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组#

E

组(生理盐水组!共免疫
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次'利用酶联免疫吸附实验"
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$测定免疫后大鼠唾液分泌型
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$抗

体水平!通过免疫组织化学检测鼻黏膜目的蛋白的表达'结果
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组基因疫苗免疫
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抗体水平在免疫第
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周开始上升!
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周逐步上升!于第
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周达到高峰!自第
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周开始缓慢下降!第
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周抗体基本降到免疫前水平'

G

组及
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组的抗体水平较低且无明显起伏变化'含有
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免疫佐剂重组质粒免疫组可诱导更高水平的抗体反应'免疫组织化学观察到鼻黏膜组织黏膜固有层存在目

的蛋白的表达#
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牙周炎基因

疫苗能够成功诱导实验大鼠共同黏膜免疫系统产生免疫应答!具有免疫原性'
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作为牙龈卟啉单胞菌基因

疫苗的佐剂可增强免疫效果'
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牙周病以其较高的发生率及危害性影响着
$

"

'

成人及超过
$

"

1

的
);

岁以上老年人的牙齿健康%同

时与全身的一些系统性疾病也有一定关系)因此%探

寻一种能够有效预防和治疗牙周病的方法对解决牙

周病带来的各种危害有着重要的现实意义)研究认

为%牙周病是由寄生菌以菌斑生物膜为主要的存在形

式%寄生于口腔及局部微生态环境%使一些厌氧致病

菌滋生*定植并破坏宿主的细胞结构引起的'

$

(

)牙龈

卟啉单胞菌#

V"<

4

2

Q

<"8",9+

I

#,

I

#N9:#+
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V&

I

$利用补

体系统诱发菌群及微环境失调%破坏宿主的防御系统

而引发病变%目前普遍认为对于慢性牙周病具有明确

的致病作用'

1

(

)

V&

I

黏附定植于宿主细胞%是发挥破

坏作用的基础)

V&

I

表面含有菌毛*牙龈素*脂多糖*

外膜蛋白*血凝素和蛋白酶等大量毒力因子%其中表

面重要的致病因子菌毛和牙龈素在
V&

I

的黏附和定

植中起重要作用)菌毛蛋白#

P#8M<#::#,

%

A#8>

$作为

菌毛主要的亚单位%是菌毛发挥黏附作用的重要因

子)在口腔环境中%

A#8>

可通过与宿主细胞外部分

子特异性地结合来促进细菌的定植%以及与牙菌斑内

其他菌体表面蛋白相结合进一步促进菌斑生物膜成

熟而发挥致病作用)牙龈素作为特异性半胱氨酸蛋

白酶%编码基因分别为
<

I4

>

*

<

I4

F

和
5

I4

)其中
<

I

.

4

>

基因包括血凝集素黏附结构域#

2789

II

:O3#,#,>

%

@>

$和催化结构域)

@>

基因又分为编码
@>$

!

0

结构域的
0

段%其中
@>1

为
V&

I

的关键区域)有文

献显示菌毛的表达可影响牙龈素的合成%而牙龈素亦

可通过其蛋白水解活性影响菌毛的成熟%二者在黏附

过程中可能是协同发挥作用'

'

(

)因此%本实验选择联

合使用
A#8>

和牙龈素抗原基因构建的基因疫苗作

为免疫原%通过黏膜免疫的方式作用于
DE

大鼠%观察

其对于
DE

大鼠牙周炎产生的免疫防御作用)本实验

组前期已经成功制备了牙周炎基因疫苗
4

=>?$.

@>1.A#8>

*

4

=>?$.@>1.A#8>

"白细胞介素#

BC

$

.

$;

'

0

(

)并证实目的基因
@>1

*

A#8>

在
8JY>

水平

能够被正确表达%以及制备了相应的蛋白抗原%应用

聚合酶链反应#

VGJ

$*

Z7+37<,M:"3

*酶联免疫吸附实

验#

HCBD>

$等证实目的基因在体外能够被正确表达)

本次实验在前期基础上%通过牙周炎基因疫苗经鼻黏

膜免疫
DE

大鼠后%检测唾液中相关的特异性抗体水

平变化%观察该基因疫苗的免疫原性)初步探索牙周

病基因疫苗免疫防治牙周病的机制及可行性%同时为

下一步牙周炎基因疫苗的临床应用奠定基础)
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材料与方法
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实验动物
!

