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摘!要!研究了条件反射性抗体反应增强模型的建立"被试为#L只雄性成年 ]’DH7;大鼠#采用糖精水作为条件

性刺激#一种蛋白抗原卵清蛋白作为非条件性刺激配对给予大鼠#两者结合后#在初次抗体应答下降阶段再次单独

给予条件刺激#用酶联免疫吸附法分时段检测抗体水平的变化"发现条件组在条件刺激后1@#"?#"@天左右抗体

水平明显高于对照组"这一过程与初次抗体应答的规律类似"这些结果证实经一次条件训练#单独给予条件刺激

能诱导出明显的条件反射性抗体反应增高"
关键词!条件反射性免疫增强#动态分析#卵清蛋白#大鼠"
分类号!CN#@

1引 言

!!神经系统可通过条件反射性机制抑制或增强免

疫系统的活动,1%@-"迄今条件反射性免疫抑制已被

许多实验证实#而相对而言条件反射性免疫增强的

研究则少得多#特别是以抗原作为非条件刺激物的

条件反射性免疫应答增高就更少了"给动物一种新

异味觉刺激&如糖精水等’作为条件刺激&+)8/’V
H’)8./DH’6>(>D#OT’#随后立即注射抗原作非条件刺

激&>8+)8/’H’)8./DH’6>(>D#ZOT’#两者结合后单独

再次给予 OT即可诱导出一个抗原特异性的条件反

射性免疫增强反应"
!!最早关于这方面的实验是 -.H7(8’G)*和 O,)V
;’8.&1L"E’做的#但未受关注,E-"后来有人用抗原

作 ZOT诱导出条件反射性肥大细胞分泌,9-"0/.;
等&1LL$’采用巧克力饮品作OT#用一种蛋白性抗原

IFW&G.K,)(.(’6R.H,.6)+K78’8#钥孔血蓝素’作为

ZOT#条件训练后再次给予OT#结果单独 OT刺激没

有诱发出明显的条件反射性抗IFW抗体水平增高#
需一个低于免疫剂量的IFW抗原和OT一起给予才

行,N-"林文娟(W>DB78/等人用卵清蛋白&)*7(B>V
6’8#\[0’作ZOT#糖精水作 OT#条件训练后1#天

再次呈现OT##天后取血测定发现单独 OT诱导出

了对 )*7(B>6’8的抗体免疫应答及 J细胞增殖反

应,L#1?-"这一实验首次提出了采用一次条件训练并

单独糖精水刺激&OT’就诱导出免疫增强的模式#但
该实验没有得到完全成功地验证#单独糖精水并没

能诱导出显著的抗\[0抗体增高#而需配以小剂量

的 \[0才 能 诱 导 出 明 显 的 条 件 反 射 性 免 疫 应

答,11#1"-"此后#0(*7;.b%C);/7等&1LL@’用糖精水

做条件性刺激(腹腔内注射W‘F&,.8.<<%X,’H.(KV
D)bK6.’作为非条件性刺激#训练后再次单独给予糖

精水诱导出了明显的抗W‘F的 2<-(2<&抗体增高#
并且这一过程与正常的二次应答过程相类似,1$-"
值得注意的是该实验程序选择在初次抗体反应已降

至基底水平时再次单独给予OT#并得到了比较稳定

的验证,1##1@-"
!!总之#目前对抗原特异性条件反射性免疫应答

增强的研究甚少#有限的几个实验采用的实验动物(
抗原类型(实验程序也不尽相同"相比于正常的抗

体生成#条件反射性抗体生成的水平要微弱得多#故
建立一个稳定可靠的模型是比较困难的"有的实验

是将 OT和一个很小剂量的抗原一起给予从而诱导

出抗体应答,N#1"-"W>DB78/等人虽然单独用 OT诱
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导出了免疫增高#但需较大的样本含量#且差异显著

