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乙肝病毒Ｘ蛋白ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＴＬ表位的筛选与鉴定
朱　焱，李　卡，郭瀛军，孙树汉（第二军医大学基础部医学遗传学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：应用Ｔ２细胞结合实验以及亲和力稳定性实验鉴定由网络表位预测服务和通用原则预测得到的乙肝病毒Ｘ蛋

白（ＨＢｘ）来源的 ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＴＬ表位。方法：选择中国人群最常见的Ｂ、Ｃ基因型中的ａｄｗ、ａｄｒ血清型的乙肝病毒

Ｘ基因序列，通过网络在线表位筛选服务，分析得到共同并且得分较高的表位，并根据超基序、延展基序及量化基序方案等通

用表位筛选原则进行进一步的筛选，得到４条较为理想的九肽（ＨＢｘ１，ＨＢｘ２，ＨＢｘ３，ＨＢｘ４）作为候选表位。随后借助于流式

细胞技术，通过Ｔ２细胞实验分析各候选肽以及阳性、阴性、空白对照的荧光系数，从而对所筛选的表位进行体外鉴定。结果：

获得的４个候选表位 （ＨＢｘ１：ＶＬＣＬＲＰＶＧＡ，ＨＢｘ２：ＣＬＦＫＤＷＥＥＬ，ＨＢｘ３：ＶＬＨＫＲＴＬＧＬ，ＨＢｘ４：ＨＬＳＬＲＧＬＰＶ）中 ＨＢｘ２的

亲和力较高，ＨＢｘ２和 ＨＢｘ４的稳定性较好。结论：ＣＬＦＫＤＷＥＥＬ是一种乙肝病毒Ｘ蛋白潜在的 ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＴＬ
表位，下一步可通过体内试验对其免疫原性作一步的验证。
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　　病毒性肝炎是我国的常见病和多发病，据卫生
部公布的２００５年度传染病疫情信息显示，我国乙型
肝炎患者人数列所有传染病第二位，仅次于肺结核。
乙型肝炎病毒的慢性感染是导致肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏ
ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）的主要危险因子之一［１］。
乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）基因组的负
链核酸序列上有四个开放阅读框，ＨＢｘ是其中最小
的一个，由１５４个氨基酸构成，相对分子质量约为

１７５００［２］。最新的一些研究表明 ＨＢｘ编码的Ｘ蛋
白是一种多功能蛋白，为病毒基因组转录所必需，它
可以影响病毒的复制、ＤＮＡ修复、细胞生长以及凋
亡等［３］。ＨＢｘ在乙肝以及由乙肝所引起的肝硬化、
肝癌的肝组织中较其他亚基具有更高的表达率［４］。
因此对 ＨＢｘ进行更加深入的研究具有极其重要的
理论和临床意义。

　　细胞毒性 Ｔ淋巴细胞 （ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏ
ｃｙｔｅ，ＣＴＬ）是免疫系统中细胞免疫应答的核心成
分，通过Ｔ细胞受体与带有外源蛋白片段 ＭＨＣⅠ
类分子互相作用溶解、杀伤靶细胞。其中与 ＭＨＣ
Ⅰ类分子结合的外源蛋白片段（抗原肽）即ＣＴＬ表
位，在 ＣＴＬ的活化过程中扮演关键角色，决定了

ＣＴＬ的特异性杀伤效应，从而在机体免疫中发挥着
重要的作用［５］。表位是抗原中能被免疫细胞特异性
识别的线性片段或空间构象性结构，是引起免疫应
答和免疫反应的基本单位，抗原表位的选择是关系
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到能否获得特异性抗体的关键［６］。由于 ＨＢｘ表位
可以被 ＨＬＡＡ２、ＨＬＡＡ３、ＨＬＡＡ２４ 等不同的

ＭＨＣⅠ类分子所递呈，我国 ＨＬＡＡ２阳性人群高
达到５０％［７］，因此研究 ＨＬＡＡ０２０１限制性的表位
更具有现实意义。

　　尽管目前已经有研究者根据筛选原则提出了一
些潜在可能的 ＨＬＡＡ０２０１限制性的 ＨＢｘ表位，但
是很多研究发现预测结合不等于真正结合，并且结
合也不等于真正具有免疫原性［８］，因此有必要通过
体内、体外实验对这些表位的结合能力、免疫原性进
行进一步的鉴定。Ｔ２ 细胞是检测抗原多肽与

ＨＬＡＡ０２０１分子结合力的工具细胞之一，它表面空
载的 ＨＬＡＡ０２０１分子表达极不稳定，但当外源抗
原肽与之结合后 ＨＬＡＡ０２０１表达的稳定得到提
高，因此 ＨＬＡＡ０２０１表达量的高低就能够直接反
映目的抗原肽与 ＨＬＡＡ０２０１结合能力的强弱［９］。

