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·论　著·
结核杆菌抗原Ａｇ８５Ｃ的ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＤ８＋ＣＴＬ表位的预测及鉴定

吴传勇，娄加陶，蒋廷旺，钱　琤，周　晔，陈　燕，陈　波，谷明莉，邓安梅，仲人前

（第二军医大学长征医院实验诊断科，解放军临床免疫中心，上海２００００３）

［摘要］　目的：预测及鉴定结核杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，Ｍｔｂ）抗原 Ａｇ８５Ｃ的 ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＤ８＋ＣＴＬ表

位，为基于表位的结核疫苗研究提供依据。方法：应用ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ数据库预测结核杆菌抗原 Ａｇ８５Ｃ序列中可能存在的

ＨＬＡＡ０２０１限制性Ｔ细胞表位，利用Ｔ２细胞株分析各预测的抗原肽与 ＨＬＡＡ０２０１分子的亲合力，选取高亲合力肽诱

导特异性ＣＴＬ细胞，检测各高亲合力肽刺激其特异性ＣＴＬ细胞分泌的ＩＦＮγ水平、在体外的ＣＴＬ增殖反应以及细胞杀伤毒

性，逐步鉴定出Ａｇ８５Ｃ的 ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＤ８＋ＣＴＬ表位。结果：ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ数据库从 Ａｇ８５Ｃ序列中预测到１４条

能够结合 ＨＬＡＡ０２０１分子的抗原肽，其中３个抗原肽（１７０～１７８ａａ、３１７～３２５ａａ和１４４～１５３ａａ）显示与 Ｔ２细胞上

ＨＬＡＡ０２０１分子有高结合力，而抗原肽ＦＬＴＲＥＭＰＡＷＬ（１４４～１５３ａａ）能够诱导大多数 ＨＬＡＡ０２０１阳性结核患者及

ＰＰＤ（＋）健康志愿者产生特异性ＣＴＬ细胞，并分泌大量的ＩＦＮγ，能够诱导ＣＴＬ体外发生增殖，能够产生特异性杀伤活性。

结论：成功鉴定出抗原肽ＦＬＴＲＥＭＰＡＷＬ（１４４～１５３ａａ）结核杆菌抗原 Ａｇ８５Ｃ的 ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＤ８＋ＣＴＬ表位，可

作为结核疫苗设计的候选表位，为进一步研发新型有效的抗结核疫苗奠定了基础。

［关键词］　分枝杆菌，结核；抗原；表位；Ｔ淋巴细胞，细胞毒性
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　　结核（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）是影响人类健康的主
要传染性疾病之一，尤其是在发展中国家和地区，估
计全世界约有三分之一的人口可能感染过结核杆

菌，其中绝大多数为潜伏感染者［１］。每年约有８００
万人新感染结核杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，

Ｍｔｂ），至少３００万人死于结核［２］。结核杆菌和人类
免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）的伴发感染，以及结核杆菌多
重耐药菌株的持续扩散［３］，更是加剧了结核的危害。
目前人类惟一可用的抗结核疫苗是卡介苗（ＢＣＧ）。
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虽然其能够预防结核在婴儿之间的传播，但对成人
肺结核的预防效果却受到争议，介于０％～８０％［４］。
因此迫切需要研发一种新型有效的抗结核疫

苗。　　　　　
　　结核杆菌是一种细胞内病原体，有效的细胞介
导的免疫反应对于控制结核杆菌感染是必需的。许
多研究表明，ＣＤ４＋Ｔ细胞能够通过产生细胞因子
（ＩＦＮγ等）激活巨噬细胞，参与抗结核反应［５］。然
而，越来越多来自人体和动物的研究表明，ＣＤ８＋细
胞毒性Ｔ细胞（ＣＴＬ）在抗结核保护性免疫中发挥
重要作用，包括溶解感染细胞、直接的抗菌活性和释
放激活巨噬细胞抗菌活性的细胞因子等［６］。有研
究［７］发现结核杆菌蛋白表位特异的人ＣＤ８＋ＣＴＬ细
胞能够溶解感染细胞并释放ＩＦＮγ。

