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0　引言　HLA 2抗原肽是抗原经过抗原递呈细胞 (A PC) 加工

后, 由HLA 分子递呈给 T 细胞抗原受体 (TCR )的短肽. 寻找

能够为 T 细胞所识别的HLA 结合肽对于肿瘤免疫学研究及

肿瘤有效防治具有重要的理论意义和应用价值, 许多国家都

在致力于这一领域的研究. 细胞HLA 2抗原肽含量很少, 分子

量很小, 难于纯化和测序, 是免疫学研究的一个难点. 我们应

用肝癌细胞膜酸洗技术及高效液相色谱与质谱联用技术首次

分析和鉴定了一条为HLA 2A 2 递呈的肝癌抗原肽.

1　材料和方法

1. 1　材料　以人肝癌细胞株 HHCC (A 2, B 7) 经 ΧIFN 诱导

HLA É 类分子表达. 以细胞膜酸洗技术收集 1×1010细胞洗

脱液. T 2 细胞为抗原加工缺陷细胞.

1. 2 　 方 法 　 ① 酸 洗 液 经 脱 盐、粗 分 离 和 浓 缩, 过

SephadexG25 (15 mm ×500 mm )凝胶柱. 紫外分光光度计测

得样品蛋白质浓度为 2 g·L - 1. ②制备反应性细胞毒 T 淋巴

细胞; 将粗提物与 T 2 细胞混合, 2 h 后取 1×105T 2 细胞与 1
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×106 淋巴细胞混合, 51C r 释放实验检测杀伤活性. ③反相2高
效液相色谱质谱联用 (R P2H PL C2M S) 分析酸洗液成分. ④采

用BLA ST P 软件, 于互连网上对N R 数据库进行检索, 寻找

同源氨基酸序列, 同时在M EDL IN E 中检索所有已知 HLA 2I

类分子结合肽序列, 分析所得序列是否已知序列.

2　结果　酸洗液经过 SephadexG25 凝胶柱得到M r 5000 以

内的多肽, 最终获得 6 m g 粗提物. 杀伤实验结果显示粗提物

中含有 T 细胞识别的肝癌抗原肽. 所得粗提物经过反相高效

液相色谱柱分离, 得到 40 个吸收峰. 粗提物经过 R P2H PL C

之后, 进入质谱仪, 得到相应的质谱色谱图 (T IC 图). 每一个

高效液相色谱图吸收峰都对应一个质谱峰. 由于质谱仪每秒

扫描一次, 所以每一个质谱峰都包含有多幅质谱CAD 图. 通

过对CAD 图的解析, 便可推测出相应多肽的序列, 现已获得

10 余条多肽信息, 其中 SXXV HXN EV , X = I 或L , 经过氨基

酸同源性分析证明其为 SL IV HLN EV , 是肝细胞生长因子受

体前体 (m et 原癌基因) , 第 107521083 肽段, 第 1080 位点发生

突变, 由 F 变为L , 由HLA 2A 2 分子递呈, 可能是一条有重要

意义的 T 细胞所识别的肝癌抗原肽.

3　讨论　既往进行HLA 2I 类分子结合肽一级结构分析主要

通过反相高效液相色谱纯化, 得到纯度> 90% 的多肽样品后,

应用 Edem an 降解法进行多肽测序, 所需样品为 nmo l 级, 技

术难度大, 国内尚未见分析出结合肽一级结构的报道. HLA 2

I类分子结合肽为 8212 肽, 正好在质谱测序范围内, 因此高效

液相色谱质谱联用是研究 HLA 结合肽的最佳手段. 液质联

用不仅可以推测出结合肽的一级结构, 所需样品量少, 仅为

pmo l 级, 而且可以对多肿肽混合物各组份直接进行一级结构

测定, 使检测步骤大大简化. 我们在对肝癌细胞系的HLA 结

合肽研究中, 已经分析出结合肽 SL IV HLN EV , 其为一基因突

变抗原肽, 由HLA 2A 2 分子递呈. 经过文献检索, 尚未见有相

同的报道. 通过肿瘤细胞膜酸洗脱2液质联用分析技术, 可望

获得更多肿瘤抗原肽, 使肿瘤免疫学研究进入一个新的阶段.
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