　　本研究旨在借助于一些成熟的研究、分析手段，选
择中国人最常见 ＨＢＶ／Ｂ基因型中的ａｄｗ血清型和

ＨＢＶ／Ｃ基因型中的ａｄｒ血清型序列，筛选得到ＨＢｘ的

ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＴＬ表位，并对其进行鉴定。

１　材料和方法

１．１　细胞株、主要仪器及试剂　人ＴＡＰ缺陷型细
胞株Ｔ２购自 ＡＴＣＣ（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ，ＵＳＡ）。流式
细胞仪为ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎＴＭ，ＵＳＡ），
数据采集与分析使用软件ＣｅｌｌＱｕｅｓｔＰｒｏ、ＦＩＴＣ标
记的小鼠抗人 ＨＬＡＡ０２０１单克隆抗体 ＢＢ７．２（ＢＤ
ＰｈａｒｍｉｎｇｅｎＴＭ，ＵＳＡ）；β２微球蛋白（Ｓｉｇｍａ）；胞外布
雷菲德菌素（ＢｒｅｆｅｌｄｉｎＡ）购自ＳＥＲＶＡ公司；培养
细胞用的培养基ＤＭＥＭ高糖、小牛血清均为Ｇｉｂｃｏ
公司产品，其他常用试剂的配置均按照《分子克隆实
验指南》［１０］相关附录和配方配制。

１．２　获得 ＨＢＶ序列　根据基因序列的差异，ＨＢＶ
分为８个不同的基因型，即：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ和

Ｈ。同时，根据外膜蛋白的个别氨基酸的差异，ＨＢＶ
又可分为不同的血清亚型［１１］。我国以 ＨＢＶ／Ｂ基因
型的ａｄｗ血清型和 ＨＢＶ／Ｃ基因型的ａｄｒ血清型较
为多见，其中Ｃ型与慢性乙肝病情的加重及发展为
肝硬化的可能有密切的关系［１２１３］。我们选择 ＨＢＶ／

Ｂ基因型的ａｄｗ 血清型（ＡＡＬ４９９９２，ＡＢＫ１３７０５，

ＡＢＫ２７２１４，ＡＢＫ２７２０７）和 ＨＢＶ／Ｃ基因型ａｄｒ血清
型的 序 列 （ＡＡＬ０７３９０，ＡＡＷ０３３１２，ＢＡＣ６５１９８，

ＢＡＣ６５１９７）作为预测序列。

１．３　ＨＢｘ表位的预测

１．３．１　远程预测　分别通过３个提供在线表位预

测服务的网络服务站点（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｍａｓ．ｄｃｒｔ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｍｏｌｂｉｏ／ｈｌａ＿ｂｉｎｄ／；ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｍｔｅｃｈ．ｒｅｓ．
ｉｎ／ｒａｇｈａｖａ／ｐｒｏｐｒｅｄ１／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ；ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｙ
ｆｐｅｉｔｈｉ．ｄｅ／Ｓｃｒｉｐｔｓ／ＭＨＣＳｅｒｖｅｒ．ｄｌｌ／ＥｐｉｔｏｐｅＰｒｅｄｉｃ
ｔｉｏｎ．ｈ）对可能的 ＨＢｘ来源的 ＨＬＡＡ０２０１限制性

ＣＴＬ表位进行了初步的预测［１４］。

１．３．２　超基序方案　结合抗原肽的超基序是指同
一 ＨＬＡ家族，或者是不同家族的 ＨＬＡ同种异型分
子可以接纳的抗原肽通常具有由相同或相似的锚着

残基构成的肽基。例如当 ＨＬＡＡ２超基序中位于
肽链２位（Ｐ２）氨基酸残基及羧基末端９位（Ｐ９）氨基
酸残基为丙氨酸（Ａ）、缬氨酸（Ｖ）、亮氨酸（Ｌ）、异亮
氨酸（Ｉ）、蛋氨酸（Ｍ）、苏氨酸（Ｔ）时，肽与 ＨＬＡＡ２
分子有高亲和力［１５］。根据这一原则，我们对远程预
测得到的ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表位进行进一步筛选。

１．３．３　延展基序方案　抗原肽与 ＨＬＡＡ０２０１分
子的有效结合（高、中等结合力）不仅与主要锚着残
基有关，还应考虑到二级锚着残基的存在以及不利
于结合的氨基酸残基的缺失。理想的抗原肽中不应
该包含不利于结合的氨基酸残基，或者有利于结合
的氨基酸残基应多于不利的氨基酸残基［１６］。根据
延展基序方案，我们对根据超基序方案所筛选出的

ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表位进行了进一步筛选，以期提高
预测的准确率。

１．３．４　量化基序方案　量化基序方案是在超基序方
案和延展基序方案基础上的一种深化，其原理是假设
在抗原肽与 ＨＬＡＡ０２０１分子的结合中，抗原肽的侧
链效应（锚定、抑制或中性），主要是依赖与相应的氨
基酸残基在肽中所处的位置，而受相邻的氨基酸残基
的影响较小。因此在一定范围内，可以假设在某一多
肽序列中每个氨基酸残基相互独立的影响整个肽与

ＭＨＣⅠ类分子的结合，而该抗原肽的结合能就是每个
位置氨基酸残基结合能的总和。我们通过量化基序
方案对筛选出的ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表位进行了进一步
筛选，从而得到了更为准确的预测结果［１７］。

１．４　多肽的合成　本实验中所使用的５条九肽由上
海波泰生物科技有限公司合成、纯化、分析以及鉴定。

１．５　细胞培养　实验中所使用的 Ｔ２细胞在含有

１０％小牛血清的ＤＭＥＭ 高糖的培养基中培养，培
养环境为３７℃、５％ＣＯ２浓度。

１．６　Ｔ２细胞结合实验　收集Ｔ２细胞，预冷的ＰＢＳ
洗涤３次，加入无血清的ＤＭＥＭ高糖培养基，将细
胞接种于２４孔细胞培养板中，每孔接种的细胞数约
为２×１０５，将已知的阳性肽（ＨＢｃ：ＦＬＰＳＤＦＦＰＳＩ）作
为阳性对照、未加肽刺激的单纯 Ｔ２细胞作为背景
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对照，每孔中加入候选多肽（终浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ）
和β２微球蛋白（终浓度为２．５μｇ／ｍｌ），每个实验组
重复３个复孔，将细胞置于３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中进
行孵育。１８ｈ后，重新收集细胞，预冷的ＰＢＳ洗涤３
遍，加入ＦＩＴＣ标记的ＨＬＡＡ０２０１特异性的单克隆
抗体ＢＢ７．２（２μｌ／孔），室温下孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
涤３次后，流式细胞仪检测荧光强度。

　　以荧光系数（ＦＩ）作为亲和性的衡量指标。平均
荧光系数大于１的多肽被认为与 ＨＬＡＡ０２０１分子
具有较高亲和力。荧光系数（ＦＩ）＝（样本平均荧光
强度－背景平均荧光强度）／背景平均荧光强度。

１．７　多肽亲和力稳定性分析　收集Ｔ２细胞，接种
于７２孔细胞培养板中，每孔接种的细胞数约为２×
１０５，加入无血清ＤＭＥＭ 高糖培养基、β２微球蛋白
（终浓度为２．５μｇ／ｍｌ）以及表位肽（终浓度为５０

μｍｏｌ／Ｌ）共同孵育，３７℃、５％ ＣＯ２孵箱里培养过夜
（１８ｈ）；用ＰＢＳ洗涤３次以去除多余的表位肽，加入
无血清的ＤＭＥＭ 高糖培养基、ＢｒｅｆｅｌｄｉｎＡ（终浓度

１０μｇ／ｍｌ）的孵育以阻断新合成的 ＨＬＡＡ０２０１分
子在Ｔ２细胞表面的表达；３７℃、５％ＣＯ２孵箱中孵育

１ｈ后，收集细胞，ＰＢＳ洗涤３次，重新置于孵箱中进
行孵育，以两个小时为时间间隔，于不同的时间点
（０、２、４、６、８ｈ）收集细胞，每一时间点收集３个复
孔，每孔细胞中加入ＦＩＴＣ标记的ＨＬＡＡ０２０１特异
性的单克隆抗体ＢＢ７．２，室温下孵育１０ｍｉｎ。ＰＢＳ
洗涤３次，流式细胞仪检测荧光强度以衡量肽诱导
的 ＨＬＡＡ０２０１的表达量（每个时间点的Ｔ２细胞的

荧光强度＝用肽孵育的Ｔ２细胞的荧光强度－用相
同方式处理但未孵育肽的 Ｔ２细胞的荧光强度）。
计算５０％ＭＨＣ肽复合物丢失时间（ＤＣ５０）。

２　结　果

２．１　ＨＢｘ表位肽的选择以及实验分组　分别通过

３个网络服务站点以及筛选原则预测得到分值较高
的九肽，应用超基序、延展基序以及量化基序方案进
一步筛选出４条 ＨＢｘ表位作为候选表位（表１）。

表１　候选表位多肽

Ｔａｂ１　Ｌｉｓｔｏｆｃａｎｄｉｄａｔｅｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｎａｍｅ Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｓｃｏｒｅ ＧｅｎｏｔｙｐｅＳｅｒｏｔｙｐｅ