　　Ａｇ８５复合体，由８５Ａ、８５Ｂ和８５Ｃ３种高度同
源的蛋白组成，与分枝杆菌的转移酶活性相关，参与
合成分枝杆菌的细胞壁，能够在多数接触结核杆菌
的健康人体内诱导Ｔ细胞增殖和ＩＦＮγ释放，是结
核疫苗较理想的候选抗原［８］。ＨＬＡＡ０２０１是人
群中较主要的 ＨＬＡ表型之一，Ａｇ８５Ａ和Ａｇ８５Ｂ的

ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＤ８＋Ｔ细胞表位已经被鉴
定出来［８９］，但Ａｇ８５Ｃ的相关表位尚未被鉴定。

　　本研究采用免疫信息学的方法，利用数据库

ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ，从Ａｇ８５Ｃ的氨基酸序列中，筛选出可
能与 ＨＬＡＡ０２０１结合的肽进行化学合成。分析
合成肽与 ＨＬＡＡ０２０１的结合力，筛选出结合力
较强的肽，在体外刺激其特异性ＣＤ８＋ＣＴＬ细胞，并
以ＥＬＩＳＡ法检测特异性Ｔ细胞产生的ＩＦＮγ，时间
分辨荧光法（ＤＥＬＩＦＡ）检测特异性Ｔ细胞的增殖反
应及细胞毒性，逐步鉴定出 Ａｇ８５Ｃ的 ＨＬＡＡ
０２０１限制性ＣＤ８＋ＣＴＬ表位。

１　材料和方法

１．１　研究对象　肺结核确诊患者２４例，其中

ＨＬＡＡ０２０１阳性１３例，ＨＬＡＡ０２０１阴性１１
例，经放射学和临床痰培养检验确诊。结核菌素试
验（ＰＰＤ）阳性健康志愿者３１例，其中 ＨＬＡＡ
０２０１阳性１４例，ＨＬＡＡ０２０１阴性１７例，经放射
学检查无结核病灶。均抽取外周血１０ｍｌ，以肝素抗
凝。所有操作及材料获取均征得受试者知情同意。

１．２　试剂及仪器　淋巴细胞分离液ＬｙｍｐｈｏｐｒｅｐＴＭ

购自挪威 ＡＸＩＳＳＨＩＥＬＤ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基
和胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司；人重组ＧＭＣＳＦ、ＩＬ４
购自Ｒ＆Ｄ公司；ＬＰＳ、人重组ＩＬ２、ＤＭＳＯ、ＢＦＡ、

β２ＭＧ 购 自 Ｓｉｇｍａ 公 司；ＦＩＴＣ 标 记 的 鼠 抗 人

ＨＬＡＡ２单克隆抗体（ＢＢ７．２）、ＦＩＴＣ标记的鼠抗人

ＨＬＡＡ２．１单克隆抗体、ＦＩＴＣ标记的抗ＩＦＮγ抗
体购自Ｃａｌｔａｇ公司；ＲＮＡ抽提试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ
公司；ＨＬＡＡ２高分辨ＰＣＲＳＳＰ（序列特异性引物
聚合酶链反应）试剂盒购自 ＯｎｅＬａｍｄａ公司；鼠抗
人ＩＦＮγＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自ＢＤ公司；时间分
辨荧光 ＤＥＬＦＩＡ 细胞增殖（ＡＤ０２００）与细胞毒性
（ＡＤ００１６）检测试剂盒购自 ＷａｌｌａｃＯｙ公司；多肽由
上海生工生物工程技术有限公司合成；Ｔ２细胞株由
第二军医大学长征医院实验诊断科保存；流式细胞
仪（ＣｏｕｌｔｅｒＥＰＩＣＳ ＸＬ）、时间分辨荧光检测仪
（ＤＥＬＦＩＡ１２３５，ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）。

１．３　ＨＬＡ分型及表位预测、多肽合成　以ＦＩＴＣ
标记的鼠抗人 ＨＬＡＡ２单克隆抗体（ＢＢ７．２），应用
流式细胞仪对 ＨＬＡＡ２进行初步筛选，再以 ＨＬＡ
Ａ２高分辨ＰＣＲＳＳＰ试剂盒确认 ＨＬＡＡ０２０１亚
型。

