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提 要 

本 文介 绍用流 性出血 热 (EHF)病毒 J10株制各单克 隆抗体 (MeAb)，以 及用 7 

个MeAb免 疫家兔，使 其产生 抗EHF病毒MeAb的抗体 印抗独特型抗体(Xb z) Ab：能在体 

外 同出血 热病 人悔复 期血 清和 EHF病 毒免疫 的兔血清发生特异住 结合 。再经 EHF—MeAb 

亲和层奸法分 离提 纯 Ab ， 免疫 BALb／'e小 鼠， 将所 获得 的免 疫血蒲 (AbI)用 荧光和 

ELI SA分别加以测定， 结果 表明，抗一抗独特型抗体可在体 外识别EHF病毒，而不能 同病 

病人恢复 期血请 发生 结合 ， 从而支持免疫 网络学 说，可能为 我们提 供一 种新 型的抗原来 

源途径 a 7 

关键词：流行性出血热病毒 单克隆抗体 独特型}之笪 礁苎堡型茎堡 旯 《 ， 

Jerne ：提出的弛特型免疫网络学说认为： 机体对抗原 的免疫应答具有一系列独特 

型 (Idiotype，Id)一独特型抗体 (idiotypie antibod y，Ab1)一抗蚀特型 抗体 (anti— 

idiotypie antibody，Ab )的相互作用，而使机体的免疫调节处在动态平衡之中。Saeke” 

认为 Ab 上存在有对抗原的互补位 ， 也存在具有免疫原性的独特位， 可 诱 导产 生 Abz 

并能被 Ab 的互补位所识别，因此可以认为抗原和 Abz与 结合的位点是相似的，此 

关系是制备抗独特型疫苗的理论基础。 近年来许多科研工作者 用不同病毒的 McAb 

免疫动物，制备出抗独特型抗体，将这些抗独特型抗体注射动物，可诱导出具有与原宿 

毒特异的抗体应答。由此 可见，这种抗独特型抗体在功能上可以作为疫苗用于预防病毒 

的感染。因为Ab 具有病毒的内在影象，能被宿人血清所识别。又因为弛特型抗体(Ab。) 