ＨＢｘ１ ＶＬＣＬＲＰＶＧＡ １５２３ ８．４４６ Ｃ／Ｂ ａｄｒ／ａｄｗ

ＨＢｘ２ ＣＬＦＫＤＷＥＥＬ １１５１２３ ６５．８４１ Ｃ／Ｂ ａｄｒ／ａｄｗ

ＨＢｘ３ ＶＬＨＫＲＴＬＧＬ ９２１００ ３６．３１６ Ｃ ａｄｒ

ＨＢｘ４ ＨＬＳＬＲＧＬＰＶ ５２６０ ２．３６５ Ｃ／Ｂ ａｄｒ／ａｄｗ

ＨＢｃ ＦＬＰＳＤＦＦＰＳＩ １８２７

　Ｅｓｔｉｍａｔｅｄｈａｌｆｔｉｍｅｏｆｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ（Ｔ１／２）ｏｆＨＬＡＡ０２０１ｐｅｐ

ｔｉｄｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｗｅｂｓｉｔｅ：ｈｔｔｐ：／／ｂｉｍａｓ．ｄｃｒｔ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｍｏｌｂｉｏ／ｈｌａ＿ｂｉｎｄ／

２．２　各肽与 ＨＬＡＡ０２０１亲和力的分析　以 ＨＢｃ：

ＦＬＰＳＤＦＦＰＳＩ作为阳性对照，不加肽的 Ｔ２细胞作
为空白对照。通过流式细胞仪分析收集不同实验组
的５０００荧光单位，获取其荧光情况（图１），每一实
验组实验重复３次。

图１　各肽的荧光分析结果

Ｆｉｇ１　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｉｎＴ２ｂｉｎｄｉｎｇａｓｓａｙ
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　　借助于ＢＤ公司的专用软件ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ分析各
实验组细胞的荧光系数（表２），并根据荧光系数分
析各肽与 ＨＬＡＡ０２０１分子的亲和力。结果４条候
选表位中 ＨＢｘ２荧光系数大于１，说明其与Ｔ２细胞

表面负载的 ＨＬＡ分子具有较高的亲和力；ＨＢｘ１、

ＨＢｘ３和 ＨＢｘ４荧光系数小于１，说明其与Ｔ２细胞
表面负载的 ＨＬＡ分子没有明显的亲和力。

表２　各表位肽在不同的时间点与ＨＬＡＡ０２０１分子的亲和力

Ｔａｂ２　ＨＬＡＡ０２０１ｂｉｎｄｉｎｇａｆｆｉｎｉｔｙｔｏｐｅｐｔｉｄｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｉｎＨＢｘ ＦＩ

ＦＩ
０ｈ ２ｈ ４ｈ ６ｈ ８ｈ

ＨＢｘ１ ＶＬＣＬＲＰＶＧＡ ０．５４９５ ０．６６ ０．２３ ０．１１ ０．０８ ０．０７
ＨＢｘ２ ＣＬＦＫＤＷＥＥＬ １．１１６４ １．０３ ０．４８ ０．３７ ０．３６ ０．３５
ＨＢｘ３ ＶＬＨＫＲＴＬＧＬ ０．２５２ ０．３６ ０．１６ ０．１０ ０．０７ ０．０６
ＨＢｘ４ ＨＬＳＬＲＧＬＰＶ ０．０９０５ ０．１８ ０．０９ ０．０５ ０．０３ ０．０２
Ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅ ＦＬＰＳＤＦＦＰＳＩ ２．２１３３６ ２．４０ １．９６ １．８６ １．８１ １．７８
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ  ０．２１０２ ０．３５ ０．３４ ０．３２ ０．３１ ０．３４

　ＦＩ＝（ｓａｍｐｌｅＭＦＩｂａｃｋｇｒｏｕｎｄＭＦＩ）／ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄＭＦＩ；ＦＩ＞１ｉｓｒｅｇａｒｄｅｄａｓｈｉｇｈａｆｆｉｎｉｔｙ