性只达到临界范围"0(*7;.b%C);/7等的实验是在

初次抗体反应已降至接近测不出时给予OT"此外#
目前还没有报告对条件反射性抗体增强的发生发展

过程做一完整的描述"故本次实验同样用 \[0作

为非条件性刺激(糖精水作为条件性刺激#一次配对

训练动物后#选择在初次抗体水平开始下降但仍处

于较高水平的阶段给予单独的条件刺激#以检验一

次训练后单独给予糖精水是否能引发一个显著的条

件性抗体增高效应"并在条件刺激后连续分时段采

血检测抗体水平#以动态观察这一反应的整个发生

发展过程#为建立稳定可靠的模型提供依据"

"!材料与方法

#";<实验对象

#L只雄性]’DH7;大鼠#体重约""?U"@?克#鼠
龄约1??天"单笼饲养#温度控制在""?o"?O#1"
小时光f暗交替#每天早9点开始照明"动物入实验

室后先经适应期以适应新环境#此期间动物自由饮

水(取食"单独取"只动物进行卵清蛋白&N?#<f?M
#6(f只#<;7/.[)*7(B>6’8#\[0#T’<67公司产品’
的免疫#随后每隔@天取其尾血测其抗体水平#以观

察初次抗体生成的变化#并找到初次抗体生成水平

开始下降的时段"适应期过后进入 @天控制饮水

期"每天在晚L点将两个水瓶置于每个笼子的前

端#给水1@分钟后撤走水瓶"喂水后抚摩动物约"

分钟#以使其适应以后的实验操作"以后的条件反

射性训练和条件刺激实验均在晚L点进行"
#"#<实验程序

!!在条件反射训练日&第?日’#将#9只动物随

机分成#组!条件反射组&OT<;)>R#8:1E’(条件训

练对照组&OT?<;)>R#8:N’(非条件训练对照组

&AO<;)>R#8:11’和非条件反射组&ZOT<;)>R#8
:1"’"先给予 OT和 OT?组大鼠&T0Of\[0’一瓶

?M"@n糖精水#@分钟后加一瓶清水#一共饮用 1@
分钟#立即腹腔内注射 \[0&N?#<f?M#6(f只#<;7/.
[)*7(B>6’8#T’<67公司产品’#采用这种给水方式

的目的是!保证动物接受到糖精水这种新异刺激#同
时用清水保证动物的正常液体所需)AO和 ZOT组

&]7H.;f\[0’动物均给予两瓶清水#饮用1@分钟后

随即被注射相同剂量的 \[0"此后动物仍给予自

由饮水#直到条件刺激日&第$?日’的前@天#动物

再次经过每晚L!??UL!1@的控制饮水期"此时初

次抗体水平处于开始下降但仍保持一定水平阶段

&见图1’"在条件刺激日#给OT和AO组动物糖精

水#给水方式与条件训练日相同#随即注射?M#6(生

理盐水)OT?和 ZOT组动物给予清水并注射生理盐

水"此后全部动物一直自由饮水#并分时段连续采

尾血&第$@(#?(#@(@?(@@(E?(E9(9#日’"血样经离

心制备成血清#于 %"?p保存#用酶联免疫吸附法

&.8bK6.(’8G./’66>8.D);B.8H7DD7K#‘F2T0’测定

血清中抗\[02<&抗体水平"实验程序见表1"

表;<实验程序

&;)>R ‘aR.;’6.8H7(P7KD

? $? $@##?##@#@?#@@#E?#E9#9#

O)8/’H’)8’8< J.DHH;’7( T76R(.D

OT&8:1E’ T0Of\[0 T0O C())/

OT?&8:N’ T0Of\[0 ]7H.; 0D7B)*.

ZOT&8:1"’ ]7H.;f\[0 ]7H.; 0D7B)*.

AO&8:11’ ]7H.;f\[0 T0O 0D7B)*.

