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摘 　要 :抗独特型抗体是针对抗体可变区的抗原决定簇 (独特型) 产生的特异性抗体 ,其中 Ab2β是初始抗原在体内

的“内影像”(internal image) ,由于可模拟初始抗原而广泛应用于疫苗研究、肿瘤免疫、移植耐受、自身免疫病、食品安

全等方面。对近年来抗独特型抗体的研究进展进行综述。
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Abstract : Anti2idiotypic antibody is a kind of special antibody activated by antigenic determinant of antibodyπs variable region.

The anti2idiotypic antibody Ab2β has been applied to a number of domains of biological research such as vaccine development ,

tumor immunity , transplantation tolerance , autoimmune diseases and food safety , because it is the internal image of initial antigen

in the body and can simulate the initial antigen. The recent advances in the research of anti2idiotypic antibody were introduced.
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　　丹麦免疫学家 Jerne 于 1974 年提出了在独特型

决定簇与抗独特型决定簇之间相互识别、相互作用

基础上的“免疫网络学说”(immune network theory) 。

该学说在承认细胞系选择学说的基础上 ,认为免疫

应答并非仅由某个单一克隆细胞的激活而实现。独

特型决定簇具有自身免疫原性 ,体内存在能识别自

身独特型决定簇的淋巴细胞。机体接受外来抗原刺

激时 ,能识别外来抗原的淋巴细胞克隆首先被激活 ,

产生针对外来抗原的抗体 (antibody ,Ab1 ) ,随后能识

别某一个克隆独特型决定簇的第 2 个克隆被激活 ,

产生抗独特型抗体 (Ab2 ) ,依次类推还可以有第 3 个

(Ab3 ) ,第 4 个 (Ab4 ) ⋯⋯。这些克隆相互制约 ,相互

连锁 ,形成一个闭合型、多层次级联网络。网络的主

要作用是抑制抗体的产生 ,因为只有抑制才能保持

机体的免疫自稳状态 ,使抗体维持在一定水平上。

否则 ,抗体无休止地产生 ,反而会使机体患免疫病。

免疫系统网络学说已经被实验所证明 ,有力地促进

和指导了基础免疫学的研究和发展。独特型

(idiotype ,Id)即位于抗体分子可变区的抗原决定簇 ,

是位于抗体可变区内高变区的遗传标志。本质上 ,

Id 的差异是由抗体轻链可变区 (VL ) 和抗体重链可

变区 (VH) 内高变区氨基酸序列不同所致。这种氨

基酸序列的差异也是抗体特异性的分子基础 ,不同

特异性的抗体分子其独特型也不同。独特型由若干

表位组成 ,称为独特位 (idiotope) ,它可刺激机体产生

相应的抗体 ,即抗独特型抗体 (anti2idiotypic antibody ,

AId) 。本文就近年来抗独特型抗体的研究进展进行

综述。

1 　抗独特型抗体的类别

根据 AId 与 Id 反应的特点和 AId 的功能 ,AId

分为 Ab2α、Ab2β、Ab2γ、Ab2δ 4 类[1 ] 。Ab2α可识别 Ab1

上与骨架结构有关的独特型决定簇 ,Ab2α与 Ab1 结

合不影响 Ab1 与抗原的结合 ,属于半抗原非抑制性

的 Ab2 。Ab2β可识别 Ab1 上与抗原互补的决定簇 ,能

完全抑制抗原与 Id 的结合 ,具有类似抗原的结构 ,

可以模拟抗原 ,产生与抗原相同的生物学效应 ,被认

为是外部抗原在机体免疫系统中的“内影像”

(internal image) 。Ab2β具有下列特点 : (1)能特异性与

不同种属个体产生的 Ab1 反应 ; (2)能特异性与不同

类抗体 Ab1 反应 ; (3) Ab2β与抗原能竞争性地结合

Ab1 ,二者之间存在竞争性抑制作用 ; (4)能诱导不同

种属个体产生特异性免疫应答。由于具有上述特

性 ,Ab2β得到了广泛的关注和应用。Ab2γ可识别 Ab1

分子上与抗原互补位相关的决定簇或互补决定位 ,

能抑制或部分抑制 Ab1 与抗原的结合 ,属于半抗原

抑制性 Ab2 。Ab2δ可识别 Ab1 框架结构上的独特型
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决定位 ,同时亦可识别抗原表位。