２．３　各肽亲和力稳定性分析　以各实验组候选肽

刺激Ｔ２细胞１８ｈ后，对不同时间点的荧光系数进

行检测，分析各肽在不同时间点的荧光系数变化情

况（表２）。

　　 计算得到各实验组中 ＤＣ５０ 的值分别为：

ＤＣ５０（ｐｏｓｉｔｉｖｅ）＝６．４９ｈ，ＤＣ５０（ＨＢｘ１）＝１．５３ｈ，ＤＣ５０（ＨＢｘ２）＝

２．２９ｈ，ＤＣ５０（ＨＢｘ３）＝１．８ｈ，ＤＣ５０（ＨＢｘ４）＝２．５１ｈ，将

ＤＣ５０＞２作为判断各候选肽与 ＨＬＡ分子的结合稳

定性高低的判别标准，可以得到如下结论：４个候选

肽中，ＨＢｘ２和 ＨＢｘ４的结合稳定性较高。

　　 根据 Ｔ２ 细胞实验的结果，我们认为九肽

ＣＬＦＫＤＷＥＥＬ是一种潜在的 ＨＬＡＡ０２０１限制性

的 ＨＢｘ表位。

３　讨　论

　　ＨＢＶ的感染能够导致包括肝炎、肝硬化、肝细

胞癌在内的多种肝脏疾病［１８］。其中在肝细胞癌组

织中发现，ＨＢＶ 基因组能够整合到肝癌细胞的

ＤＮＡ中，而最新研究也表明乙型肝炎患者发生肝细

胞癌的概率比正常人群高５～３０倍［１２］。很多研究

显示 ＨＢＶ编码的Ｘ蛋白与肝细胞癌的发生、发展

具有重要联系［５］；因此，对 ＨＢｘ抗原及相应抗体的

检测和研究既有助于将其作为一种 ＨＢＶ感染的分

子诊断手段又能够揭示 ＨＢＶ感染导致肝细胞癌的

分子机制。

　　乙肝病毒入侵的过程中，细胞毒性Ｔ淋巴细胞

并不能识别完整的病毒蛋白，仅能识别提呈在 ＨＬＡ
分子沟中的８～１０个氨基酸的短肽（表位），进而清

除病毒。ＭＨＣ分子与抗原肽的有效结合是鉴定

ＣＴＬ表位的重要因素［６］，而抗原表位的鉴定对于生

物技术研究、分子诊断都具有重要的意义，很多特异

性Ｔ细胞应答的检测技术（如四聚体技术等）都依

赖于相关表位的鉴定，因此筛选、鉴定得到一个较理

想的 ＨＢｘ抗原肽并将其应用于相关的技术中，就成

为ＨＢｘ研究的一个先决条件。Ｔ细胞表位鉴定上

的主要突破是发现特定 ＭＨＣ分子的配体在特定位

置有化学性质相似的氨基酸残基，称之为锚着残基

（ｍｏｔｉｆ），而锚着残基被用于Ｔ细胞表位的预测，成

为最为成功的策略之一（超基序方案）［１５］，我们利用

３个不同的网站预测中国人常见的 ＨＢＶ／Ｂ的ａｄｗ
和ＨＢＶ／Ｃ的ａｄｒ序列，筛选出的４条表位在３个不

同的网站中排名都位居前列，提示预测的４条表位

与 ＨＬＡＡ０２０１分子具有较高的亲和力。预测的４
条表位Ｐ２与Ｐ９的氨基酸残基都存在于Ｌ、Ａ、Ｖ、Ｉ
之间，符合超基序方案。

　　但是，抗原肽与 ＭＨＣ分子结合的预测不能仅

仅依据主要锚着残基，还应考虑到二级锚着残基的

存在及不利于结合的残基的缺失（延展基序方案），

而我们所选择的四条多肽其他位置上的氨基酸残基

符合有利于多肽与 ＨＬＡＡ０２０１分子的结合这一规

律。在超基序方案和延展基序方案的基础上，基于

下列假设———抗原肽的侧链效应（锚定、抑制或中

性），主要是依赖于相关残基在肽中所处的位置，而

受相邻残基的影响较小，Ｐａｒｋｅｒ等［１１］分析了１５４个

九肽与 ＨＬＡＡ０２０１分子的亲和力，得到一个包含

１８０个系数的结合矩阵，其中每一个系数反映了相
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关残基在该位置的结合能。各残基的结合系数乘以