注!T0O糖精水&T7++;’8’)\[0卵白蛋白血清&)*7(B>6’8’

#"9<JHLF6法测定血清中抗EM6LST水平

&1’用浓度为16<f6(的\[0包被LE孔板#在
#p下过夜"用 =CT&含?M?@n的 JX..8"?’洗板"
次#再用双蒸水洗1次"&"’将板甩干后#用1n的

牛血清白蛋白&CT0#北京中山生物技术有限公司’
&含 ?M??@#(JX..8"?f6(’在 室 温 下 封 闭 1小 时

&1??#(f孔’"洗板&同上’"&$’将1!"??稀释的

待测血清加入LE孔板中&1??#(f孔’#$9p下孵育1
小时"洗板&同上’"&#’用辣根过氧化物酶标记的

山羊抗%大鼠2<%&抗体&北京中山生物技术有限

公司’&稀释度1!N???’在$9p下孵育1小时&@?#(
f孔’"洗板&同上’"&@’用自配的过氧化物酶底物

加入LE孔板&1??#(f孔’#室温下放置约@分钟#到
颜色充分显现#用"A硫酸中止反应&@?#(f孔’"在
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酶标仪&美 国 C2\% 0̂P公 司’上 读 吸 光 度&\P
值’"过氧 化 物 酶 底 物 的 配 方 为!0:?M1- A7"
W=\#)C:?M?#n邻苯二胺&\%R,.8K(.8./’76’8.#
\=P’溶于?M1-柠檬酸"0和 C以"!1的比例混

合后#加入?M?$nW"\"混合均匀即为工作液"
#"!<统计方法

!!各组动物在各个时点的抗体\P值用T=TTNM?
软件包中的多因素方差分析&&F-<.8.;7(S7+H);’7(
787(KD’D)S*7;’78+.’进行分析"此外用单因素方差

分析&\8.%]7K0A\[0’的R)DH,)+T+,.SS.分析在

各个时点的组别差异"差异显著性设为Eg?C?@"

图1\[0免疫后初次抗体生成曲线 &-oT‘’

$!结果

!!图1显示初次抗 \[02<&抗体生成的变化曲

线#可以看出初次免疫后在 1?天左右抗体开始表

达#1@天时水平急剧升高#"?天左右达到峰值#$?
天时下降较明显但表达仍较强烈#该时点被选作条

件刺激日"

图"!条件刺激后@#1?#1@#"?#"@#$?#$9###

天抗\[02<&抗体水平&-oT‘’

!!图"显示为各组动物在条件刺激后@(1?(1@(
"?("@($?($9(##天&即第?($@(#?(#@(@?(@@(E?(
E9(9#实验日’时的抗 \[02<&抗体表达的情况"

多因素方差分析显示有非常显著的组别差异&H;.7HV
6.8H.SS.+H#D&$#$1#’:1EMLL")Eg?M???1’(取血

时间差异&/7KD.SS.+H#D&9#$1#’:LM@?")Eg?M
???1’及交互作用&H;.7H6.8Hm/7KD’8H.;7+H’)8#D
&"1#$1#’:1M99#)Eg?M?@’"!单因素方差分析

显示在第#@(@?(@@日有非常显著的组别差异!第

#@日#D&$##$’:@M1@@#Eg?M?1)第@?日#D&$#
#$’:9M@L$#Eg?M??1)第@@日#D&$##$’:9M@#"#
Eg?M??1"进一步 =)DH,)+T+,.SS.分析发现 OT组

的抗体\P值明显高于其他$个对照组!OT6#OT?
组 &于第#@日#Eg?M?@)第@?日#Eg?M?1)第@@
日#Eg?M?"’)OT6#ZOT组 &于第#@日#Eg?M?@)
第@?日#Eg?M?1)第@@日#Eg?M?1’)OT6#AO
组 &于第#@日#Eg?M?@)第@?日#Eg?M?"#第@@
日#Eg?M?1’"OT?(ZOT(AO组在各个时点上没有

明显差异&E4?M?@’"

