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近年来研究发现 !"#! 普遍存在于细菌的 $%& 中非甲基化的
’() 基序!在体内外均有强烈的免疫刺激效应" 另有研究报道!
合成的含 *() 基序的寡核苷酸 #*() +$%$ 能够模拟细菌 $%,
中 *() 基序的免疫刺激特性 !-#% 含 .() 的 +/% 与 /%& 疫苗或
蛋白类抗原合用可增强抗体及细胞介导的免疫应答 !0#!具有潜在
的佐剂效应" 据此!本实验选用了人工合成的对小鼠具有最佳刺
激序列的 .() +/% 作为免疫佐剂 ! 以 1234&5 作为抗原免疫
36789: 小鼠!检测其抗体产生效价及淋巴细胞增殖反应"

% 材料与方法
%’% 主要试剂

.() +/% ;<=> ?@ABC..DC)D.)CC..C)D.)CCB0AE由上海
生工生物工程公司合成! 用全连硫代磷酸化修饰!FG)G 纯化&
12H4&5 由中国生物制品总公司长春生物制品研究所惠赠&2IF
标记的羊抗小鼠 J5)B2IF!购自鼎国生物技术发展中心&抗B234
GKJL, 检测试剂盒为华美生物工程公司产品&02BCMI 购自中国
原子能科学研究院同位素研究所&*NO&!为 LP5Q6 产品%
%’! 实验动物
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目的$探讨合成含 ()* 基序的寡核苷酸!()* +,-"对重组乙型肝炎表面抗原!./0123"增强小鼠特异性抗体产生及淋巴细
胞增殖反应的效应% 方法$采用 08IJ4; 小鼠作为免疫实验动物#经后腿胫骨前肌免疫 ! 次#@C652 法检测血清乙型肝炎表面抗体!抗:
/01"效价&"/:KLM 掺入法测定淋巴细胞增殖反应%结果$加 ()* +,- 组的抗:/01 效价较 ./0123 组明显增高#且维持时间长&淋巴
细胞增殖反应显著增强% 结论$()* +,- 对小鼠抗:/01 产生具有明显的增强作用#且可以有效刺激小鼠淋巴细胞的增殖反应%

疫苗# ()* +,-#乙型肝炎表面抗原#佐剂 M"&!N%%
!!!2 !!!%###OPQ$P!!##$"%%:##!P:#"
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!"#$%& 小鼠!雌性!’!( 周龄!购自中国医学科学院实验动物
研究所"
(U& 实验动物的免疫接种
将 !"#$%& 鼠随机分为 ) 组!每组 * 只"+,!-./ 组分别肌注 0

!/%只特异性抗原#123 组则除注射 0 !/%只抗原外! 再注入 45
!/%只 123 678" 对照组以生理盐水代之" 各组均在初次免疫后
第 9 周加强免疫 4 次!注射部位及剂量同初次免疫"
)UV 抗83HI 4TC 的检测
加强免疫后第 0 周$动态观察还在第 9 周%第 : 周%第 ( 周%

第 45 周和第 40 周&!经眶静脉采血!分离血清!参照 ;<=>. 试剂
盒说明书检测抗?,!- =/3 效价’
(U+ 淋巴细胞增殖反应的测定!&38WJX 掺入法"
采用 ),?@7A 掺入法! 分别于加强免疫后 0 周拉颈处死小

鼠!无菌取脾制成单细胞悬液!以含 45B C!> =D7D 培养液调细
胞浓度为 4"45E%F#" 455 G#H孔加入 I: 孔平底培养板"分别用终浓
度为 * !/%F# 的 1JK. 和 4* !/%F# +,!-./ 刺激! 进行非特异性
和特异性淋巴细胞增殖试验#对照孔以营养液代替!置 )E #%*B
160孵箱中培养" 非特异性与特异性增殖试验分别于培养后 95
小时%:9 小时每孔掺入 5L*!# M,?@NA 继续培养 :!( 小时!多头细
胞收集器收集细胞于玻璃纤维滤膜上!烤箱烤干后!将滤纸片放
入闪烁液中!在 " 液闪烁计数仪上测定 &2F 值!结果以三复孔平
均 &2F 值表示"

% 结果
%U( 抗83HI 4YC 的检测
小鼠在加强免疫后第 O周检测血清抗?,!- =/3效价! 结果如

图 P所示!+,!-./加 123组较 +,!-./组抗体效价增高 )0倍"

%U% 抗83HI 效价动态观察
为了进一步观察免疫小鼠抗?,!- 效价的持续时间! 本试验

分别在加强免疫后第 * 天! 第 0%9%:%(%PQ%40 周分别对血清中
抗?,!- 进行了检测" 结果如图 0 所示!抗?,!- 效价在加强免疫
后第 9!: 周达到高峰#+,!-./ 加 123 678 组较 +,!-./ 组抗体
效价增高 :9 倍" 对照组均低于 4RPQQ" 虽然各试验组在 : 周后的
抗?,!- 效价均有所下降!但 +,!-./ 加 123 678 组的抗体效价
仍高于 +,!-./ 组"

%U& 脾淋巴细胞非特异性增殖反应
分别于加强免疫后第 * 天和 0 周拉颈处死小鼠! 无菌取脾!