2 　抗独特型抗体 Ab2β的制备

由于抗独特型抗体 Ab2β具有模拟抗原的特性 ,

在生物医学方面得到了广泛应用 ,因此抗独特型抗

体 Ab2β的制备尤为重要。目前关于 Ab2β的制备主要

包括细胞工程和基因工程 2 种方法。

2. 1 　细胞工程

2. 111 　利用多克隆抗体技术生产抗独特型抗体 　

选用多克隆抗体技术制备 AId 主要是考虑 AId 除在

自身体内产生外 ,还可在异体以及异种动物中诱导

产生 ,且异种动物免疫时 ,免疫原性较高 ,可产生较

高滴度的 AId。一般多通过 Ab1 免疫白兔而得到 ,

剂量为 200～1 000μgΠ次 ,免疫兔血清可通过离子交

换层析或亲和层析等方法提取纯化 ,纯化后进行抗

体质量的鉴定 ,包括抗体的效价和相对亲和力等

测定。

利用多克隆抗体技术制备 AId 操作简单 ,费用

少 ,但如果需要量大 ,需要多次制备 ,同时需要除去

抗同种型抗体 ,而且每次制备 AId 之间的免疫化学

性质没有均一性 , 血清的后期纯化工作也较为

繁琐[2 ] 。

21112 　利用单克隆抗体技术生产抗独特型抗体 　

虽然采用杂交瘤细胞融合技术制备单克隆抗独特型

抗体的前期制备过程较复杂 ,费用高 ,但若制备成

功 ,可一劳永逸地获取足够量的抗体 ,具有更高的实

用性。这种方法的关键是先制备出初始抗原的单克

隆抗体 Ab1 ,作为免疫原。有人认为使用 Ab1 全分

子免疫时 ,由于作为功能成分的 ,位于高变区的抗原

决定簇十分微小 ,免疫原性无法与分子量较大的 Fc

段上的抗原决定簇相比 , 因此对同种动物的免疫必

须加大免疫原的剂量 ,但又要不致于大到引起动物

产生免疫耐受。有文献报道 ,硝酸纤维素膜皮下包

埋免疫法不仅免疫时间短 ,免疫原用量少 ,免疫效率

高 ,而且操作方便、快捷[3 ] 。

除了用单克隆抗体 Ab1 直接免疫外 ,也有人主

张将抗体酶切后 ,将 Ab1 的 Fab 段 (fragment antigen

binding ,Fab) 分离纯化后再进行免疫[4 ] 。制备 Ab1

的 Fab 片段传统的方法是用木瓜蛋白酶水解 ,但用

木瓜蛋白酶水解 Ab1 时可能会破坏 Fab 片段结合位

点[5 ] 。近年来国外采用了聚合电解质复合物的方法

制备 Fab 片段 ,原理是先将抗原与聚阳离子 (N2ethyl2
42vinylpyridinium bromide)共价结合 ,再加入抗体和木

瓜蛋白酶 ,抗体在和抗原结合的情况下被木瓜蛋白

酶水解 ,然后加入聚阴离子 (methacrylic) ,通过调节

pH值使已被酶切的 Fab 与抗原聚阳离子和聚阴离

子形成复合物沉淀 ,最后经过洗脱得到具有活性的

Fab 片段。这种方法的优点是木瓜蛋白酶的用量还

不到传统方法的十分之一 ,并且保护了抗体 Fab 上

的结合位点。此外 ,在纯化 Fab 片段时常采用蛋白

A 和蛋白 G的亲和层析法、离子交换、凝胶过滤等方

法 ,有时需几种方法联用。目前 Gradiflow 电泳技术

已成为纯化 Fab 片段的另一种可供选择的方法[6 ,7 ]
,

该方法可一步纯化 Fab 片段 ,它是利用了 Fab 片段、

Fc 片段和未消化的 IgG等电点的不同 ,在已知孔径

的聚丙烯酰胺膜上形成的电场中 ,根据蛋白质所带

电荷的不同或分子量的不同进行分离 , Fab 片段和

Fc 片段的分子量都是 50 kDa ,可利用所带电荷不同

进行分离 ;Fab 片段和未消化的 IgG可利用分子量不

同进行分离。Gradiflow 电泳技术纯化 Fab 片段快速

方便 , 只需 10 min 就可得到纯化的 Fab 片段。

Gradiflow电泳技术还可用于纯化 IgG 的 F ( ab’) 2

片段[7 ] 。

但在用杂交瘤细胞融合技术制备 AId 的过程

中 ,细胞融合的成功率不到 20 % ,阳性率仅在 1 % ,

远低于 Ab1 类单克隆抗体[3 ,8 ]
,这也印证了 Ab1 独特

型表位的抗原性很弱 ,可根据实际情况与大分子蛋

白偶联并辅以佐剂以提高免疫原性。

212 　基因工程 　基因工程制备 AId 包括 2 部分内

容 :一是用抗体库技术筛选新的单克隆 AId 和对抗

体性能的改良 ;二是用 DNA 重组技术对已有的单克

隆 AId 进行改造 ,包括鼠单克隆 AId 的人源化 ,小分

子抗体及抗体融合蛋白的制备。以下介绍利用抗体

库技术生产 AId。

噬菌体展示技术 (phage display technology) 　噬

菌体展示技术最初发表于 1985 年 ,将蛋白质分子或

肽段的基因克隆到丝状噬菌体的基因组 DNA 中 ,与

噬菌体的外壳蛋白质形成融合蛋白质 ,使该异源分

子呈现于噬菌体表面[9 ] 。制备 AId 时常用的方法是

用初始抗原或单克隆抗体免疫 BalBΠc 小鼠 ,取脾细

胞提取总 mRNA ,然后经 RT - PCR 分别扩增抗体 VH

和 VL cDNA(complementary DNA ,cDNA) ,两者经连接

DNA 连接形成 ScFv ( single2chain fragment variable)

DNA ,将 ScFv DNA 克隆到噬菌体基因组 DNA 中再

转化于大肠杆菌 ,建立重组噬菌体抗体 ScFv 文库 ,

以初始抗原的单克隆抗体对 ScFv 文库进行筛选[10 ] 。

此方法的关键是要建立大容量的抗体库 ,抗体库中

必须含有所要的抗体才能通过抗体库筛选技术筛选

出所要的抗体。在建立抗体库时有人采用半合成抗

体库[11 ]
,也筛选到了所需 AId。噬菌体展示技术具

有简便、快速、经济等特点 ,避免了利用杂交瘤技术

制备该抗体周期长 ,尤其是存在鼠源性蛋白反应的
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问题。

3 　抗独特型抗体 Ab2β的鉴定

311 　免疫学鉴定

31111 　 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 ( enzyme2linked

immunosorbent assay , ELISA) 　抗原 - 抗体结合抑制

实验 　该方法是国内外公认的用杂交瘤细胞融合技

术制备抗独特型抗体时筛选 Ab2β的方法[12 ]
,是根据

抗原结合部位相关独特型的 Ab2β可以抑制该抗体与

抗原结合的原理而设计的实验。一般多采用兔的多

克隆抗体包被 ,加入 AId ,AId 与初始抗原的混合物

(两者的含量比例可以不同) 以及纯化的初始抗原。

同时将融合小鼠的阳性血清和无细胞的培养孔内的

培养液作为阴性对照 (上述各检测孔中的 AId 含量

保持一致) ,再用酶标记的羊抗鼠抗体显色 ,测量

450 nm 或 490 nm 处的 (根据酶的底物决定) 吸光度

( A) 。如果随着初始抗原浓度的升高 ,吸光度随之

降低 ,说明初始抗原和 AId 相互间存在竞争 ,也证明

了 AId 具有模拟抗原结合位点的特性。

中和试验 　将待检的融合细胞上清液先与不同

稀释度的 Ab1 在37 ℃中和吸收 1 h ,加入用不同稀

释度 Ab1 包被的酶标板 ,ELISA 法测 A 值。若 A 值

随 Ab1 稀释度的增加而增加 ,而正常鼠血清对照无

此现象 ,则认为是抗独特型抗体阳性[13 ] 。

31112 　流式细胞术 (flow cytometry method ,FCM) 　流

式细胞术是对单细胞定量分析和分选的新技术。在

Ab2β的鉴定中 ,若知道 Ab2β所模拟的抗原在体内的

靶细胞受体 ,可采用活细胞荧光染色与流式细胞仪

鉴定 Ab2β
[14 ] 。

31113 　免疫组织化学定位 ( immunohistochemical

localization) 　免疫组织化学又称免疫细胞化学 ,是

指带显色剂标记的特异性抗体在组织细胞原位通过

抗原抗体反应和组织化学的呈色反应 ,对相应抗原

进行定性、定位、定量测定的一项新技术。将 Ab2β所

模拟的抗原作用于体内靶细胞的组织 ,固定后制成

切片 ,一抗为需要鉴定的 Ab2β ,二抗为酶标记或荧光

素标记的抗抗体。若结果为阳性认为是 Ab2β
[15 ] 。

312 　生物学鉴定 　将需要鉴定的 Ab2β (Ab2 ) 免疫

BalBΠc 小鼠 ,在不同时间 (50 d 和 65 d) ,采尾静脉血

用间接 ELISA 检测血清中有无针对抗原的抗体产

生 ,以确定需要鉴定的 Ab2β能否模拟抗原的抗原

