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表2 实验蛆和对照组内部各分年龄蛆比较 

P<0．O1 ·十P<0 O01 ⋯ P>0．05 

3 讨论 

前牙Ⅲ度探覆耠 形成的机理主要是前部牙 

槽骨发育过度，后部牙槽骨发育不足 -。以前常采 

用前述活动矫正器和固定矫正器．分别作后牙升 

高或前牙压人，但费时较长。本文实验组将后牙升 

高与前牙压人同时进行则明显提高疗效 实验组 

与对照组相比差异非常显著P<0．001。这是因为 

小平耠 板没有跨过咬合面的卡环和妨碍后牙升 

高的基托，所以咬合很快打开，并且实验组内成人 

与少年打开咬合的速度相似(P>0．05)。这个方法 

成功地解决了对大龄深覆殆 患者治疗困难的难 

题。由于小平耠 板的作用．下颉向顺时针方向转 

动，有利于增大下额平面角．聘平面 下颌平面角 

的增大、使面下113增加，有利于改变面下1／3高度 

中围分类号 R392 II 

1 前言 

不足，因此本法尤其适用于面下1／3高度不足者。 

对 照组之所以 咬合打开较慢．因为它仅靠固定矫 

正器压人前牙 ，而压人运动必然慢于升高运动 ， 

并且受年龄影响，少年根尖周有海绵状及大量髓 

腔存在，易压人，成年人根尖周骨质致密不易压人． 

两者差异非常显著．P<0．01 

4 结 论 

小平 板及固定矫正器联合治疗前牙深覆牙 

台患者其疗效明显优于单纯用固定矫正器者．尤 

其适用于面下1／3不足者．且无年龄界限。 
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DNA免疫 

肝炎研究所 陈力好 综述 任 红 审校 

随着分子免疫学研究与基因治疗的开展．新 
一 代疫苗随之涌现。其中以DNA免疫(DNA ba． 

sed immunization)或DNA疫苗fDNA vaccine) 