-

周龄的
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雌性大鼠
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只%体

质量
$;%
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左右%购自第三军医大学野战外科研究所
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%空

载体
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抗原为课题组前期构建和

保存)
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%
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%辣根过氧化物酶标记的

单抗大鼠
B

I

>

#基因有限公司%中国$&戊巴比妥钠#哈

灵生物科技有限公司%中国$&

1̂

硝酸毛果芸香碱#山

东正大福瑞达制药有限公司%中国$)
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方法
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主要试剂配制
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相关试剂配置详见参
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实验动物分组与免疫
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只
-

周龄雌性
DE

大鼠平均分组%每组
/

只)实验组!

>

*

F

组%对照组!

G

*

E

组)具体如下!

>

组
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组&

F

组
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BC.$;

组&

G

组
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=>?$

组&

E

组生理盐水组)在第
%

*

-

*

$0

天对大鼠进行牙周炎基

因疫苗免疫%免疫途径为双侧鼻黏膜免疫)免疫剂量

为
1%%

#

I

+次X$

+只X$

#

$

#

I

"

#

C

$%免疫次数为
'

次)

I&J&K

!

标本采集
!

唾液标本采集时间!免疫前
$!

及

免疫后每周%连续收集
(

周)采集方式!腹腔注射药

物%

1̂

硝酸毛果芸香碱#

%&'8C

"

$%%

I

$%约
$8#,

后

开始收集唾液%每只收集量约
%&;8C

)

0_

%

$1%%%

<

"

8#,

离心
$;8#,

%弃杂质沉淀%

X/%_

保存备用)

I&J&L

!

唾液中分泌型
B

I

>

#

+B

I

>

$抗体水平检测
!

采

用间接
HCBD>

法)以交叉连续稀释分析法确定出酶

标抗体过氧化酶标记羊抗大鼠
B

I

>

最佳工作比例为

$̀ 0%%%

%

@>1

*

A#8>

抗原最佳包被浓度为
1&;

#

I

"

8C

&唾液标本最佳稀释比例
$`0

)按浓度梯度包被

()

孔酶标板%

;̂ FD>

封闭%每孔加入
$%%

#

C

唾液标

本'含吐温
X1%

的磷酸盐缓冲液#

VFDL

$

$̀ 0

稀释()

'-_

湿盒温育
12

%加入
$%%

#

C

辣根过氧化物酶标记

羊抗大鼠
B

I

>

抗体#二抗%

$`0%%%

$%加入底物显色%

酶标仪检测记录
0;%,8

处吸光度#

.

0;%

$值)

I&J&M

!

免疫部位目的蛋白的表达的检测
!

免疫后第

;

周每小组取
1

只大鼠处死%分离鼻黏膜%固定*包埋%

;

#

8

连续切片%免疫组织化学检测)先进行抗原修

复#

@>1

!

%&%$8":

"

C

柠檬酸缓冲液%加热
$%&;8#,

&

A#8>

!

%&%$8":

"

C

柠檬酸盐缓冲液%加热
$1&%8#,

$)

所用抗体如下!一抗为根据预实验确定的
@>1

*

A#8>

#

$̀ 1%%

$%阴性对照以磷酸盐缓冲液#

VFD

$代替一抗%

0 _

过夜&二抗为
@JV

标记的第二抗体%

'- _

1%8#,

)二氨基联苯胺#

E>F

$染色液显色%常规透

明*脱水和封片)
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统计学处理
!

采用
DVDD1$&%

统计软件分析)

所有计量资料以
LaD

表示%多组之间比较采用单因

素方差分析法&两组间比较方差齐用
CDE

检验%方差

不齐用
L9829,7

检验)以
J

$

%&%;

为差异有统计学

意义)

J

!

结
!!

果

J&I

!

唾液中特异性抗体检测唾液中
+B

I

>

型抗
@>1

抗体水平的观察
!

第
$

周开始%实验组抗体即产生%

1

!

;

周逐步上升%第
;

周达到高峰&抗体水平从第
)

周开始下降%第
(

周逐渐接近免疫前水平)对照组维

持较低抗体水平且起伏变化不明显)

F

组免疫诱导

的唾液
+B

I

>

型抗
@>1

抗体水平比
>

组高%第
/

周
>

组抗体水平接近免疫前%而
F

组在第
(

周表现出此现

象#图
$

*表
$

$)

J&J

!

唾液中
+B

I

>

型抗
A#8>

抗体水平的观察
!

免

疫第
$

周%实验组抗体水平出现升高%

1

!

;

周逐步上

升%于第
;

周达到高峰)第
)

周开始%抗体平逐渐下

降%其中
>

组下降速度较明显%第
(

周抗体水平与免

疫前接近)

G

组及
E

组维持较低抗体水平且起伏变

化不明显)

F

组免疫诱导的唾液
+B

I

>

型抗
A#8>

抗

体水平较
>

组高#图
1

*表
1

$)

图
$

!!