性[3 ,15 ] 。Ab3 的鉴定也可采用免疫组织化学定位 ,确

定 Ab3 与抗原的结合位点是否和 Ab1 相同 ,若相同

可鉴定 Ab2β是模拟初始抗原的 AId
[16 ] 。对于一些模

拟致病性抗原的 Ab2β还可采用感染保护实验 ,将

Ab2β免疫小鼠 ,以正常小鼠设立对照 ,用致病性抗原

感染小鼠 ,比较免疫后的小鼠和正常小鼠的感染率

或死亡率。小鼠生物实验是鉴定 Ab2β直接有效的

方法。

4 　抗独特型抗体 Ab2β的应用

411 　在疫苗研究中的应用 　抗独特型抗体 Ab2β作

为抗原的模拟物 ,可代替病原体 ,诱导机体产生抗病

原体的特异性免疫应答[17 ] ,即所谓抗独特型疫苗。

迄今为止 ,抗独特型疫苗主要应用于肿瘤免疫方面。

如应用于结肠癌病人[18 ]
,可减缓病情发展、肿瘤的

转移并延长病人存活。但与传统疫苗相比 ,Ab2β的

免疫原性较弱。因此抗独特型疫苗可与佐剂联用以

提高免疫原性 , 根据不同肿瘤的特性可选择恰当的

佐剂。在对结肠癌的研究中发现 ,抗独特型抗体疫

苗与低聚核苷酸 Cp G联用比与完全福氏佐剂 CFA

联用更能提高抗肿瘤的免疫应答[19 ]
;白细胞介素 -

6 ( IL - 6) 与抗独特型抗体的融合蛋白质可有效地提

高体内抗恶性卵巢癌的体液免疫应答 ,因为 IL - 6

是促进 B 细胞成熟 ,增强 B 细胞功能的细胞因子 ,

也是浆细胞的必需生长因子[20 ] 。近年来 ,随着对单

链可变区抗体研究的不断深入 ,以单链可变区抗体

形式的抗独特型疫苗 ( single2chain fragment variable ,

ScFv)的研究成果已应用于预防和治疗多种疾病。

在抗链球菌的研究中 ,AId ScFv 被认为是一种新的

重要的免疫原 ,不需要添加任何佐剂 ,产生的抗体量

大于抗原基因疫苗产生的抗体量[21 ] 。

412 　抗独特型抗体 Ab2β与移植耐受 　在器官移植

中 ,为了减少移植受体对移植物的免疫排斥作用 ,常

常要使用大量的免疫抑制剂 ,但是使用免疫抑制剂

会产生一些毒副反应。在移植术后移植物主要组织

相容性复合物 (major histocompatibility complex ,MHC)

所诱生的 Ab2可以对排斥反应起抑制作用。如果能

够在移植前在移植受体体内诱导产生与移植物

MHC 具有相同抗原性的 Ab2 ,则可变“被动”为“主

动”,使受体在移植前建立一种免疫耐受状态或降低

移植后受体体内免疫系统对移植物抗原的反应

性[22 ] 。目前已有研究表明 ,Ab2β可以有效诱导小鼠

特异性低免疫反应状态 ,可以明显延长移植物的存

活时间[23 ,24 ] 。

413 　抗独特型抗体 Ab2β与肿瘤免疫 　由于 Ab2β主

要来自鼠杂交瘤细胞 ,为异种蛋白质 ,能激发人免疫

系统产生人抗鼠抗体 ( human anti2mouse antibody ,

HAMA) ,中和并产生毒性免疫复合物 ,降低疗效 ,严

重时引起类似血清病的反应 , 因此无法反复使

用[25 ] 。目前抗独特型抗体的研究 , 已从最初的鼠源
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性 Ab2 , 经过基因工程改造的短肽疫苗 , 发展到现