标准系数０．１５１，即为该肽的结合能，当结合能≥５
时，可以确定为稳定结合，反之则认为结合不稳定

（量化基序方案）［１７，１９］。我们所选择的４条多肽的结

合能均高于５，且为所有多肽中结合能最高者。

　　从超基序方案、延展基序方案，到量化基序方

案，预测准确率不断得到提高。但是有研究发现，预

测的结合与实际生理状态下的结合之间并没有必然

的联系，并且根据各种方案计算实际的表位肽，却经

常得到阴性结果［９］，因此通过体内、体外的ＣＴＬ结

合实验对表位预测结果进行验证是不可或缺的。内

源性抗原递呈途径中必需的ＴＡＰ缺陷的 Ｔ２细胞

表面空载的 ＨＬＡＡ０２０１分子表达极不稳定，递呈

后很快降解。当外源性的抗原肽与之结合后，稳定

了 ＨＬＡＡ０２０１的表达。抗原肽与 ＨＬＡＡ０２０１分

子的结合力越强，ＨＬＡＡ０２０１分子表达就越强。

Ｔ２细胞表面 ＨＬＡＡ０２０１分子表达量的增加可以

直观地反映目的抗原肽与 ＨＬＡＡ０２０１的结合力。

我们利用了Ｔ２细胞的这一特性，借助于Ｔ２细胞结

合实验以及亲和力稳定性实验对预测出的４条的抗

原肽进行了体外鉴定。据文献报道ＦＩ＞１表明表位

和 ＨＬＡＡ０２０１分子有较高的亲和力［２０］，我们通过

流式细胞仪检测细胞表面的荧光强度，再通过公式

计算得出 ＨＢｘ２的荧光系数大于１（ＦＩ＝１．１１６４），

证明该预测具有较高的亲和力。ＨＢｘ１、ＨＢｘ３和

ＨＢｘ４均小于１提示这３条表位与 ＨＬＡＡ０２０１分

子的亲和力较低。同时，通过检测不同时间点的荧

光强度，计算获得肽ＭＨＣ复合物的降解情况，分析

肽与 ＨＬＡ 分子结合的稳定性。我们的结果显示

ＨＢｘ２ＭＨＣ复合物的解离时间在４个候选肽中较

长（ＤＣ５０＝２．２９ｈ）。因此，综合结合实验和亲和力

稳定性实验的结果，我们认为 ＨＢｘ２（ＣＬＦＫＤ

ＷＥＥＬ）是潜在的 ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＴＬ表位。

　　有趣的是，在我们所预测的４条多肽中，除

ＨＢｘ２的综合得分较高以外，ＨＢｘ３的得分也较高，

其预测排名均高于 ＨＢｘ１和 ＨＢｘ４。但是我们发

现，在 Ｔ２ 结合实验中，ＨＢｘ３ 的结合力 （ＦＩ＝

０．２５２）低于 ＨＢｘ１（ＦＩ＝０．５４９５）；而在亲和力稳定

性实验中，ＨＢｘ３的稳定性（ＤＣ５０＝１．８ｈ）也不低于

ＨＢｘ４（ＤＣ５０＝２．５１ｈ）。我们的结果充分说明预测

的结合与实际生理状态下的结合之间的确具有较大

的差距。以往的实验以及亲和力稳定性实验表明，

某些多肽虽然在体外证实可与 ＭＨＣⅠ类分子有效

结合，但可能因为在体内抗原加工过程中不能被蛋

白酶体正常降解、或不能被抗原加工相关转运体

（ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈａｎｔｉｇｅｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，

ＴＡＰ）所转运，从而不能被递呈到细胞表面，或者虽

然被递呈但却不是免疫优势表位，或者体内Ｔ细胞

库缺失针对该表位的ＴＣＲ，因而不能成为真正的表

位［２１］，因此，体外检测的结合也并不能等同于体内

的结合，更不能等同于具备真正的免疫原性。ＨＢｘ２
是否具备真正的免疫原性，是否能够诱导机体产生

免疫反应，还需要体内实验予以验证，目前我们正进

行动物实验以进一步确认该肽是否可作为一种真正

的ＣＴＬ表位应用于临床诊断与治疗。

　　尽管计算机预测已成为许多免疫学家所熟悉的

工具，但还需要不断地补充新的实验数据以更新或

拓展这些程序。目前筛选表位的方法还有ＤＮＡ微

阵列技术、血清学分析重组ｃＤＮＡ表达库（ＳＥＲＥＸ）

技术等，将这些方法与计算机表位预测方法结合起

来将会大大增加表位的筛选效率和数量，以用于较

大范围疾病的免疫学治疗。

［参 考 文 献］

［１］　ＴｈａｒａｙｉｌＶＳ，ＲｏｂｅｒｔｓＬＲ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｔｈｅｒａｐｙｏｆ

ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｍｉｎｅｒｖａ

ＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＤｉｅｔｏｌ，２００６，５２：３８７４０６．

［２］　ＢｒｕｓｓＶ．ＥｎｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｅｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ
［Ｊ］．ＶｉｒｕｓＲｅｓ，２００４，１０６：１９９２０９．

［３］　ＣｈｕｎｇＴＷ，ＬｅｅＹＣ，ＫｏＪＨ，ｅｔａｌ．ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸｐｒｏｔｅｉｎ

ｍｏｄｕｌａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆ

ｐ５３，ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，

２００３，６３：３４５３３４５８．

［４］　ＴａｎｇＨ，ＯｉｓｈｉＮ，ＫａｎｅｋｏＳ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｎｄｂｉｏ

ｌｏｇｉｃａｌｒｏｌｅｓｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｘｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＳｃｉ，２００６，

９７：９７７９８３．
［５］　ＡｎｄｅｒｓｅｎＭ Ｈ，ＳｃｈｒａｍａＤ，ＴｈｏｒＳｔｒａｔｅｎＰ，ｅｔａｌ．ＣｙｔｏｔｏｘｉｃＴ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＩｎｖｅｓｔＤｅｒｍａｔｏｌ．２００６，１２６：３２４１．

［６］　ＨａｇｍａｎｎＭ．Ｃｏｍｐｕｔｅｒｓａｉｄｖａｃｃｉｎｅｄｅｓｉｇｎ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０００，

２９０：８０８２．
［７］　ＬｉａｎｇＢ，ＺｈｕＬ，ＬｉａｎｇＺ，ｅｔａｌ．ＡｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄＰＣＲＳＳＰｍｅｔｈｏｄ

ｆｏｒＨＬＡＡ２ｓｕｂｔｙｐｅｉｎａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｏｆＷｕｈａｎ，Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ

ＭｏｌＩｍｍｕｎｏｌ，２００６，３：４５３４５８．
［８］　ＡｎｄｅｒｓｅｎＭ Ｈ，ＴａｎＬ，ＳｎｄｅｒｇａａｒｄＩ，ｅｔａｌ．Ｐｏｏｒｃｏｒｒｅｓｐｏｎ

ｄｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂｉｎｄｉｎｇｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓ

ｔｏｃｌａｓｓⅠ ＭＨＣｍｏｌｅｃｕｌｅｓ［Ｊ］．ＴｉｓｓｕｅＡｎｔｉｇｅｎｓ，２０００，５５：５１９

５３１．
［９］　ＫｕｚｕｓｈｉｍａＫ，ＨａｙａｓｈｉＮ，ＫｉｍｕｒａＨ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｉｄｅｎｔｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｏｆＨＬＡＡ２４０２ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓｓｐｅｃｉｆｉｃ

ＣＤ８＋ Ｔｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅｓｂｙａｃｏｍｐｕｔｅｒａｌｇｏｒｉｔｈｍａｎｄａｎｅｎｚｙｍｅ



·１１７４　 · 第二军医大学学报　２００７年１１月，第２８卷

ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｐｏｔａｓｓａｙ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００１，９８：１８７２１８８１．
［１０］Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊｏｓｅｐｈ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇ：ａＬａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ

［Ｍ］．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇＨａｒｂｏｒＬａｂｏｒａｔｏｒｙＰｒｅｓｓ，２００１：

１５６４１６０４．
［１１］ＦａｕｒｅＥ．Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｇｅｎｅｒａｔｅｄｂｙｏｕｔ

ｏｆｆｒａｍｅｍｕｔａｔｉｏｎｓ，ｊｕｓｔｕｐｓｔｒｅａｍＯＲＦｓｏｒｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｓｉｎｍｕ

ｔａｎｔｓｏｆｈｕｍａｎｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．ＶｉｒｕｓＲｅｓ，２００６，１１７：

１８５２０１．
［１２］ＡｋｕｔａＮ，ＫｕｍａｄａＨ．ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

ｏｎｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏａｎｔｉｖｉｒａｌｔｈｅｒａｐｉｅｓ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＣｈｅ

ｍｏｔｈｅｒ，２００５，５５：１３９１４２．
［１３］ＤｕＨ，ＬｉＴ，ＺｈａｎｇＨＹ，ｅｔａｌ．ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ

（ＨＢＶ）ｇｅｎｏｔｙｐｅｓａｎｄｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｂａｓａｌｃｏｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒ／ｐｒｅ

ｃｏｒｅｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃＨＢＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｌｉｖｅｒ

Ｉｎｔ，２００７，２７：２４０２４６．
［１４］ＱｉｎＥ，ＺｈｕＱ，ＹｕＭ，ｅｔａｌ．Ａｃｏｍｐｌｅｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｃｏｍｐａｒａ

ｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆａＳＡＲＳａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ（ｉｓｏｌａｔｅＢＪ０１）［Ｊ］．

ＣｈｉｎＳｃｉＢｕｌｌ，２００３，４８：９４１９４８．
［１５］ＤｏｙｔｃｈｉｎｏｖａＩＡ，ＧｕａｎＰ，ＦｌｏｗｅｒＤＲ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓａｎｄｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＭＨＣｓｕｐｅｒｍｏｔｉｆｓ
［Ｊ］．Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００４，３４：４４４４５３．