大鼠唾液中
+B

I

>

型抗
@>1

抗体水平趋势图

图
1

!!

大鼠唾液中
+B

I

>

型
A#8>

抗体水平趋势图

表
$

!!

各组
DE

大鼠唾液中
+B

I

>

型抗
@>1

抗体
.

0;%

值组间比较
J

值

组别
时间#周$

% $ 1 ' 0 ; ) - / (
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表
1

!!

各组
DE

大鼠唾液中
+B

I

>

型抗
A#8>

抗体
.

0;%

值组间比较
J

值

组别
时间#周$

% $ 1 ' 0 ; ) - / (
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>BD&E %&1-0 %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%0 %&'0'

FBD&G %&%;' %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%'/

FBD&E %&%;$ %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&%%% %&$%1
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组&

F

!

4

=>?$.@>1.P#8>

"

BC.$;

组&

G

!

4

=>?$

组&

E

!生理盐水组

图
'

!!

@>1

蛋白免疫组织化学定位&

b0%%

'
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年
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月第
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!!

>

!

4

=>?$.@>1.A#8>

组&

F

!

4

=>?$.@>1.A#8>

"

BC.$;

组&

G

!

4

=>?$

组&

E

!生理盐水组

图
0

!!

A#8>

蛋白免疫组织化学定位&

b0%%

'

J&K

!

鼻黏膜目的蛋白的表达
!

@>1

蛋白在鼻黏膜固

有层中黏液性腺泡*腺体及部分巨噬细胞质内见棕黄色

目的蛋白的表达%阳性染色在对照组没有出现#图
'

$)

A#8>

蛋白在鼻黏膜固有层中黏液性腺泡*腺体*骨骼

肌*部分巨噬细胞质及细胞间质中见棕黄色目的蛋白的

表达%阳性染色在对照组没有出现#图
0

$)

K

!

讨
!!

论

!!

自从明确了
V&

I

在牙周炎中产生的影响以来%利

用
V&

I

毒力因子的抗原开发相关牙周病疫苗一直为该

领域研究热点)有研究用基因疫苗
4

GLC>0.P#8>

免

疫小鼠%观察到血清中特异性抗体
B

I

\

%唾液中特异性

抗体
B

I

>

增强%小鼠牙槽骨水平与免疫前相比吸收程

度降低'

).-

(

)

\BFDcY

等'

/

(也认为
<

I4

>

基因疫苗较
<

I

.

4

F

能更有效地抑制牙槽骨吸收)研究发现在牙周炎患

者的血清和龈沟液中存在
V&

I

的特异性抗体%特异性

抗体与疾病严重程度相关'

(

(

%表明宿主的防御机制发生

了激活%虽然其产生抗体不能完全消除
V&

I

的感染%但

这也提示可以通过开发针对
V&

I

的基因疫苗去预防

V&

I

诱导的牙周炎)

黏膜免疫作为人体的第一道防线%可以提供高效

的保护作用)然而%大多数商业疫苗全身输送%只诱导

体液免疫保护%而没有病原体特异性黏膜免疫'

$%

(

)鼻

黏膜滴注免疫方式可以成功诱导体液免疫及黏膜共同

免疫%具有无需专业人员操作即可大面积接种%给药方

便安全%无痛苦%易接受等特点%对疫苗的推广普及具有

重大意义)而且%鼻黏膜的血管及淋巴组织丰富%不规

则程度更高%与其他部位黏膜相比更具有渗透性'

$$

(

%更

有利于抗原的摄取)本实验所使用的牙周炎基因疫苗

4

=>?$.@>1.A#8>

*

4

=>?$.@>1.A#8>

"

BC.$;

是前期

由课题组以
A#8>

与
@>1

联合%串联细胞因子
BC.$;

所构建)通过对
DE

大鼠进行免疫观察发现%各实验组

特异性抗体水平均较对照组及免疫前水平高%在免疫第

;

周抗体水平达到高峰)这可能与以鼻黏膜免疫作为

免疫途径%从而诱导机体产生了体液免疫应答及黏膜共

同免疫系统的免疫应答的效应有关)

黏膜免疫反应和口腔中防御病体入侵的主要免疫

球蛋白均为
+B

I

>

)

+B

I

>

主要来源于黏膜中的
F$

细胞%

BC.$;

可以特异性地作用于被抗原致敏的
F$

细胞%诱

导并促进其增殖'

$1

(

)国内有学者也证明
BC.$;

对于基

因疫苗产生的免疫反应是有正向调节作用的'

$'

(

)因

此%本实验以检测唾液之中
+B

I

>

型特异性抗体的水平

作为观察指标%并直接将
BC.$;