最为引入注目，它是将含有编码抗原基因的真核 

表达质粒直接接种机体，该抗原即在体内合成．从 

而诱发机体产生相应的特异性免疫应答。自1993 

年Ulmer等用编码流感病毒内部保守蛋白——核 

蛋白(NP)的DNA免疫小鼠，产生了NP特异性抗 

女 1971—11出生，硬士研究生 

体及细胞毒性T细胞(CTL)反应 I，从而开始了 

DNA免疫在动物模型 中保护作用 的研究 目 

前，H1V，轮状病毒及HBV的DNA免疫研究已进 

入 1期临床试验阶段。DNA免疫技术已经成为当 

前疾病预防治疗方面的研究热点。 

2 DNA免疫的原理 

DNA免疫是将抗原基因插入带有强病毒启 

动子的质粒载体．构建成重组表达质粒。表达载体 

含有原核复制起始点，能在细菌中(如太肠杆菌)中 

扩增、纯化后直接注入宿主体内．质粒DNA被宿主 

■  
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细胞摄人后即表达编码的抗原蛋白 

将质粒DNA导人机体的方式有多种 其中由 

于肌肉组织吸收表达外源基因的效率高于其他 

组织，所以常用的为骨骼肌注射 有基因枪将表面 

吸附有DNA的金颗粒轰击人表皮．也为有效的方 

法 另外，皮 内注射、静脉注射、腹腔注射DNA疫 

苗，均可诱发免疫应答，但效果不如肌肉注射 

2 1 肌肉内接种DNA的抗原递呈机制 

肌注DNA疫苗后．肌细胞似乎是被感染的主 

要细胞类型。分 泌性抗原被内吞，经外源性多肽处 

理过程，经MHC Ⅱ类分子递呈过程已经较为清 

楚，而经MHG— I类分子激活CD8 T细胞的机制 

较为复杂。U]mert~]等将编码流感病毒NP蛋白的 

质粒DNA体外转染C2C12成肌细胞(H一2 )，然后 

移植人H 2dxH一2k杂交。。“。代小鼠．产生的CTL 

不仅具有H一2 (NP氨基酸5O一57位)限制性识别． 

而且也有H 2 (NP 147—155位氨基酸1限制性识 

别 因此他认为肌细胞表达抗原足以激活机体有 

效免疫 然而，肌细胞表达较少的MHC— I类抗 

原．并且不表达MHC一 Ⅱ类抗原及诱导CTL所需 

的共刺激分子B7等．因此可能肌肉细胞仅为最初 

合成抗原的场所．进而再将抗原递呈给骨髓来源 

的 职业 抗原递呈细胞(APC) 体细胞与 职 

业 APC之问的抗原传递机制不太清楚，一种可能 

是交叉激)J~(cross．priming)~P由非APC产生的抗 

原与仅在APC上才有的MHC I类分子共同触 

发CTL 在交叉激发中．抗原多肽在APC的胞质中 

被降解为短肽，一部分被运至内质网，交接给网膜 

上的TAP分子(Transporter associated with 

antigen presenting)而进入内质网进一步与 

MHC 1类 结 合 将TAP．／．的骨 髓 植入 

TAP一／一受体的嵌合体不能对NP转染的CT26 

细胞产生免疫应答．而能对表达带有提供转移至 

内质网的信号肽的NP的重组牛痘病毒产生应答 

说明在交叉激发中抗原蛋白是被运送至APC的 

胞液 中。 

2．2 体液免疫应答 

最初用DNA诱导抗体产生是用包被有人生 

长激素和d 1抗胰蛋白酶DNA的金颗粒用微粒 

轰击的方法进人小鼠体内“ 针对病毒蛋白的抗 

体最早是在肌注编码流感病毒NP DNA后产生 

的：Ulmer等选用病毒内部相对保守的NP蛋白基 

因插入至含有ROUS肉瘤病毒启动子的表达载体 

中．每次100#g注入小 鼠骨骼肌，共三次，即在血清 

中测得NP特异性的抗体存在⋯。接着．Cox等用牛 

疱疹病毒(BHV一1)糖蛋白基因片段插人至表达 

载体，免疫小鼠后，在血清中测得高效价特异性抗 

体，维持时间达24周以上 i 从此，在动物模型的研 

究中，观察到DNA免疫后获得对多种抗原的特异 

性 抗体反 应，如 狂犬病 病毒 糖蛋 白，癌胚 抗 

原(CEA)，MHC一 1类分子，HBc抗原等 正确的 

抗原构型常需复杂的翻译后修饰和细胞内加工 

而DNA免疫能诱导产生保护性抗体，说明DNA免 

疫后体内表达的抗原能呈现·一一个天然的结构．具 

有完整的抗原决定簇 

产生抗体的类型通常为IgG类．但也有从血清 

中检测到IgM和IgA的报道 。到目前为止，在肌注 

DNA后还赤检测到SIgA。一些初步观察提示，肌 

注DNA／阳离子脂质复合物可诱发SIgA的产 

生 。在小鼠体内，DNA免疫后产生的抗体应答持 

续时间较长，例如针 对流感 病毒NP，HA以及 

HBsAg等．可维持6个月。而在一些灵长类动物，则 

似乎维持较短，这反映不同物种体液免疫持续时 

间可有所不 同 

2．3 细胞毒性T细胞(CTL)应答 

DNA免疫除可诱生体液免疫外，更重要的是 

可产生以特异性CTL为标志的细胞免疫应答 它 

具有反应快、维持时间长的特点 一般在接种一周 

后就可观察到，两周后达高峰并可维持数月之 

久 HBV及流感病毒DNA免疫诱生的特异性抗 

体及CTL应答持续时间均超过2年 编码流感病 

毒NP，HBsAg HBcAg及HIV env．蛋白等的 

DNA免疫小鼠，其脾脏或淋巴结中的记忆性CTL 

细胞在体外用同种抗原或分裂原激活后可识别 

与相应H一2分子结合的表位多肽。而在流感病 

毒、HIV、LCMV等抗原DNA免疫后．诱生的CTL 

不仅可识别，还可杀 伤相应病毒感 染的靶细 

胞。Ulmer 『报道了仅需lpg流感病毒NP DNA注 

射小鼠，即可诱导产生识别NP表位多肽147—155 

位氨基酸的CTL。3次免疫后，可提供小鼠对流感 
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病毒致死剂量攻击的保护。给恒河猴肌注编码 

HIV ertv．(gpl6O)~基因，诱导 ~MHC-- 1．env． 

特异性CTL应答，在体外经刺激后可杀伤eliv．转 

染的靶细胞_I【i。 

3 DNA免疫效应的影响因素 

影响DNA免疫效果的因素是多方面的：如质 

粒载体的表达能力， 选用抗原的抗原性．注射 

DNA的量及次数，以及动物模型的选择等。 

3．1 载体DNA序列的佐剂作用 

质粒载体DNA中的特定核苤酸序列能激活 

淋巴细胞及NK细胞 如以CpG为核心的回文序 

列5'-AACGTT．3’。该结构被证明可激活巨噬细胞 

产生TNF一 ．IL一12．并可增强自然杀伤细胞的 

活力，使Th2细胞向Thl细胞应答类型转变 故有 

人将该序列称为 单链免疫刺激DNA序列 (ISS1 

这说明质粒本身可作为-一个佐剂或免疫调节者 

3．2 细胞因子的协同作用 

除了单独使用病原体结构蛋白基因免疫动 

物外，有学者采用细胞因子通过不同环节调节和 

增强DNA免疫效应。 简单的将协同因子的表达 

质粒与抗原表达质粒混台注射即可观察协同效 

应，已被人们尝试的有IIr一2，IL一4，IL一6，IL广一7， 

GM cs￡B7—1等。这些因子的功能差异导致其协 

同效果亦有 一定区别。Xiang等 【12]将编 码 

GM．CSF的质粒DNA与编码狂犬病病毒糖蛋白 

的DNA同时注入小鼠．可增强特异性Thl细胞免 

疫应答。Tascon R 等同时使用编码结核杆菌 

hsp 65．5协同刺激分子B7．1／B7 2的质粒。诱导出 

更高的抗体滴度。Yen．Hung Chow等 将编码 

HBsAg中蛋白(HBsAg+preS2)基因与编码IL广一 

2基因融合成非融合表达，以同样1 g免疫时．所诱 

导的抗一HB8与ml00pg单独HBsAg DNA免疫 

相似．同时有更强的TL增殖反应与细胞因子分泌 

活性。 

4 DNA免疫的安全性问题 

4．1 质粒DNA整合入宿主细胞基因组 

大量实验表明，质粒DNA以游离形式存在于 

胞内。整合是随机的或是同源重组，而后者可在质 

粒设计时避免，况且质粒不含有在真核细胞起作 

用的复制起点。据估计．随机整合机率为10． 在 

NP DNA免疫小鼠的研究中．用灵敏的PCR方法 

未检测到有整台的质粒“ 。 

4．2 诱导免疫耐受 

DNA免疫后产生的抗原是小量的．且抗原表 

达要维持数周至数月，因此诱导免疫耐受的问题 

令人关注。在给非洲绿猴一次低剂量(10 g)注射 

流感病毒HA DNA，在血清中未检测到抗体应答， 

但再次用灭活的流感病毒或HA DNA免疫后．即 

产生了强烈的回忆性抗体反应『1．I 即便是肌注亚 

免疫剂量的DNA疫苗，目前还无引起成年动物产 

生耐受的报道。在某些物种的新生动物中．DNA 

免疫可能诱导耐受。给6周龄的小 鼠注射编码一种 

疟疾抗原的质粒后即产生抗体应答，而如果预先 

在出生2—5天时注射同种质粒，该免疫反应即受 

到抑制。而在直接注射抗原蛋白的同龄对照组中 

未出现该 现象 I。但在 出生 时给黑猩猩注射 

HBsAg DNA，也诱导出针对HBsAg的抗体，而且 

保护其免受以后的感染[41。因此．年龄 物种以及免 

疫方式可能影响免疫的效果。 

4．3 产生抗DNA抗体 

病理性的抗DNA抗体的产生常被认为是某 

些自身免疫性疾病的标志。然雨．DNA免疫后产 

生病理性抗DNA抗体的可能性不大。对正常动物 

用纯化的双链DNA(ds DNA)免疫后。用灵敏的 

EU SA、免疫杂交或放免方法，几乎未检测到抗 

DNA抗体Its,17]。目前还不知DNA免疫是否在人体 

内诱导抗DNA抗体，不过动物实验说明这不大可 

能。 

5 DNA免疫的应用前景 

DNA免疫技术在短短几年内取得了很大的 

发展，陆续报道了关于DNA免疫对病毒感染(流感 

病毒，狂犬病病毒，LCMV⋯)，细菌感染(!~ITB】及 

寄生虫感染(利氏曼原虫)等产生有效免疫应答及 

保护。由于DNA疫苗具有显著优势：如易于构建 

和改造：不会在真核细胞内复制：内源性的抗原合 

成易被免疫系统识别：激活全面而持久的免疫力 

等，因此，虽然目前的研究多处于动物模型阶段，但 
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为人类疾病 的预防．治疗开辟了新的途径 

5．1 疾病的预防 

最早关于DNA疫苗产生免疫保护的研究是 

流感病毒。由于传统的流感死疫苗难以诱发CTL 

反应．而诱导产生的抗体无法中和衣壳蛋白发生 

突变的游离病毒颗粒．因而出现免疫逃避。Uliner 

等n 选用的含病毒相对保守的NP蛋白基因的 

DNA疫苗免疫小鼠后．产生了NP特异性抗体 

及能特异性杀伤NP致敏 的靶细胞的CTL 随后用 

致死剂量的异株流感病毒攻击免疫小鼠。免疫鼠 

鼻排病毒量明显下降．存活率比对照组高5O％ 匕上 

上 说明NP诱 导的CTL可提供跨株系保护．这将 

为针对一些易发生变异的病毒(如HIV)的疫苗的 

研究提供思路 

己肝病毒疫苗从最初的血源性疫苗到基因工 

程疫苗．人工合成的多肽疫苗 但存在着诸如安全 

性问题．免疫原性不强等 在Davis~ t等人的研究 

中用HBsAg 的DNA质粒免疫黑猩猩。注射2mg 

后．抗HBS滴度EJ>100m[U／m1．而后分别在8 

周 、1 6周 ．2 7周 加 强 一 次 ．最 终 抗 体 达 

14．O00mIU／ml。一般认为抗HBs达到1OralU／ml 

即能提供保护。虽然用较低剂量400#g的同种质 

粒仅诱导低的一过性抗HBs升高．但在一年后用 

H B S A g刺 激 即 产 生 强 的 回 忆 性 反 

应(>lOOmlU／m1)。虽然DNA疫苗用量较大、但这 

仍提示DNA疫苗为己型肝炎有前途的预防措施。 

5．2 疾病的治疗 

在某些病毒感染过程中．由于机体对病毒抗 

原不能产生有效的免疫应答．特别是CD4一TL应 

答的缺乏．使抗体产生及CTL反应低下．从而使病 

毒持续存在，引起慢性感染，如HBV。Schirmbeck 

等 发现．编码HBsAg的质粒DNA免疫，能在被认 

为对HBsAg多肽及表~HBsAg的重组痘苗病毒 

均不能诱生HBsAg特异性CTL活性的小鼠品 

系(H一2b)诱生CTL。Mancini[20】等以去除核心 

基因(core gene)的HBV转基因小鼠作为HBv慢 

性携带状态的动物模型．在DNA免疫打破己肝免 

疫耐受方面作了探索。转基因小鼠从出生前起即 

在肝脏中持续表达HBV包膜蛋白(小，中，大蛋白)， 

在血清中HBsAg含量在200--9000ng／m1．但 在肝 

细胞中)~HBsAg堆积．也无肝脏病变出现。甩编码 

HBV preS2．S的质~(PCMV．S2，S)100 g肌注小 

鼠后．血清中HBsAg水平逐渐下降，4—8周完全清 

除．同时出现随时间升高 的抗体：2—4周即有抗 

-- preS2．8周后开始有抗HBs。免疫也周后．，J、鼠肝 

脏中HBV mRNA水平下降或检测不到。而此时血 

清转氨酶并未升高．说明循环抗原的清除、肝细胞 

中HBV 基 因表达 的抑 制并不伴有肝细胞的损 

伤。实验证明．抗体的产生利于HBsAg的清除，而 

HBV mRNA 水平的下降则主要为活化的TL的 

作用(CD4一 TL或／和CD8一 CTLs)。CD4一TL 

的激活主要为Thl类．表现为IgG 2a．IgG2b'][类 

抗 体 出 现 ． 及 体 外 刺 激 脾 细 胞 产 生 

IFN一 、TNFa等细胞因子 仅 一次肌注DNA而 

无加强免疫．产生的免疫 反应至少持续 了5个 

月．DNA免疫可能是治疗慢性HBV携带者的有效 

措施 