　　从 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／）获得结核杆菌抗原Ａｇ８５Ｃ的氨基酸序列，应用

ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｔｕｅｂｉｎｇｅｎ．ｄｅ／

ｕｎｉ／ｋｘｉ）对其进行ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＴＬ表位预
测，根据多肽上的氨基酸是否为锚定残基、辅助残基
或优势残基进行计分［１０］，选取分值不低于２２分的１４
条作为可能的ＣＴＬ表位。委托上海生工生物工程技
术有限公司应用Ｆｍｏｃ化学法合成预测表位，经高效
液相色谱（ＨＰＬＣ）测定其纯度＞９５％，再经质谱（ＭＳ）
鉴定其组分。低压冻干粉保存于４℃，用前以无菌蒸
馏水复苏多肽（２μｇ／μｌ）。

１．４　抗原肽亲和力的分析　利用 ＨＬＡＡ０２０１
（＋）抗原处理缺陷Ｔ２细胞系进行抗原肽亲和力分
析。Ｔ２细胞在组装及转运 ＨＬＡⅠ类分子时有缺
陷，表面空载的 ＨＬＡＡ２分子表达极不稳定，递呈
后很快降解，外源的抗原肽与Ｔ２细胞表面的 ＨＬＡ
Ａ２分子结合，能够增加细胞表面的 ＨＬＡＡ２分子
的表达，抗原肽与 ＨＬＡＡ２的结合力越强，Ｔ２细胞
表面 ＨＬＡＡ２分子的表达量就越高，表达的 ＨＬＡ
Ａ２分子可以利用小鼠抗人 ＨＬＡＡ０２０１单克隆
抗体以流式细胞仪测定［１１］。具体为：以含１０％胎牛
血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素及１００Ｕ／ｍｌ链霉素的ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液培养 Ｔ２细胞，培养的 Ｔ２细胞以

ｐＨ３．２的柠檬酸钠磷酸盐缓冲液预处理１ｍｉｎ，使
细胞表面的 ＭＨＣⅠ类复合物变性，立即用过量的

ＲＰＭＩ１６４０培养液洗１遍，调节细胞浓度至３×
１０５，以１ｍｌ／孔种于２４孔细胞培养板。以预测的各
抗原肽（２０μｇ／ｍｌ）刺激，补充 Ｂｒｅｆｅｌｄｉｎ（ＢＦＡ，１０
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μｇ／ｍｌ）和β２ＭＧ（１μｇ／ｍｌ），３７℃５％ＣＯ２饱和湿度
孵育４ｈ，并以未加抗原肽为空白对照孔。收集细
胞，以ＦＡＣＳ（含０．２％ＦＣＳ和０．１％叠氮钠的ＰＢＳ）
洗１遍，用ＦＩＴＣ标记的鼠抗人 ＨＬＡＡ２．１单克隆
抗体染色，常温暗处反应３０ｍｉｎ，ＦＡＣＳ液洗２遍，
以鞘液悬浮，流式细胞仪（ＣｏｕｌｔｅｒＥＰＩＣＳＸＬ）检测
荧光强度。每个实验重复３次，以平均荧光强度
（ｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＭＦＩ）为检测指标，以
荧光增长倍数（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒａｔｉｏ，ＦＲ）作为衡量指
标，ＦＲ＝抗原肽处理后的平均荧光强度／无抗原肽
处理的平均荧光强度。以ＦＲ＞１．５为高亲合力，选
取具有高亲合力的抗原肽继续进行后续实验。

１．５　抗原肽特异性ＣＴＬ制备　用淋巴细胞分离液

ＬｙｍｐｈｏｐｒｅｐＴＭ，以密度梯度离心法分离收集的肝素
抗凝的静脉血中的外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）。分离得到的ＰＢ
ＭＣ种于６孔细胞培养板，在含１０％ＦＣＳ的ＲＰＭＩ
１６４０培养基中，３７℃５％ＣＯ２孵育１．５ｈ。收集悬浮
细胞（主要为淋巴细胞），以１０％二甲亚砜９０％小牛
血清保存于液氮备用。贴壁细胞为树突状细胞
（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ），加入含ＧＭＣＳＦ（１０００Ｕ／ｍｌ，

Ｒ＆Ｄ）、ＩＬ４（１０００Ｕ／ｍｌ，Ｒ＆Ｄ）及含１０％ＦＣＳ的

ＲＰＭＩ１６４０培养液，３７℃５％ＣＯ２培养７ｄ，及时补充
新鲜培养液。５ｄ后，加入ＬＰＳ（１μｇ／ｍｌ，Ｓｉｇｍａ）培
养２ｄ后，γ照射使其失去增殖活性。将经过照射的

ＤＣ与抗原肽（１０μｍｏｌ／Ｌ）在培养液中，３７℃５％ＣＯ２
共孵过夜。将１×１０５负载有抗原肽的ＤＣ与１×１０６

自体ＰＢＭＣｓ种于含１０％ＦＣＳ的 ＲＰＭＩ１６４０完全
培养液的２４孔细胞培养板，３７℃５％ＣＯ２混合培养３
ｄ，再加入ｒＩＬ２（２０Ｕ／ｍｌ，Ｓｉｇｍａ）继续培养１０ｄ，进
行后续实验。

１．６　ＩＦＮγ的检测　将经辐射的５×１０３负载抗原
肽的ＤＣ１００μｌ与５×１０

４抗原肽诱导的自体ＣＴＬ
１００μｌ种于９６孔细胞培养板，６ｈ后收集细胞培养
液的上清，利用鼠抗人ＩＦＮγＥＬＩＳＡ检测试剂盒，
以双抗夹心ＥＬＩＳＡ法检测抗原肽诱导ＣＴＬ分泌的

ＩＦＮγ，参照说明书进行操作。具体为：用鼠抗人

ＩＦＮγ单克隆抗体包被ＥＬＩＳＡ板，４℃放置过夜，洗
涤后加入含１０％ＢＳＡ的ＰＢＳ，室温静置１ｈ；洗涤后
每孔加入不同稀释度的人ＩＦＮγ标准品及细胞培养
上清液，室温静置２ｈ；用含０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ
洗涤５次，加入生物素标记的鼠抗人ＩＦＮγ单克隆
抗体及亲和素标记的辣根过氧化物酶，室温静置１
ｈ；洗涤后加ＴＭＢ显色剂，室温闭光放置３０ｍｉｎ，加

１０％硫酸终止反应；酶标仪检测培养上清液中分泌

ＩＦＮγ水平。每个样本设立３个复孔。

１．７　细胞增殖试验　采用时间分辨荧光ＤＥＬＦＩＡ
细胞增殖检测试剂盒，检测抗原肽诱导ＣＴＬ增殖反
应，操作步骤参照说明书。具体为：将经辐射的５×
１０３负载抗原肽的ＤＣ１００μｌ与５×１０

４抗原肽诱导

的自体ＣＴＬ１００μｌ种于９６孔细胞培养板中，并以
未负载抗原肽的ＤＣ作为阴性对照。加入２０μｌＢｒ
ｄＵ标记液孵育１０ｈ，离心洗涤１次，加入Ｅｕ标记
的抗ＢｒｄＵ单抗室温孵育２ｈ，洗涤、固定后，经时间
分辨荧光检测仪测定荧光强度值。每个样本设立３
个复孔，取其平均值为检测结果。刺激系数（ｓｔｉｍｕ
ｌａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＳＩ）＝含抗原肽的平均荧光强度值／阴
性对照平均荧光强度值，将ＳＩ＞３的抗原肽视为能
诱导淋巴细胞增殖。

１．８　细胞毒试验　以抗原肽诱导ＣＴＬ为效应细胞
（Ｅ），负载抗原肽的Ｔ２细胞作为靶细胞（Ｔ），以时间
分辨荧光ＤＥＬＦＩＡ细胞毒性检测试剂盒，检测抗原
肽诱导ＣＴＬ的杀伤活性，操作步骤参照说明书。设
定效应细胞与靶细胞的比例为１０１、２０１、４０