在的人源化 Ab2 、ScFv 、DNA 疫苗 , 进展很快[26 ] 。如

在对多发性骨髓瘤的研究中 ,人们也发现抗独特型

抗体 ScFv 的基因疫苗能够打破免疫耐受 ,同时能模

拟初始抗原的生物活性 ,诱导很强的体液免疫和细

胞免疫应答 ,诱导肿瘤细胞的凋亡和防止肿瘤的

转移[22 ,27 ] 。

414 　抗独特型抗体 Ab2β与自身免疫病[28 ] 　实验表

明 AId 具有对机体免疫系统进行调节的作用 ,这是

独特型网络维护机体免疫系统自身稳定的一个重要

功能 ,如果调节失常 ,就可能导致自身免疫病的发

生。目前研究发现 AId 产生量过多或过少都有可能

导致自身免疫病。

415 　抗独特型抗体与食品安全 　在食品安全领域

中常常要检测各种食品中含有的有害物质 ,对于一

些有害物质如花生中污染的黄曲霉毒素 ,河　鱼中

带有的河豚毒素的检测 ,需要毒素标准品 ,但目前检

测所需的毒素标准品主要来源于国外 ,不仅价格昂

贵而且受到国外生产商的限制 ,一些毒素还属于生

物战剂 ,遭到国际禁运。此外检测时使用毒素标准

品对实验操作人员存在安全隐患 ,而制备出各种毒

素的抗独特型抗体则可以替代毒素标准品 ,既能检

测食品中有害物质保障实验操作人员安全 ,又能解

决毒素标准品来源困难的问题。

由于抗独特型抗体可以诱导机体产生特异性免

疫应答 ,因此可用于预防一些食物中毒 ,尤其是一些

无特效解毒药的食物中毒。例如河　鱼中毒 ,6～8

h 就可死亡 ,而且到目前为止并无任何特效解毒药 ,

运用抗独特型抗体作为一种主动免疫的方案可尝试

用于预防这类食物中毒。

总之 ,抗独特型抗体的提出 ,给一些疾病的预防

和治疗提供了新的思路 ,并取得了一定的进展 ,相信

随着研究的深入 ,抗独特型抗体将在更多疾病的预

防和治疗上得到广泛应用。
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卫生部关于对修订
速冻预包装面米食品卫生标准意见的复函

卫监督函 (2005) 109 号

河南省人民政府 :

你省《关于商请修订速冻预包装面米食品卫生标准的函》(豫政函 [ 2005 ]18 号) 收悉。我部组织专家进

行了认真的研究 ,现函复如下 :

一、《速冻预包装面米食品卫生标准》( GB 19295 —2003)有一定的科学依据。为做好标准的制定工作 ,该

标准起草组曾组织对上海、江西、湖北、吉林、天津 5 省 (市)速冻预包装面米食品进行检测。在菌落总数指标

制定过程中 ,5 省 (市)共采集生制食品 406 件 ,其中菌落总数 ≤300 000 cfuΠg 占 87163 % ;熟制食品 264 件 ,菌

落总数 ≤10 000 cfuΠg 占 98148 %。霉菌指标制定过程中 ,5 省 (市) 共采集生制食品 82 件 ,霉菌计数 ≤150

cfuΠg占 97156 % ;熟制食品 40 件 ,霉菌计数 ≤50 cfuΠg 为 100 %。食品卫生标准委员会审核认为《速冻预包装

面米食品卫生标准》中微生物指标的设置建立在一定科学调查的基础上 ,基本符合我国国情。

二、食品卫生标准委员会已经开始对食品中微生物限量标准进行统一修订。参照国际惯例 ,标准应该

随着经济和社会的发展适时修订 ,动态管理。由于历史的原因和当时我国的国情状况 ,我国微生物指标设

置体系与国外有着较大的差距。食品卫生标准委员会正在参照国际食品法典标准的规定和国外食品卫生

标准设置情况 ,结合维护我国消费者身体健康和促进食品进出口贸易的需求 ,对食品中微生物指标进行统

一修订 ,我部已要求食品卫生标准委员会将速冻预包装面米食品列入优先考虑的重点食品。欢迎你省速冻

食品企业积极参与 ,提供速冻预包装面米食品中微生物的生产自控和市场监测数据 ,以进一步提高标准的

科学性和可行性。

特此函复。

中华人民共和国卫生部

二 ○○五年五月三十日
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