5．3 制备单克隆抗体的新方法 

Barry等 ”用编码人生长激素的DNA免疫动 

物．使动物体内合成该蛋白．从而产生相应的单克 

隆抗体。无需纯化蛋白免疫动物及繁锁的筛选步 

骤即可获得单克隆抗体。在观察多种抗原成份复 

杂混合物的致免疫或保护作用时．使用DNA免疫 

比纯化单个蛋白成分要快捷得多。 

6 结语 

尽管DNA免疫的临床实用价值还未得到证 

实．但现代免疫学理论及诸多研究报道证明DNA 

免疫在产生免疫应答和保护方面是有效的。它提 

供了一个产生抗体及CTL的途径．可作为研究抗 

原递呈机制、细胞因子作用及病原体DNA在产生 

免疫应答．效应的一个工具．而且也提供了制备新 

型疫苗抗原的技术 
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免疫亲和色谱在蛋白质分离纯化中的应用 

中图分类号 R392—33 

医学检验系 黄 昕 综述 邱宗荫 审校 

抗原及其抗体间的相互作用具有高度特异 

性。长期 来．人们利用这一性质进行抗原的鉴 

定、定量检测或分离纯化。免疫亲和色谱 (im． 

munoaffinity chromatograph3,．IAC)就是建立 

在免疫学反应(抗原一抗体相互作用)基础上，纯化 

蛋白质(抗原)的一种特殊方法 l。 

IAC的分辨率非常高．因为只有具有能被偶 

联抗体识别的抗原决定簇的蛋白质分子将保留 

于柱中。这点大大地不同于 些基于基团分离的 

亲和色谱方法(如：纯化球蛋白的凝集素柱或纯化 

丝氨酸蛋白水解酶的苯甲脒柱)。IAC可 一步获 

得高纯度的蛋白质，并且具有从很稀的溶液中浓 

缩蛋白质的能力。 

Tozer等人在1962年首先将多克隆抗体偶 

于色谱基质分离纯化抗原121 Kohler和MilstonI 

成功地创建了单克隆抗体(monoclonal anti． 

body，McAb)技术，才促使IAC在蛋白质纯化方面 

大量应用。在7O年代后期．IAC的成功不仅在于单 

抗的使用．也包括易衍生化的、硬性大孔径琼脂糖 

基质的使用。最先应用偶联单抗免疫亲和色谱纯 

化的蛋白质是干扰素一 干扰素一 的纯化证 

男．1967—12出生．讲师、博士 

明了IAC的两大优点，即：具有纯化蛋白质原液中 

极低含量抗原的能力和获得高纯度的终产品。 

l 抗体 

单克隆抗体的选择是决定免疫亲和色谱纯化 

方案成功或失败的首要因素 一般认为亲和常数 

在1O M数量级或更低的单抗可能是最适合的⋯， 

因为它们与抗原相互作用的亲和势足以在清洗 

杂蛋白时保留抗原，但又相当微弱，可在相对温和 

的条件下洗脱抗原。 

单抗用作IAC的配体时．必须在偶联反应中 

及在抗原洗脱的条件下保持其生物学活性。长 

期以来．人们多凭经验选择化合物将单抗固定于 

基质上，然后研究它是否仍然能够结合抗原，如果 

保持抗原结合能力，再摸索抗原洗脱条件。虽然这 

样做是有效的，但浪费时间和材料。Hornsey等人 

最先寻求建立一种理性方法．他们确定了一组潜 

在的洗脱剂．并检测抗原是否能经受它们的处理。 

Bonde等人采用一种简单、快速的ELISA方法 

，测定单抗在一系列洗脱试剂中是否保持其生物 

学活性。将上述两种方法结合起来．有可能合理地 
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