１，共同培养４ｈ，用时间分辨荧光检测仪测定荧光强
度值，每个样本设立３个复孔，取其平均值为检测结
果。细胞杀伤活性（％）＝（待测孔荧光强度值－自
然释放孔荧光值）／（最大释放孔荧光强度值－自然
释放孔荧光值）×１００％。

１．９　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，以ｔ检验分
析计量资料，Ｐ＜０．０５定为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　表位预测及多肽合成的结果　经数据库ＳＹＦ
ＰＥＩＴＨＩ的预测，选取以下分值不低于２２分的１４
条肽作为可能的ＣＴＬ表位，进行化学合成（表１）。
合成的多肽经高效液相色谱（ＨＰＬＣ）的测定及质谱
（ＭＳ）的鉴定，纯度均大于９５％。

２．２　抗原肽亲和力分析的结果　培养的 Ｔ２细胞
表达的 ＨＬＡＡ０２０１分子极不稳定，递呈后很快
降解，平均荧光强度较弱。经合成的抗原肽处理后

Ｔ２细胞平均荧光强度见表１。经抗原肽４、７和１２
处理后的Ｔ２细胞，平均荧光强度出现升高，其中以
抗原肽１２升高最为明显。抗原肽与 ＨＬＡＡ０２０１
分子亲和力分析的结果显示，抗原肽４、７和１２与

ＨＬＡＡ０２０１分子具有高亲和力，能上调Ｔ２细胞

ＨＬＡＡ０２０１分子表达 （图１）。因此选择抗原肽

４、７和１２继续进行后续试验。
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表１　抗原肽刺激后Ｔ２细胞的平均荧光强度

Ｔａｂ１　Ｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ＭＦＩ）ｏｆＴ２

ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌａｎｔｉｇｅｎｉｃｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｓｃｏｒｅ ＭＦＩ

１ ２５～ ３４ａａ ＡＭＧＡＶＬＶＹＧＬ ２６ ５．５７

２ ２２～ ３０ａａ ＡＩＡＡＭＧＡＶＬ ２４ ４．３６

３ ２２～ ３１ａａ ＡＩＡＡＭＧＡＶＬＶ ２４ ４．７５

４ １７０～１７８ａａ ＳＭＳＧＧＳＡＬＩ ２４ ７．４４

５ ２０～ ２９ａａ ＲＬＡＩＡＡＭＧＡＶ ２３ ５．３３

６ ２６７～２７６ａａ ＮＩＰＡＫＦＬＥＧＬ ２３ ５．１９

７ ３１７～３２５ａａ ＡＭＫＡＤＩＱＨＶ ２３ ６．９３

８ ９～ １７ａａ ＲＬＲＳＡＡＴＴＬ ２２ ５．２１

９ ２３～ ３１ａａ ＩＡＡＭＧＡＶＬＶ ２２ ４．６７

１０ ５１～ ５９ａａ ＧＬＰＶＥＹＬＱＶ ２２ ４．８４

１１ ８１～ ８９ａａ ＹＬＬＤＧＬＲＡＱ ２２ ５．１１

１２ １４４～１５３ａａ ＦＬＴＲＥＭＰＡＷＬ ２２ １０．７８

１３ １６８～１７７ａａ ＧＬＳＭＳＧＧＳＡＬ ２２ ４．６１

１４ ２８９～２９７ａａ ＡＡＤＧＧＲＮＧＶ ２２ ４．９３

Ｎｏｐｅｐｔｉｄｅ 　　　 　　　  ４．１７

图１　预测的抗原肽与ＨＬＡＡ０２０１的亲和力分析

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅａｆｆｉｎｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｐｅｐｔｉｄｅｓａｎｄＨＬＡＡ０２０１
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＩＦＮγ 检 测的结果 　 抗原 肽 ４ 和 ７ 在

ＨＬＡＡ０２０１阳性结核患者及 ＨＬＡＡ０２０１阳
性、ＰＰＤ（＋）健康志愿者中未能诱导ＣＴＬ显著分泌

ＩＦＮγ；抗原肽４、７和１２在 ＨＬＡＡ０２０１阴性结
核患者、ＨＬＡＡ０２０１阴性ＰＰＤ（＋）健康志愿者，
均未能明显诱导ＣＴＬ分泌ＩＦＮγ。抗原肽１２则在

１３例 ＨＬＡＡ０２０１阳性结核患者中的１２例，以及
全部３１例 ＨＬＡＡ０２０１阳性ＰＰＤ（＋）健康志愿
者中，诱导抗原特异性ＣＴＬ显著分泌ＩＦＮγ，平均
值分别达到（８９２．３±１３．２）和（８４９．６±１０．３）ｐｇ／

ｍｌ，明显高于其他组（Ｐ＜０．０５）。见图２。

２．４　细胞增殖试验的结果　抗原肽１２可以诱导

１３例 ＨＬＡＡ０２０１阳性结核患者中的１２例，以及
全部３１例ＨＬＡＡ０２０１阳性、ＰＰＤ（＋）健康志愿

者产生较强的阳性增殖反应，ＳＩ的平均值达到
（１５．３±３．４）和（１７．１±４．７）。抗原肽４和７在

ＨＬＡＡ０２０１阳性结核患者及 ＨＬＡＡ０２０１阳
性、ＰＰＤ（＋）健康志愿者中未诱导出明显的增殖反
应。抗原肽４、７、１２在 ＨＬＡＡ０２０１阴性结核患
者、ＨＬＡＡ０２０１阴性ＰＰＤ（＋）健康志愿者，均未
出现显著的增殖反应（图３）。

图２　抗原肽诱导特异性ＣＴＬ分泌ＩＦＮγ
Ｆｉｇ２　ＩＦＮγｒｅｌｅａｓｅｂｙｐｅｐｔｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄＣＴＬ

Ａ：ＨＬＡ０２０１（＋）ＴＢｐａｔｉｅｎｔ；Ｂ：ＨＬＡ０２０１（－）ＴＢｐａｔｉｅｎｔ；

Ｃ：ＨＬＡ０２０１（＋）ＰＰＤ（＋）ｎｏｒｍａｌｖｏｌｕｎｔｅｅｒ；Ｄ：ＨＬＡ０２０１（－）

ＰＰＤ（＋）ｎｏｒｍａｌｖｏｌｕｎｔｅｅｒ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图３　抗原肽诱导特异性ＣＴＬ在体外的增殖反应

Ｆｉｇ３　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄＣＴＬｉｎｖｉｔｒｏ
Ａ：ＨＬＡ０２０１（＋）ＴＢｐａｔｉｅｎｔ；Ｂ：ＨＬＡ０２０１（－）ＴＢｐａｔｉｅｎｔ；

Ｃ：ＨＬＡ０２０１（＋）ＰＰＤ（＋）ｎｏｒｍａｌｖｏｌｕｎｔｅｅｒ；Ｄ：ＨＬＡ０２０１（－）

ＰＰＤ（＋）ｎｏｒｍａｌｖｏｌｕｎｔｅｅｒ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．５　细胞毒试验结果　在效靶比为４０１时，细胞
杀伤 活 性 达 到 最 高 值，抗 原 肽 １２ 可 在 １３ 例

ＨＬＡＡ０２０１阳性结核患者中的１２例，以及全部

３１例 ＨＬＡＡ０２０１阳性、ＰＰＤ（＋）健康志愿者中，
诱导细胞杀伤活性显著提高，分别为（３０．１±３．６）％
和（３１．４±４．１）％。抗原肽４和７在 ＨＬＡＡ０２０１
阳性结核患者及 ＨＬＡＡ０２０１阳性ＰＰＤ（＋）健康
志愿者中，诱导细胞的杀伤活性没有明显增高。而
在 ＨＬＡＡ０２０１阴性结核患者、ＨＬＡＡ０２０１阴
性ＰＰＤ（＋）健康志愿者中，抗原肽４、７和１２诱导的
细胞杀伤活性均小于１０．０％（图４）。
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图４　抗原肽诱导的特异性ＣＴＬ细胞毒性

Ｆｉｇ４　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｐｅｐｔｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄＣＴＬ
Ａ：ＨＬＡ０２０１（＋）ＴＢｐａｔｉｅｎｔ；Ｂ：ＨＬＡ０２０１（－）ＴＢｐａｔｉｅｎｔ；Ｃ：

ＨＬＡ０２０１（＋）ＰＰＤ（＋）ｎｏｒｍａｌｖｏｌｕｎｔｅｅｒ；Ｄ：ＨＬＡ０２０１（－）

ＰＰＤ（＋）ｎｏｒｍａｌｖｏｌｕｎｔｅｅｒ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　近年来，由于人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）的伴发
感染、结核杆菌多重耐药菌株的持续扩散，以及惟一
可用的卡介苗保护效果不稳定等因素的影响，全球
的结核疫情急剧恶化。更好地了解抗结核保护性免
疫的性质，有利于进一步研发更加有效的结核疫
苗。　　　　　
　　包括激活的巨噬细胞和抗原特异的ＣＤ４＋Ｔ细
胞的相互作用在内的细胞免疫，已经被证实对于引
发强烈的抗结核杆菌感染保护性免疫反应非常重

要［６］。然而，在对鼠实验性结核的研究中发现，缺乏
有功能的ＣＤ８＋Ｔ细胞的鼠更容易感染结核杆菌，
表明 ＭＨＣⅠ限制性ＣＤ８＋细胞毒性Ｔ细胞对抗结
核感染具有重要的保护作用。对人结核的研究也发
现，ＭＨＣⅠ限制性ＣＤ８＋Ｔ细胞能识别结核杆菌感
染的细胞，能够释放ＩＦＮγ、溶解感染的靶细胞和杀
伤细胞内细菌［１２］。目前的研究［１３］表明，ＣＤ８＋Ｔ细
胞至少通过以下３条可能的途径，在抗结核杆菌感
染免疫反应中发挥重要作用：释放ＩＦＮγ、溶解感染
的靶细胞和直接抗结核杆菌。ＣＤ８＋ＣＴＬ发挥作
用，必须要识别靶细胞表面与相应ＭＨＣⅠ类分子结
合的特异抗原表位。因此，鉴定能够通过ＭＨＣⅠ类
分子提呈给 ＣＤ８＋ 细胞的结核杆菌抗原表位，即

ＣＴＬ表位（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｅｐｉｔｏｐｅｓ），对于
阐明ＣＤ８＋Ｔ细胞在抗结核中的保护作用、了解抗
结核免疫反应以及研发新型的抗结核疫苗等至关重

要。另外，ＨＬＡⅠ类分子在不同人群中的表达存在
种族差异，ＨＬＡＡ０２０１在多数人群中普遍存在，
其频率大于４０％，因此进行 ＨＬＡＡ０２０１限制性

ＣＴＬ表位的研究更具有现实意义。

　　为了鉴定出免疫显性表位以设计更加有效的结

核疫苗，应当选择免疫性较强的结合分枝杆菌抗原
成分进行研究。在众多被关注的结核疫苗候选组分
中，结 核 杆 菌 分 泌 性 蛋 白，包 括 Ａｇ８５ 复 合 体
（Ａｇ８５Ａ、Ｂ和Ｃ）、１９０００脂蛋白、ＥＳＡＴ６和ＣＦＰ
１０等，具有高度的免疫原性，在诱导抗结核保护性
细胞免疫中具有重要作用，目前被广泛研究［１４］。研
究表明，结核杆菌分泌性蛋白还具有免疫调节作用，
参与结核杆菌对宿主免疫防御的下调，并在结核的
发病和发展中具有重要作用［１５１６］。在人和鼠中抗结
核杆菌感染 ＣＤ４＋ 和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞反应中，发现

Ａｇ８５复合体包含免疫显性抗原及 Ｔ细胞表位［５］，
并且 Ａｇ８５Ａ 和 Ａｇ８５Ｂ的 ＨＬＡＡ０２０１限制性

ＣＤ８＋Ｔ 细胞表位已经被鉴定出来［８９］。因此对

Ａｇ８５Ｃ的ＣＤ８＋Ｔ细胞表位的进行鉴定具有重要
意义。

　　以往重叠肽库被广泛用于鉴定已知序列蛋白抗
原的Ｔ细胞表位，即在整个蛋白氨基酸序列的范围
内，化学合成具有一定长度的相互重叠的肽段，经淋
巴细胞功能试验确定含有Ｔ细胞表位的肽段，然后
从含有Ｔ细胞表位的肽段 Ｎ或Ｃ端逐步截短产生
一系列短肽段中，再经淋巴细胞功能试验进一步确
定最小的Ｔ细胞表位。这种方法虽然是一种筛选Ｔ
细胞表位的有力工具，具有覆盖面广、漏选可能性小
的特点，但是由于需要合成大量的肽段，费时费力、
费用较高，尤其是对于序列较长的蛋白［１７］。近年
来，一些有助于预测Ｔ细胞表位的计算机表位预测
程序得到了巨大的发展，这些程序能够列出指定蛋
白序列中可能存在的Ｔ细胞表位，与合成重叠肽库
相比，大大节省了时间、降低了成本、减少了工作
量［１８］。

　　目前，鉴定ＣＤ８＋Ｔ细胞表位较理想的方法是，
利用计算机程序（如ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ数据库等）从蛋白
抗原中预测出能结合 ＨＬＡ分子的肽段；再经研究

ＭＨＣ肽复合物在细胞表面的重组或 ＭＨＣ肽复合
物在ＴＡＰ缺失细胞中的稳定性，验证对预测的肽段
与 ＨＬＡ分子的结合，以减少被用于最终分析肽特
异性Ｔ细胞识别的候选肽段的数量；最后，对在体
内或体外诱导人ＰＢＭＣｓ或鼠脾细胞得到的 Ｔ细
胞，通过细胞因子的生成、在体外的增殖和细胞毒性
等检测其经刺激后的反应，以鉴定其特异识别以

ＨＬＡ限制方式处理表位的能力，对预测表位进行进
一步实验验证［１９］。这是确定Ｔ细胞抗原表位的一
种经济有效的方法，降低了成本和工作量，大大提高
了表位鉴定的准确率，为基于ＣＴＬ表位的多肽疫苗
研究提供依据［２０］。
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　　本研究利用ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ数据库，从结核杆菌
抗原Ａｇ８５Ｃ氨基酸序列中，预测出１４条能够结合

ＨＬＡＡ０２０１分子的抗原肽，利用内源性抗原递呈
途径中必需的抗原多肽转运蛋白（ＴＡＰ）缺乏的Ｔ２
细胞，对预测的抗原肽与 ＨＬＡＡ０２０１分子的亲
合力进行分析，筛选出位于１７０～１７８ａａ、３１７～３２５
ａａ和１４４～１５３ａａ３段抗原肽，显示与 Ｔ２细胞上

ＨＬＡＡ０２０１分子有高结合力。其中，抗原肽ＦＬ
ＴＲＥＭＰＡＷＬ（１４４～１５３ａａ）能够刺激其从绝大多
数 ＨＬＡＡ０２０１阳性结核患者及ＰＰＤ（＋）健康志
愿者的ＰＢＭＣｓ中诱导出其特异性ＣＴＬ细胞分泌
大量的ＩＦＮγ，在体外发生增殖，并在效靶比为４０

１时对其靶细胞（负载抗原肽ＦＬＴＲＥＭＰＡＷＬ的

Ｔ２细胞）具有较强杀伤活性，大都高于１０％。结果
表明，结核杆菌抗原Ａｇ８５Ｃ中的抗原肽ＦＬＴＲＥＭ
ＰＡＷＬ（１４４～１５３ａａ），是结核杆菌抗原 Ａｇ８５Ｃ的

ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＤ８＋ＣＴＬ表位。为今后基
于此表位，构建其相应的 ＨＬＡＡ０２０１四聚体，定
量检测结核患者外周血中的抗原特异性 Ｔ细胞对
患者病情进行即时监控，以及开发抗结核多肽疫苗
对结核进行预防和治疗奠定了基础。
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