，收获 上清一20"C贮存， 待鬣I特异性抗体。 

置、jl‘巴曩■■曩■，l：MTT比色法见[4]。 

六、ELISA柚蕾谴■ HSV-I抗体：以灭活纯亿HSV-I包板，每孔10pg／o．1ml，4"C过夜， 

诜涤藏洗三次，加入细胞墙养上滑和一组巳知浓度的标准化阳性参考血清。阳性参考血清按 Stev一 

45n8介绍的方法I l标准化。37 qC 2小时，洗三次后分别加^HRP标记的羊抗人 IgG抗体或鼠抗人 

链MeAb，对℃ 2小时，挠三次，加／x~OPD、HjOj棍台液-37 qC 20分钟后终止反应，测定OD值 

每份待捡标奉设三复孔．取 0D均值从标准曲线上盘得所含特异性抗体含置。以 ng／ml表示。1 t 

100稀释的朔性参考血请分别用等量HSV-I(2~$Im1)、HSV-Ⅱ(1o。TCID)37"C吸收l小时，捡 

囊 l 拉■抗B5~一J Igc ELISA港的箨异性‘ 

Tabl# 1 Speeiflclty of ELISA for eati‘HS~·I IsG ~utlbody xesay 

HSV·I 2．B(3．1 )‘ 64．9(79．1铀 ) 

·．抗HSV·i[gG抗体含量以ns／ml表 示。 

h．括号内数字为占对照孔抗HS~·I IgG含量的百分数。 
It

．Arlihmefie me·t of 18G antl·HS~·1 aatlbedy in ns／m 
b．P&rcu*~eses dⅢ te tLe ~~rcemtage 0f the tct~yiIy of epecifieal 

to eeat,o!Iteubation wtthoat Itdsorbed virus 

涌吸收君血清中抗HSV-I IgG。结果见表 1，HSV—I对特异抗体检出阻断率'选96．9嘶．而HSV—I 

没有明显影响，说明检测HsV—I抗体的E LlsA间接法是高度特异的。 

七、淋巴圈子：重组人 干扰索由上海生物制品所提辨。 

， Il ，， lJ5 ，， ll ／ 、一／～ ／ 、_●n¨¨ 【． ， ／ ( ／ l_ ／ = 

一 l_， ， 
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结 果 

一

、 特异抗体的产生t表 2表明灭活HSV—I能在体外致敏PBL。诱生特异性HSV— 

I抗体。者同时加蛋 白台成抑制剂Actinomycin D，细胞培养上清中不能检出HSV—I抗 

体I不加 HSV—I灭活病毒抗原刺激的 PBL对照培养上请中也不能铡到特异抗体。 以 

上结呆说明在本实验系统中HSV-I抗体的诱生是一个蛋白质的全新 (de nOYO)台成过 

程。 

裹 2 HSV．】膏辱不同十体，卜■■{I|巴翔奠体，卜台赢抗HSV-l』sc’ 

T-bIe 2 IgG --tj-H5V -】 azdlbody produced iⅡ e~ltures of human PBL 

stimulated ith 且SV-】 

2×lO$／ml PBL分别单独用细胞培养濠、加HsV-』抗原(108ag／m1)或／和 

Aetlnomyol n D (10 g I)培养1 天．捡测培养上请中抗HSV-l IgG含量 

(ng／mI)． 

2×1’I PBL We川 uItu red far 12 dtye ith medla ·1 n e， 108 5／ml。f U．V． 

inactlvlt ed HSV-1 with。t without 10 5／ml Aetlaomyela D．Arithmetic m‘-日of I|G 

- tl·HSV-1 antlhodr fn 5／血1±sD． 

二，抗原荆量依赖性。5例 PBL HSV—I抗体诱生的结果见图2。 HSV—I抗原浓 

度低：：]=27ag／ml即能诱生特异抗体。抗体庄答高峰的刺激抗原浓度为108ng／m|，进一步 

增加抗原浓度，抗体应苔能力反大大降低， 因而选 108n$／ml HSV抗原为最适刺激抗 

原。用不同剂量的灭话HSV—I抗原刺激PBL，72小时后测定细胞增殖程度，在27—270 

ng／m2抗原范围内，细胞增殖程度逐渐增高并达到坪值。 

I 

番毛 

HSV(nI／ mI ) 

囤2 不同剂量HSV-I对HSV-I抗体 皿笞和细胞增磕昀影响 藿I 3 抗HSV—t 18G产生时相 

Fjg2 ^nliItⅡ dose depeudeuee 0f anti-HSV t Fi85 DyQa．,i,． Qf lgG t i—HSV—t 

antibody response ●nd PBL ~roliferatlou antibody P odⅡeIinⅡ ， 
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三、抗体直答时相I在灭活 HSV—I体外致敏 PBL扃不同时间收集细胞培养上清。 