基因串联入重组质粒

中%避免了免疫操作复杂等问题)在疫苗免疫的过程

中%由于免疫原性较弱%常常导致免疫耐受的发生%因而

免疫佐剂便被应用于激发较强的黏膜免疫应答)目前

黏膜免疫常用的佐剂包括肠毒素#

GL

$和霍乱毒素

#

CL

$%细胞因子也可作为佐剂增强
EY>

疫苗的黏膜

免疫效果)本实验中选用
BC.$;

作为免疫佐剂来增强

免疫效应%在实验中疫苗免疫组
4

=>?$.@>1.A#8>

"

BC.$;

相比免疫组
4

=>?$.@>1.A#8>

抗
@>1

*

A#8>

特异性抗体水平更高%且使用
BC.$;

佐剂免疫组抗体下

降程度稍缓%这说明
BC.$;

佐剂的使用可能有助于维持

抗体高水平的持续时间%可以作为牙龈卟啉单胞菌疫苗

的佐剂有效增强抗体的免疫水平)免疫后局部鼻黏膜

组织进行免疫组织化学检测目的蛋白%显示在鼻黏膜骨

骼肌*巨噬细胞*腺体和腺管内可见
A#8>

的表达%由于

其该蛋白为分泌型蛋白%可见其呈现弥散状分布于细胞

质及细胞间质中)

本研究表明%以
@>1

*

A#8>

基因联合的牙周炎基

因疫苗能够成功诱导实验大鼠共同黏膜免疫系统产生

免疫应答%对于牙周炎的预防有潜在价值)

参考文献

'

$

(

[cCHYFJ>YEHJVH

%

V>C]HJJd

%

VHJB>D>]WD

%

73

9:&c<9:8O:3#+

4

76#7+M#"P#:8!7N7:"

4

87,39,!32757

Q

<":7"P

67::.67::!#+39,67

'

d

(

&Y93J7N]#6<"M#":

%

1%$%

%

/

#

-

$!

0-$.0/%&

'

1

(

Lc[eLc]BA

%

Z>E>.L>[>@>D@BD

%

De\BW>]>D

%

739:&V"<

4

2

Q

<"8",9+

I

#,

I

#N9:#+.#,!O67!9:N7":9<M",7:"++#+

9667:7<937!#,327+3<"57

4

<",7+

4

",39,7"O+:

Q

2

Q4

7<37,+#N7<93

'

d

(

&><62#N7+"Pc<9:F#":"

IQ

%

1%$;

%

)%

#

)

$!

($$.($/&

'

'

(

DG@HY[HBY @ >

%

CccDF\&B,P:98893"<

Q

87629,#+8+

:#,5#,

I4

7<#"!",39:!#+79+7+3"69<!#"N9+6O:9<!#+79+7+

'

d

(

&d

V7<#"!",3":

%

1%$'

%

/0

#

0DO

44

:

$!

D;$.)(&

'

0

( 苗晨琛
&

牙龈卟啉单胞菌
@>1

*

P#8>

基因重组质粒的构建及

其表达的研究'

E

(

&

遵义!遵义医学院%

1%$)&

#下转第
$)1(

页$

01)$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
$%

期



Hf@1

作为
VGJ1

的催化亚基%能抑制转录%进而

影响到下游重要的信号通路%在染色体水平调节基因

活性%在干细胞的更新与维持中发挥重要作用'

(.$%

(

)

有研究观察到%

YDG+

向不同方向增殖分化时%

Hf@1

表达水平存在明显差异'

$$.$1

(

!增殖的
YDG+

中高度表

达%在
YDG+

向神经元细胞分化时%

Hf@1

表达水平降

低%在
YDG+

向星形胶质细胞分化时%

Hf@1

表达完全

停止%在
YDG+

向少突胶质细胞分化过程中%从少突

胶质前体细胞分化到不成熟少突胶质细胞期间%

Hf@1

维持高水平表达'

$'

(

)在本研究中%成功过表达

和干扰
Hf@1

基因的表达之后%分别能够促进和抑制

YDG+

的增殖%影响细胞进入细胞周期的速度%而对细

胞凋亡水平并未见显著影响&因而设法调节移植

YDG+

中
Hf@1

基因的表达可以起到调控
YDG+

增殖

的作用)另外%进一步的研究还发现%过表达
Hf@1

基因%能够促进增殖相关蛋白
G

Q

6:#,E$

和
6.]

Q

6

的

表达%这可能是其调控细胞增殖潜在的分子机制%而

具体的信号途径还需要进一步的分析和研究)

本实验结果表明%

Hf@1

能够在体外调控
YDG+

的增殖%为临床细胞学治疗脊髓损伤及相关疾病提供

了实验依据)
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