经 1JK. 诱导进行非特异性淋巴细胞增殖试验" 结果表明!加强
免疫后第 * 天!加 123 678 的 +,!-./ 与不加 123 678 的组比
较! 自发或经 1JK. 诱导的淋巴细胞增殖反应均明显增高 (ST
QLQQQP&!而且各组与对照组比较差异显著(STQLQQQP&) 结果见表
P"

加强免疫后 0 周! 自发的淋巴细胞增殖反应 123 678 加
+,!-./ 组与单纯 +,!-./ 组%各组与对照组之间比较!淋巴细胞
增殖反应显著增高(STQLQQP&!结果见表 0"

%UV 脾淋巴细胞特异性增殖反应
分别于加强免疫后第 * 天和 0 周拉颈处死小鼠! 无菌取脾!

经特异抗原诱导进行特异性淋巴细胞增殖反应"由表 ) 和表 9 可
见!0 个时间!加 123 668 组与不加 123 678 组之间比较!以及
各组与对照组之间比较均有显著差异(STQLQQP&"图 ( H6OZ[9 小鼠加强免疫后 % 周血清抗83HI 4YC 效价

图 % H6OZ[9 小鼠抗83HI 4YC 效价动态观察!7\+"
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" 讨论
研究发现 !"!#$!细菌 %&’ 中普遍存在着可被脊椎动物识别的

非甲基化 ()* 基序" 该基序是由中央的胞嘧啶+磷酸+鸟嘌呤!,!
端为 - 个嘌呤#*)’ 最佳$!.!端为 - 个嘧啶#/)( 或 /)/ 最佳$组
成的六聚体% 而人工合成的含 ()* 基序的寡脱氧核苷酸&()*
0%&$!具有模拟细菌 %&’ ()* 基序的免疫刺激效应% 本试验选
用了小鼠最佳刺激序列 ()* 0%& 12-34,!5/((’/*’(*//((/"
*’(*//6.!7!3$作为刺激剂%从试验结果可以看出!加 ()* 0%& 组
小鼠的抗+89: ;<* 效价明显高于单独抗原免疫组!而且!动态观
察也表明抗体维持时间较长’淋巴细胞增殖实验结果显示!加强
免疫后第 , 天和第 - 周! 加 ()* 0%& 组小鼠脾脏淋巴细胞经
(=>’ 及 ?89:’< 刺激的非特异性及特异性增殖活性均较单纯注
射抗原组明显增高%这表明!()* 0%& 不仅可以刺激 9 淋巴细胞
增殖!产生高滴度的特异性抗689: !同时也能刺激 / 淋巴细胞
增殖% 被激活的 / 淋巴细胞中的 (%2@ / 细胞及特异性细胞毒性
/ 细胞&(/A$等!在针对细胞内感染的病原体如病毒(胞内感染菌
及原虫等的彻底清除方面起着抗体无法替代的作用 !B$% 疫苗的应
用在预防传染病方面发挥了重要作用!佐剂可以增强疫苗的免疫
效应!但目前所应用的疫苗佐剂仍然是氢氧化铝!后者主要诱导
以抗体产生为主的体液免疫应答!而要彻底清除细胞内感染的病
原体!细胞介导的免疫&(C;$是必需的!2$% 细菌 %&’ 中的 ()* 基
序及合成的 ()* 0%&!除了诱导特异性抗体的产生!更主要的是
诱导强而有效的 (C;!从而为预防细胞内病原体的感染提供了一
种新型的免疫佐剂% 至于 ()* 0%&增强免疫效应的机理尚需进
一步研究探讨%
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石艳春#等$ ./0 123增强 *45-67免疫小鼠抗体产生及淋巴细胞增殖效应

北京时间 1D 月 1-日上午 E 时!)神舟 3 号*飞船由)长征 -F*火箭搭
载!从酒泉卫星发射中心发射升空% 这是我国在成功发射)神舟 , 号*载
人飞船两年之后!再次成功发射载人飞船% 费俊龙和聂海胜成为第二批
进入太空的中国航天员% 本期封面图片为费俊龙(聂海胜航天飞行返回
着陆后受到搜救人员和媒体记者欢迎的场面!由赵建伟摄影并供稿%

)神舟*系列飞船由轨道舱(航天员隔间和服务舱组成!设计上部分
地借鉴了俄罗斯)联盟号*飞船的设计!而后经过大量的修改和创新!能
够适应我国的航天计划% 与)神舟 , 号*相比!)神舟 3 号*携带了一些更
为先进的设备!比如食品加热器和太空厕所% 此外!还有睡袋和飞船黑匣
子也在此次载人航天任务中接受了测试% )神舟 3 号*黑匣子的数据处理
速度快于)神舟 ,号*黑匣子!并且存储空间更大(体积更小%
进入轨道后的)神舟 3 号*运行在距地面 .". GH 的太空中% 按照计

划!费俊龙和聂海胜在太空飞行了将近 , 天!其间进行了一系列试验!包
括对飞船健全程度的测试(细胞学的试验(对地球的观测和对人体生理
机能的测试等%进入轨道 E I 后!费俊龙解开身上的安全带!飘离座椅!开
始在轨道舱中移动% 这标志着我国的载人航天又向前迈进了一步% 在执
行)神舟 , 号*的整个飞行任务时!我国首位宇航员杨利伟在 -1J, I 的轨
道飞行中未曾脱离座椅% 费俊龙和聂海胜在轨道舱中进行的一些试验是
我国宇航员首次进行的需要两人合作的试验!而这种合作性的试验对我
国未来的载人航天具有重要意义%
费(聂两人在太空中的饮食也比)神舟 , 号*时有了明显的改善% )神

舟 3 号*共携带了 "D G< 的食品!品种丰富!包括米饭(牛肉(蔬菜(咖啡(
绿茶和果汁等!保证了两名宇航员每日 . 餐的需要% 1D 月 1. 日!聂海胜
还在太空中度过了他的 "1 岁生日% 当他的女儿在地面为他唱起生日歌
时!聂海胜禁不住流出了感动的泪水% 1D 月 1"日!)神舟 3 号*飞船的推
进器点火!进行了一次轨道机动% 这是因为飞船已经偏离了原本 .". GH
高的轨道%轨道机动使飞船重新回到了正常轨道上%1D 月 1B 日凌晨 " 时
.- 分!载有两名航天员的)神舟 3 号*返回舱成功着陆在内蒙古草原上%
两名航天员着陆时健康状况良好!出舱后微笑着向搜救人员和摄影记者

挥手致意% )神舟 3 号*整个太空之旅!
共飞行了 11, I .- HK>! 里程为 .J-,#
1D3 GH! 创下了我国太空飞行的新纪
录%
我国发展航天技术已有半个世纪的

历史% 1E,, 年! 我国现代太空计划之
父+,,钱学森,,,在美国待了 -D 年后
回到祖国!开始领导新中国的航天技术
研究% 1E,3年!经过谈判!苏联同意与我
国交流火箭和核技术!1E,2 年向我国运
送了 -枚 L6-型导弹!1E3D年双方的合
作结束% 1E3D 年 E 月!我国用自行研制
的燃料发射了 1枚仿制的 L6- 型导弹’
11月!发射了 1枚 L6-的改进型导弹%1E33年!我国启动了-曙光 1号*项
目!计划在 1EB.年送 -名航天员上天%1E32年!钱学森组织成立太空飞行
医疗研究所!为我国的载人航天任务做准备% 1E3E年!我国发射了第一枚
自行研制的三级火箭,,,-长征 1号*%1EBD年!我国发射了第一颗人造地
球卫星,,,-东方红号 *!1 年后又发射了第一颗通讯卫星,,,-时间 1
号*% 1EB2年!我国宣布载人航天计划和空间站建设计划!但在 1E2D年又
决定计划延期% 1E2M年!美国总统里根曾提供机会!请一名中国的航天员
搭乘美国的航天飞机上天!但被我国婉拒%

-DD. 年 1D 月 1, 日!-神舟 , 号*载人航天飞船搭载着我国第一名航
天员杨利伟顺利升空并安全返回!使我国成为世界上第 . 个具有载人航
天能力的国家%
另据媒体报道!我国还将在 -DDB 年发射-神舟 B 号*太空飞船’-神

舟 2 号*则将有可能与一架飞行器进行太空对接% 此外!我国最近还公布
了建设载人空间站和在 -D1D 年前发射无人月球探测器的计划! 并将在
-DD3 年招考第一批女航天员%

!封面文字说明!

!神舟 3号"圆满完成载人航天飞行任务

!&