具有病毒的互{ 位同时具有独特位，篚刺激机体产生抗一抗独特型抗体 (Ab )，此抗体 

能识别病毒，因此本实验将对 Ah 作为抗原用于EHF病人诊断的可行性和Ah，作为EHF 

的抗独特型抗体疫苗的可行性进行研究。现报告如下。 
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一

、 抗EHF病毒杂交瘤细胞的建立【1】： EH¨ 每J J0。求乳鼠齄 K琢免瘦BALb 鼠，将免疫 

脾 细胞与 spz／0细地 以5：1 比侧进 融台 ， 台剂 l 50嘧 PEG(肯 了量为 1000)。 用EHF病 毒 

J10株 、A目标 Ve ro—E 细匏 护原片进行免 症 -!光 鉴定 ，兜免蜓EHF』 J毒血请 、兔抗融荧光 结合 物均 

为本室制各，并 请安徽 医学 科学研究 所倪大石教授 用76 lt8、H s、XC、A 9、A 9 8、A 5 3 、A1 0t 

A，、陈株、RG目、R 2 2、Rj e和湖北 省卫 ‘ 防疫 站蛸遂 ∞湖北利川 、 州 等毒 株 原片 对 MeAb 

的特异性进行鉴定。 

二 、抗独特 型抗体 的制备 ： 为 了使免 疫系统 能产生 较强 的反应 ， 我 们取 7种 McAb(4G 、 

6B‘、2A 6、3E g、5GI!、4E 、3D 5)等量混合 ， 用 40嘶 硫酸 铵沉淀提取 IgG， 取 lml(含 IgG 

17rag)以等量福 氏完全佐剂 乳化，免疫家兔 ．I 胛 部 皮 l_h多点 注射，茸 20、40天各重复一次，免 

疫后一周放血，分 离啦血清内 含有抗独 特型 构抗体 

三 、亲和层析法 ：取溴 化氰 E妁琼船糖凝 瞍(上 海药鳓 研究所生 产，批号70601)干粉 l克 ， 

加^经 pFI8．5 NaHCO$平衡 耋勺提纯 McAb IgG lral(含蛋 皇量 17mg)，持续搅拌 20小时，装柱 ， 

经PBS浼柱后 搔截体偶联 法进行冼m 【̈ 。测扩 书 偶联率 为54嘶。用lml抗独 特型拉体血 浦上柱， 

收集洗 脱液即为纯化的抗独特型抗体 (Ah 2)。 

四、抗 一抗独特型抗体的制备 ：用亲和层折 洼提 纯的A b 2 IgG，免疫 BALb／c小 鼠 5只，腹腔 

注射 ，第一 次每 只 500~g／0．5m1， 初免后 第 20天用 100ug／0．2ml重复 注射一次， 一局后采血， 

分 离血清内 古有抗一抗独特型的抗体 。 

五、I胄毒提纯：将EHF病毒 J10杜 Veto—E B缅渔抗原悬液．冻融三次，离 1~,4000转／分，60分 

钟， 取上清液进 50噼和 20嘧 蔗糖不 连 密爱梯度 离心，取病毒带， 试于铜网上 ， 负染后 于电镜 

下 观 察 。 

六、ELI$A试验 ： 

1．抗独特型 抗体 测定 ：(1)以出血 热病人恢复期血 清 、 正常人血 清 、 提 纯 EFIF病毒 、Ve ro— 

E 6细胞 、EHF M 包被司相载体 ，分别’j 2、Ab 3在37℃保温 2小 时，再与辣根 过氧 化物酶 标 

记的 羊抗兔 、兔抗 鼠IgG(本室制备 )在37℃俘媪 2小时 ，加底物 刮 OD值，以 +3SD为阴／阳 

性临 界值。(2)A b 2和EI'IF病毒分 两组包敕同铂 载傩 ，分 别加入 8份 EUF 疤人恢复赶血清 (1： 0) 

兔抗 EHF病毒血清 和正常 氟 IgG，37℃ 保 温 2小喇后．再 与辣根过氧 化物酶标记 的羊抗^ 、羊抗 

负 、兔抗 鼠 1gG，在37℃ 保温 2小对，加底物 ，用 自动酶 联免疫捡 删仪 测定OD值． -广3 SD为阴／ 

阳性 临界值 。 

2．抗一抗匏特型 体 定 ：用提纯后 的 EHF病毒 包被固桕载体 ， 4℃ 过夜 。 封 后分 别加 入 

Ab z、Abl、EFIF MeAb、兔 免疫Ab z血清 (均1： 0)，37℃保温 2小时，再 {lf】入免抗 鼠、羊抗兔 

酶 结台物，37℃保温 2小时，加底物到OD值 ， 

七 、免疫荧 光试验：EHF病毒E e细胞抗原片 ．分别加上 1：40稀释 @EttF MeAh、A b 2、Ab a、 

兔免疫血 清，10 l／孔，3 7℃保温 l小对 ，蒋加含有 l／100伽 伊 文思兰的兔抗 鼠和羊抗兔黄光 结合 

物，37℃，，果温 1小时， PBS搅 拌洗涤后 在荧光甓 r观察 结果 。 
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1． 杂交瘸分泌抗体的特异性鉴定： 7株 McAb_~ 14林EHFV的全部或部分发生特 