检测特异抗体。抗原刺激的最初3天无特异抗体产生，随培养时间延长。抗HsV—I IgG 

含量逐步增高。l2天左右高峰。随之又趋降低。 3例PBL抗体应答时相见图 3。选择抗 

原刺激后的第12天为培养上清收获时间。 

四．细胞培养上清中剩余抗原对抗体捡测的影响 以不 同 量HSV—I抗原 阻 断经 

PWM激活的淋巴细胞培养上清中特异抗体的检测。1·100稀释的抗碌制备细胞上清作 

对照。如图4所示。阻断抗原低于270ng／ml不能明显 抑制特异HSV-I抗体检出。 

五、HSV·I诱生抗体的特异性 将 HSV·I致敏的细胞培养上清用等量 HSV·I， 

HSv一Ⅱ，CMV吸收后检测HSV—I抗体-结果见表 3。HSV—I明显抑制特异性抗体检 

出，而HSV一Ⅱ和cMV对耳sV-I抗体检出影响不大或甚微，说明灭活 HSVo I诱生的抗 

体是针对刺激抗原的。 

^  

《 
嚣 

垃 

HSV-I (nS ／m1 1 

囤4 剩余抗詹i对细胞培养上清中HSV·1 

抗傩检铡的影响 

F184 Effect 0f retldutl LntigeB o 

detectioⅡ of altlbody to HSV．1 in 

the =t~ttTe gttpern*ttattt 

z 。 ；。×T㈣． 跚T州 T。． 

圈 5 不同比饿B、T细胞产生 

特异性18G的比较 

F185 T cell de!tendenee of the ●Ⅱ蛀·HSV-【 

-nt odY re_lto gibe of humttn PBL 

囊3 HSV·1抗■●生抗体的幡鼻幢 

Table 3 Spe~ifleity ef the antibody produced in cultu res Dtimultted bT HSV·1 

-．HSV·1，HSV·互．CMV 吸收jf6量分别为 1000ag／ml， 105TC1DSO／mll 

10 4TC1D50／m1． 

b．古柬经吸收农毒处理上清特异抗体含量的百分数。 

-．Supe rutttat fl~idt-⋯ td 0orbzd ith·Ⅲ volume antigen： HSV·1 1000 ug／m1． 

HSV-2 10s TCtD50／ml，CMV 104TCID5O／ml 

b．Nn皿heI●i‘ ，gfell|beees ·fe tbe pe rc。ht‘E。 0f con|r01 without -h -dded -dlorbed 

tatlgen 
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六、H'SV．I抗体应答的T细胞依赣性 T、B分别单独用灭活 HSV—I致敏，细胞培 

养上清中几乎测不到特异抗体。在B细胞中加入一定比铡的T细胞，特 异性抗体含量随T 

细胞比例增高而增高，最适T、B细胞比例为1·1．5～2(见图5)。 

七、特异性抗体的Ig类型 分别测定 

11例成人PBL受Hsg-I抗原致敏后的细 

胞培养上请中抗HSV-I IgM和 IgG含量 

(图6)。11例成人PBL细胞培养上请中 

均能测到不同水平抗HSV—I IgG(26．6± 

23ng／m1)，而抗HsV—I Igbl均低于 1．0 

ng／ml。这ll例成人 血清抗HSV—I IgG均 

阳性，见表4|而淋巴细胞体外抗体应答 

能力和血请抗体滴度之间并无相关性 (R 

=0．45，P>0．05)。8例新生儿脐血淋巴 

1 0 

5 

二2 

三t 

^  

I gM I EG I gI 
●  

： 
●  

，  

： 

●  

： 
● 

成人PBI． 新牛 PI,PBT 

图 6 外周血淋巴细胞(PBL)体外蒲生 抗 

HSV-l抗体 E类型 
FtEe I㈣ h Sl h t t'／p~ of -Ⅱti-HSV。t 

antibady predueed in cultures of PBL 

细胞按同样条件用HSV·I抗 市叮澈，不能诱生任何类型的HSV—I抗体。 

裹4 ■童成人井舟■辫巴衄童曲体外HsV-l抗体应普 

T*tble 4 HSV-I Speeifle ant／body respaase of PBL fram di~fereat 

hetlth~ itdi idⅡ●ls 

八、重组人 干扰索对HSV-I体外抗体应答的影响 

1． 重蛆人 干扰素对抗体应答的增强作用 将 rh IFN7加入HSV—I抗原体外致敏 

体系中，发现其能增强特异性抗体应答 (图7)。最遣剂量为lO~／ml，增加 rh IFN 藏 

魔，其增强作用反见减弱，过高剂量别起抑制作用。在缺少HsV—t抗鲧蒙技的情况下， 

rh IFNy不能单独诱导特异性抗体应答。 

2． 重组人 干扰素为迟发性增强园子 于ltSV-I体外致缎外舟血淋巴姐旌 的不 

同时相(o一4天)，加入终浓度为loM~t昀rhlFNr~暗杀甩圉l表彖 rhl~FNr崔捷 
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0 O．1 1 1 0 1 0 01 0 0 0 

rhIFNrf ／ m】 ) 