#!讨论

!!上述结果表明#条件反射组&OT组’动物经一

次条件训练后#在初次抗体应答减弱但仍保持一定

水平时#单独给予条件刺激&糖精水’诱导出了条件

反射性抗\[02<&抗体增加"分时段连续检测外

周血中抗体水平描述了这一特异性反应的整个动态

过程"在条件刺激后约1@天左右出现明显的条件

反射性抗体水平增高#"?("@天左右达到峰值#以后

明显下降逐渐接近正常水平"这一过程与初次免疫

应答的基本规律是类似的#但是反应的程度要微弱

得多"
!!1L9@年0/.;和O),.8报告了第一个设计严密

的行为性条件反射性免疫抑制&+)8/’H’)8./’66>8)V
D>RR;.DD’)8#O2T’模型#引起了西方学者的广泛关

注#促进了一门新兴交叉学科///心理神经免疫学

&=DK+,)8.>;)’66>8)()<K’的形成"这一研究通过神

经性传入信号诱导出免疫性改变#从而证实了神经

系统可以调节免疫系统的活动#这两个系统是相互

影响和联系的,1E-"此后大量工作证实 O2T是稳定

可靠的模型#并在其基础上发展了条件反射性免疫

增强模型"条件反射性免疫增强研究进一步为神

经(免疫两大系统之间存在相互调节提供了证据#同
时通过研究该模型发生发展的机制从而探索脑对免

疫系统的作用机制#不失为一种有效的重要的方法"
此外#人们期望也许可以利用这一模型产生的特异

性无毒副作用的免疫药理学效应#在临床上提高免

疫细胞活性#增强机体抗肿瘤(感染等疾病的能力"
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相比于O2T和其他条件反射性免疫细胞功能增强的

模型#因其没有免疫抑制剂和免疫细胞兴奋剂的加

入#以抗原作为非条件性刺激的特异性抗体增加模

型更适 用 于 脑 和 免 疫 系 统 相 互 调 节 的 机 制 学 研

究,1###1$-"
!!本实验室于1LL$年第一次报告了以\[0作为

非条件刺激(经一次条件训练(单独条件刺激就诱导

出条件反射性免疫增强的模式,L#1?-"但重复该模式

没有成功#在一次条件训练后#需要一个很小剂量的

抗原配合糖精水才能诱导出明显的条件反射性抗体

水平增高,1"-"这与 0/.;的实验模式类似#说明条

件反射性的免疫增强效应是比较微弱的"因其是在

初次免疫应答之后产生的#故有实验提出在初次应

答降至最低水平&几乎为零’的时候给予条件刺激

容易诱发出该效应#这样使条件反射性的免疫应答

处于一个低基础值的背景上从而得以更显著地显示

出来,1$#1#-"本次实验借鉴了这一经验#经过预先绘

制初次抗\[0抗体的生成曲线#发现在免疫后1#
天时抗体水平处于急剧增高阶段#以往的实验都是

在此时给予再次条件刺激#而$?天左右抗体下降较

明显#但仍保持一定的水平#考虑到OTfZOT信号结

合的保持时间#故选择在此时给予再次条件刺激#结
果观察到了明显的条件反射性抗体水平增高"综合

以往的实验#在初次抗体应答升高(下降及降至零水

平时给予条件刺激都能诱发出条件反射性抗体应答

增强#表明条件刺激诱发的条件反射性免疫增强效

应是客观存在的#但在初次抗体应答下降以后再诱

发这一效应也许更能明显地表现出该效应的条件发

射性作用"
!!本 次 实 验 通 过 连 续 分 时 段 检 测 外 周 血 中 抗

\[02<&抗体水平#动态地观察了再次单独条件刺

激&糖精水’引发的条件反射性抗 \[0抗体增加的

整个过程及规律"类似于初次抗体应答的规律#条
件反射性抗体应答在条件刺激后并不立刻显著表

达#而是在刺激后1@天时才明显地观察到#以后经

过高峰期&"?左右’开始下降接近对照组水平"说

明这一条件反射性抗体应答现象是与初次抗体应答

规律类似的#而条件刺激具有了特异性抗原刺激的

效应"

@结 论

!!采 用 蛋 白 性 抗 原 \[0作 为 非 条 件 性 刺 激

&ZOT’#糖精水作为条件性刺激&OT’#两者经一次

结合训练&OTfZOT’后#在初次抗 \[0抗体应答开

始下降时给予再次条件刺激#通过连续分时段检测

外周血中抗体水平的方式#观察到了条件反射性抗

\[0抗体水平增加#且这一过程与初次抗体应答的

规律类似"
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