异性结 台结 果 冕表 1。 

轰 1 株腹水抗体与1I株EHFV的免疫荧光鉴定结果 

T hble 1
．

The r a ct}on Df ㈣ o~1 onal aotlb日di㈣ i【h 14 strai⋯ f EHFV 

u自i g im m ⋯ F】㈨ ⋯ ⋯ e m ethod 

Antigen 

6／̈ 3 H5 x C A A 06 A5 3 A1 0 8 A 3 Rc 9 R36 

+ 

+ 

+ 

燕 利川 掰州 

— — -  ̂

^ —— 

+ 

+ + 

+ + 

下 + 

+ + 

MOD oei~na| antibodi es coul d ⋯ b⋯ zpe~i[icall y wit h 14 st；ai o s of EHFV 

殊M c 能与14株EHYy中的± 郎袋韶分童曼特异 结台 

2． 提纯 EHF病 葶的 电镱用片见幽版 Ⅲ 】。 

病毒颗粒呈园形戒卵圆形，直径在 100--200nm 之间。 

3． ELIsA测定结果： 

(1)Ab2、Ab 与 EHF病人血清、EHFV、MeAb、Ab2、ELISA谢定结果 见表 2。 

Ab2与病人血 清 、McAb~Ab 与EHF~、Ab2的 OD 值均 大 于0．44。 

(2) 8份恢复期病人血清与 Ab 、EHFV，Ab：与 EHFV免疫兔血清、正常鼠血清、 

正常人 血请 的 ELISA测 定结 果 ，临 界值 为 i+3SD， 见表 3。 

表 2 Ab 2 Ab 3与 EHF病 ^血 清 EHFV、McAb的ELIŝ 测定 结果 

Table 7
． 

r ê r⋯ it 。f e cf⋯  f AbP and A b3 w Jfb ⋯ e Df EHF—paHe~ 

EHF-McAb， EHFV 日nd Ab2 by the tile r hod of ELISA 

$N= x==0
．
：J sD = 0

．
04 下 3sD-- 0． 4 

】 Ab 3可 。jEHFV发生崎异l_三结合而习：能与EHF病人血清 、EHF MeAh结台。 

2 Ab z能与EHF病 凡旦清 EHF M c 发生 异性结 ．而不能与EncY．# 

a．A b3 could c OTJ1 biⅡe sp e cif；c a]l y w ith EHFV
． but cou]d not combln~ wlth 自e⋯ ef EaF 

]~stlent Bnd M eAb o r EHFV 

一 + 上 一 一 _． + 

+ + + + + + + 

+ 十 + + + ～ + 

+ 一 一 十 + 十 + 

+ + + + 十 一 一 

一 + 十 一 + + 一 

一 十 + + + + 十 

一 + + + 1 

j  

} O  

lI 川 单 ： 1  4 3 { 
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3l2 

h．Ab2 c0uld ㈣ hj⋯ pe cjfj ca 

not ⋯ hj⋯ ith EH FV 

表 ．Ah 2与 病^ 血 i青ELlSA测 定结 果 

Tahte 3 Tb⋯ sⅡtt 5 of ELISA 0f Ab2 8n d EHFV 

Ⅵitb ⋯ a f EIfF—P i nt im ⋯ iztd EHFV 

r．bl~it s， ⋯ m Ï⋯ and no~m ol p ⋯ o 9 

血 清 

EHr病 凡血涛 

免症兔血清 

EH FV n hb e 

正常鼠血清 

正常^血清 

0．62 

A bt
、 EfIFV 与痞^血清 免焘兔血清发生特异性结台 

^h2 and EItFV ⋯ td ⋯ hj pecjfi c B】1 v wjth 

⋯ B 0f ⋯ 0⋯  EHF—P‘tj⋯ t 8nd ⋯ t 0f 

i⋯ 口j ed EItFV r日hhjt日
．
but t be OD valu e 

0f Ab2 s 】o⋯ th BⅡ th日t of EHFV 

N 一 5 x 一 0
．
58 SD一 0

． 44 i+3SD一0 72 
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采 4．Ab{ Ah 与 EHFV的 EL1sA测 定 结果 

Tab1e ． 1 b⋯ 自u】t of dete⋯ i at 。。 

of Ab 3 n d ^b2 bv E} FV u 9 g 

EIl SA 

抗 体 

^ntibod 8 

^bl 

Ab2 

免痖兔血清，Ah1 Ah a可与 E EtEV结台 

而 2不 。 

Se～ of jm⋯ i zed EHFV r日hbjt 

Ab1 nd ^b3 ⋯ Id ⋯ bt p c】一 

fi c B】ly w jtb EHFV but A b2 ⋯ ld 

not
． 

N=5 X= n．1 72 SO一 0．014 

x+ 3SD一 0．21 

Ah：、EItFV均能同病人血清发生特异性结台，但Ab 的OIl值明显低于EItFV。 

(3)提纯的 EItF与 5只免疫 Ab 的 BAL~／e鼠血清、Ab 、McAb、 兔免 疫血清的 

ELISA测定结粜，临界值为 3SD。结果见表 4。 

5只被 Ab 免疫的 BAL~／e鼠血清均能同 EItFV发生特异性结合 而 Ab 则不能 

与EItFV结合。 

4． 荧光 测定结 果：见 图版 Ⅲ 2。 

Ab s、McAb、免疫兔血清与抗原片形成荧光，而 Ab 与抗原片无荧光现象。 

从上述图表所示结果表明，Ab 能同免疫血清、McAI~而不能同病毒结合，Ah。能同 

病毒、Ab。而不能同免疫血清结台。McAI~和兔免疫血清与病毒结台的能力都较抗一抗独 

特型抗体强，抗一抗弛特型抗体和兔免疫血清所形成的荧光形态又与McAI~不同，MeAb 

表现出明显的荧光颗粒。 5只 BAL~／e小鼠对抗独特型抗体所产生免疫应答的强弱也有 

所不 同。 
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讨 论 

从上述试验 的结果，我们可 以清楚地看到：Ab lgG上的互补位可被抗EHFV抗体 

lgG上的独特位所识别并能发生特异性结合。 Ab 刺激产生的Ab 又与 Ab。IgG上某些表 

位结构相似而能识~]IJEHF病毒，从而证明 Ab：上的互补位同Ab 上的独特位结构是相似 

的，同时提示我们 Ab：上的互补位与EHF病毒上的独特位 也是相似的，这就进一步证 

实免疫网络学说。从而将有可能提供一种新的抗原来源途径 ，为夸后的疾病诊断韶疫苗 

生产提供新的材料和方法，特别是对普通方法难以获得足够抗原 的病毒尤为重要。 

EHF病毒的抗独特型抗体能否代替病原体抗原刺激机体产生针对本病原体的免疫应 

答，从而建立起对此病的免疫力，目前尚无报道。从本实验的结果分析 ，抗独特型抗体 

所诱导BALb／c鼠产生的免疫应笞可在体外识别 EHF病毒。如果独特型抗体是针对病原 

体保护性抗原的抗体，那么抗独特型抗体就有可能得到病原体保护性抗原的模似物，起 

到疫 苗的功效，成为代用疫 苗。这对EHF的疫苗研究有着较大的实际意义。由于抗独特 

型抗体诱发保护性免疫应答似乎不具有主要组织相容性抗原复台物限制性，这使由异种 

动物 各的抗独特型疫苗应用于人类疾病成为可能。尽管抗独特型抗体疫苗的研究已经 

做了许多工作，但仍有待完善。诸如 目前抗独特型抗体一般由家兔或小鼠产生，因此对 

人体是异种蛋 白等。但作为一种新型疫苗，它 已显示 出广阔的发展前景。 
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The Product i on of Idiot yp ic Ant ibody agai nst EHFV and 

Immunoreaction of Anti～EHFV Induced by the Idotypic 

Antibody in Mouse 

Li Chuan ji ang Wang Mflo—li ang 

(H“bei Academy of M edico J Sci， W ḧa”，4 300 0) 

In thi s papar． the prepa ratD’n of m onoclonaI antibodl es us：ng cpidem ic 

he／xlor rhagic “ ver vi ru$Ji0 strain and ant!一EHFV McAb antibody r idiotypic 

ant；bcd v． Ab2 )prcd uced by rabb t Jm m un zed w，th 7 clone s of M cAb are 

df Bcribed
．

In vitto， Ab2 wns able to corn hi~ie specitieally th serum of rec 

overing patient s with EHF and seIitm of rabb：t imre unit ed b y EHFV
．
A b2 

separated and pu rified by illesils of affinity chrom atography was used to 

immunize Balh／c mice．The immunized serum(Ah3)was determined by im— 

munoflouresence and ELISA．The resuIt indicated that， in vitro， anti—anti— 

idiotypic antibody COUId identify EHFV hut could not com bine with Ser[I．Ill 

of recovering pat Tents with EHF， whi ch supports the theory of im m unonet— 

work and w i11 probably provide a way to obtain ilew antigen． 

K ey w ords： McAh ld Jot)：pie antibody Anti—idiotypic antibody 

EH FV 
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图 1 PTA染色的 EHF~ 粒的电镜观察 (×70000) 
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