困7 重组凡IFNr增强HSV—I抗体应答 

Fig7． rhIFN7 enhln~e anti·HSV—I 

— 、  

一 B 0 
E 

、 5 0 

0 

3 0 

— 20 

暑 1 0 

曩 

哥8 不同时相rhlFNrk'~HSV·I抗体应答的影响 

Fig 8 Deh yed efte~t of rbIFN7 。n anti HSV—I 

原致敏后的第24--48tb时加入，其增强特异性抗体应答作用最强。 

讨 论 

人类是HSV的自然宿主。在我国人群中HSV传播极为广泛，从14岁到成人血清HSV 
— I抗体阳性率高达 03．3％。 血清抗体阳性提示在生命过程中曾受过HSV—I感染或抗 

原刺澈，因此对多数健康成人来说，其外周血淋巴细胞被灭活 HSV—I抗原致敏是接受 

再次抗原刺激， HSV-I抗体应答属特 异性再次应答。 在本实验系统中， HSV—I抗原 

体外诱生特 异性抗体Ig类型主要为 IgG，符合再次免疫应答的一般规律。正常新生儿脐 

血淋巴细胞不能对HSV-I体外刺澈产生抗体应答，和 7arehoa~̈ ’以流感病毒为抗原体 

外致敏新生儿淋巴细胞的结果一致，因而可进一步说明成人外局血淋巴细胞 HSV—I抗 

体应答是继发性免 疫应答。 

血清HSV-I抗体阳性的成人外周血淋巴细胞能在体外接受I-I,SV—I抗原刺澈产生虚 

答，表明外周血中存在特异性循环记忆细胞。 由于不同个体曾受HSV—I抗原和1澈的强 

度和频度不同，外周血中循环记忆细胞的数量和反应能力势必存在很大差异，从而表现 

为体外HSV-I抗体诱生水平的差别。 

体外HSV—I抗体应答需要T淋巴细胞辅助，依赖T，B细胞间的相互作用，因为完 

整的HSV病毒抗原属于T细胞依赖性抗原，B细胞单独接受 HsV—I抗原刺激不能产生抗 

体应答。 

T细胞对B细胞功能的影响是错综复杂的，并受到许多可溶性细胞因子的调控。B细 

胞的增殖分化需要某些细胞因子作为辅助信号。IFNr是由活化的T细胞分泌的淋巴园子 

2一，能作用于多种细胞，具有广泛生物学活性。 我们在建立 HSV—I体外致敏模型的 

基础生，观察重组人y干扰素对H V—I抗体应答的影响。rhIFN7对HSV—I抗体应答有 

调节作用，当致敏体系中含适量 rhIFN7对，抗体应答水平显著提高， 增加 rhIFN7澈 

度却导致高婀量抑制l效应出现，Snapper等人也曾发现类似现象m， 可能由于 高剂量 

rhIFN~所产生的抗淋巴细胞增殖效应所致。rhIFN~增强 HSV-I抗体应答有一定时相 

藕虞，在抗体应筹的细胞增璋期rhIFNy能发挥更大的促进作用。 

一 
卜[㈠ 二二] ～ 

=̂=============] 叫  

．．—■ I7 
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以往研究HSV体液免疫主要依靠检测血清抗体水平，要在细胞水平研究HSV诱导的 

体液免疫应答，进一步了解HSV抗体诱生及免疫调节等机制，建立一个体外致敏模型是 

十分重要的。HSV—I体外致敏模型的建立，无论对我们了解正常和疾病状态 下特异抗 

体应答及调节机制，还是将其用于人单克隆抗体制备的研究均具青一定的现实意义。 
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Specific HSv_I Antibody Production in Vitro by Human 

Peripheral Lymphocytes and Enhancement by IFNy 

Ji M ing—ehun Zhou Yao—xi Yea Kun 

(Department of Microbiology，Nanjlng Medical College，Naniing~10O~OI 

Human peripheral blood ]ymphoeytes from normal adult donors were sti— 

mu]ated in vitro by UV—inaetlved Herpes simplex virus type I (HSV—I) SS 

sn antingen， incubated in 37℃ for 12 days． Specific anti—HSV-I antibod Y 

WSS measured by ELISA． Anti—HSV antibody of IgG type WS9 produced in 

vitro in all 11 individuals(26．6±23rig／m])whose sera were sero-positive to 

HSV—I． Newborn lympboeyte eultures failed to induce anti—HSV—I antibody 

of IgG or IgM type after stlmu]ation
． The anti-HSV—I antibody response of 

]ymphocytes was shown to be antigen dependent and antigen speeifie
．
In this 

experimental system， anti—HSV~I antibody production in vitro WaS result from 

de nova protein synthesis． Optim al antigen for speeiflc response WaS ohserved 

at a certain concentration of 108ng／m1． Speeific HSV—I antibody response 

was suppressed while increasing ooncertrstion of HSV·I antigen in eulture
． 

The antibody response to HSV—I requires cooperation between T and B cells
．  

On the basis of’studying HSV-I immunization in vitro， We added rhlFN7 into 

this experimental system． It WaS demonstrated that rbIFN7 ean enhance anti— 

HSV—I antibody response in vitro and be a late acting helper factor
． 

K ey w ordsl HSV—I Sensitization in vitro Culture of 

lymphocytes Specific antibody ：． ， 
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