［１６］ＲｕｐｐｅｒｔＪ，ＳｉｄｎｅｙＪ，ＣｅｌｉｓＥ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｍｉｎｅｎｔｒｏｌｅｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ａｎｃｈｏｒｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎｐｅｐｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｔｏ ＨＬＡＡ２．１ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９３，７４：９２９９３７．

［１７］ＭａｌｌｉｏｓＲＲ．ＣｌａｓｓⅡ ＭＨＣｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｓｄｅｒｉｖｅｄ

ｆｒｏｍａｌａｒｇｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｄａｔａｂａｓｅｗｉｔｈａｖｅｒｓａｔｉｌｅｉｔｅｒａｔｉｖｅｓｔｅｐ

ｗｉｓｅｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓｍｅｔａａｌｇｏｒｉｔｈｍ ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，

１９９９，１５：４３２４３９．
［１８］高志良，林潮双．慢性肝炎的临床诊治现状［Ｊ］．广东医学，

２００６，８：１１１５１１１６．
［１９］ＤｏｙｔｃｈｉｎｏｖａＩ，ＨｅｍｓｌｅｙＳ，ＦｌｏｗｅｒＤＲ．Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｗｉｔｈａｎｔｉｇｅｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｐｒｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓｂｉｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅ

ＭＨＣ：ａｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｅｖａｌｕａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００４，１７３：

６８１３６８１９．
［２０］ＷａｎｇＢ，ＣｈｅｎＨ，ＪｉａｎｇＸ，ｅｔａｌ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎＨＬＡＡ

０２０１ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄＣＤ８＋ ＴｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅＳＳｐ１ｏｆＳＡＲＳＣｏＶｓｐｉｋｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００４，１０４：２００２０６．
［２１］Ａｎｄｅｒｓｅｎ Ｍ Ｈ，ＢｏｎｆｉｌｌＪＥ，ＮｅｉｓｉｇＡ，ｅｔａｌ．Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ

ｐｅｐｔｉｄｅｓｃａｎｂｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｄｂｙＴＡＰｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，ｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙ

ｃｌａｓｓⅠ ＭＨＣ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，ａｎｄｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄｂｙｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅ

ｓｐｅｃｉｆｉｃＣＴＬ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，１９９９，１６３：３８１２３８１８．
［收稿日期］　２００７０３１１　　 ［修回日期］　２００７０９１７
［本文编辑］　尹　

檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪

茶

·消　息·

《第二军医大学学报》征订启事

　　《第二军医大学学报》是由第二军医大学主办的国内外公开发行（ＣＮ３１１００１／Ｒ，ＩＳＳＮ０２５８８７９Ｘ）的综合性医药卫生类学

术期刊，１９８０年６月创刊。本刊面向全国和海外作者征稿，主要报道基础、临床、预防、军事医学、药学和中国医学等领域的最

新科研成果。由著名肝胆外科专家、国家最高科技奖获得者吴孟超院士任主编。辟有：院士论坛、专家论坛、专题报道、论著、

研究快报、临床病理（例）讨论、个案报告等栏目。读者对象主要为从事医药卫生工作的中高级科研、医疗、教学、预防机构人员

和高等医药学院校的师生。

　　本刊一直被《中文核心期刊要目总览》确认为“中国综合性医药卫生类核心期刊”；是“中国科学引文数据库统计源期刊”、

“中国学术期刊综合评价数据库统计源期刊”；被包括万方数据———中国数字化期刊群、中国学术期刊综合评价数据库等在内

的国内所有重要检索系统收录，并被荷兰《医学文摘》（ＥＭＢＡＳＥ）、美国《化学文摘》（ＣＡ）、英国国际农业与生物科学中心（ＣＡ

ＢＩ）文摘数据库、俄罗斯《文摘杂志》（РЖ）、波兰《哥白尼索引》等国际检索系统收录。先后获得“第二届国家期刊奖百种重点期

刊奖”、“第三届国家期刊奖提名奖”和“首届全国高校精品科技期刊奖”。

　　本刊为月刊，Ａ４开本，８０ｇ铜版纸彩色双胶印刷，每期定价１５元，全年共１８０元。可在当地邮局订阅（邮发代号４３７３），

漏订者可来函本刊编辑部办理邮购。

　　地　址：上海市翔殷路８００号《第二军医大学学报》编辑部，邮编：２００４３３

　　联系人：商素芳　　电　话：０２１２５０７４３５２，０２１２５０７４３４０转８２４分机

　　Ｅｍａｉｌ：ｂｘｕｅ＠ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ或ｂｘｕｅ３０４＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　网　址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ或ｈｔｔｐ：／／ｊｏｕｒｎａｌｓ．ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ


