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摘要

可溶性 MHC- 肽四聚体是根据 T 细胞活化的双识别原理

用生物工程技术将 MHC- 类分子重链 α 与 β2 微球蛋白

在体外组装 并结合抗原表位肽 形成一个能够与相应TCR

特异性结合的单体 再将 4 个单体组装在一起 称为四聚

体. 四聚体用荧光染料标记 供流式细胞仪检测 就可以用

于具有特定TCR的T细胞的研究. 在病毒性肝炎的研究中

四聚体技术可以直接检测抗原特异性CTL数量 在感染急

性期抗原特异性CTL比恢复期高 肝炎自愈者高于慢性感

染 肝内高于外周血 但明显低于其他病毒性疾病. 四聚体

标记联合其他膜表面分子的标记(或细胞内细胞因子染色)

可以评价抗原特异性CTL的功能状态 还可以联合一些特

殊的荧光染料 评价抗原特异性CTL的分裂增生能力.
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0   引言

细胞毒性 淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte CTL)是机

体抗肿瘤 抗移植物及有效控制各种感染的免疫细胞

之一. 在乙 丙型肝炎病毒(HBV/HCV)感染时 MHC-

类分子限制的抗原特异性 CTL 反应是清除病毒 控

制病毒复制和播散的主要机制[1-3]. 由于抗原特异性CTL

(antigen-specific CTL)在控制病毒感染和某些肿瘤具有重

要的作用 因此定量检测抗原特异性 CTL 一直是免疫

学界努力的目标之一. 1996 年 Altman et al [4]首次报道

将 MHC- 类分子 抗原肽(peptide)和荧光染料标记联

接蛋白组成的单体物 通过亲和素铰链成为四聚体复

合物(tetrameric  complexes Tetramer )来检测 HIV

特异性 CTL 细胞 从此这项技术在病毒性疾病[5-10]包

括 SARS 病毒[11] 肿瘤[12-14]以及自身免疫性疾病[15-17]等

基础和临床研究中广泛应用. 近几年 四聚体技术在病

毒性肝炎领域的研究也取得较大的成绩[18-19] 本文拟

将四聚体技术原理和在病毒性肝炎抗原特异性 CTL 的

研究应用介绍如下.

1   可溶性 MHC- 肽四聚体技术作用原理

MHC- 类分子是由重链 α 与保守的轻链即 β2 微球蛋

白组成的异源二聚体 并形成一个肽结合槽 具有高度

多态性. 特异性 CTL识别的抗原主要是结合 MHC- 类

分子的内源性抗原肽. 抗原肽(内源性抗原)是由抗原递呈

细胞(antigen present cell APC)加工合成 在细胞内质

网中结合于由 MHC- 类分子重链(α1 和 α2 功能区)构

成的肽结合槽内. CTL 通过细胞表面 T 细胞受体(T cell

receptor TCR)识别并结合那些提呈在靶细胞表面

MHC- 类分子肽结合槽内的特异性抗原表位(epitope)

在共同刺激信号的协助下活化 增生 形成表位特异性

T细胞克隆 活化的CTL细胞再通过相同的机制靶细胞

结合而发挥生理效应.

       1980 年代后期至 1990 年代 已有许多学者根据 T

细胞作用的特点 应用可溶性 MHC- 类分子来研究

淋巴细胞反应[20-22] 但是结果并不理想. 其主要原因

是单价 MHC- 肽复合物(MHC-Peptide Monomers)与

TCR 结合的亲和力较低( 10-5 µM) 且解离快 形成

的复合物半衰期不到 1 min[23-24].  而多价 MHC- 肽复合

物能够同时结合多个TCR 使其解离速度大大减慢 从

而提高检测的阳性率有研究发现四价的 MHC- 肽复合

物在亲和力 生物效应等多方面作用都是最佳的[25].

Altman et al [4]基于这一原理发明了可溶性MHC- 肽四

聚复合物(四价 MHC- 肽复合物) 该方法通过基因工

程技术将 BirA 酶底物肽(BSP)的 15 个氨基酸残基的编

码基因克隆到质粒中 HLA-A2 重链的羧基端 表达

HLA-A2 重链 - BSP 融合蛋白. 将融合蛋白  β2 微球蛋

白 抗原表位肽(体外合成)折叠复合后与 BirA 酶作用

产生赖氨酸残基 再与藻红蛋白(PE)标记的亲合素混合

形成 HLA-A2 重链 藻红蛋白 - 亲合素 β2 微球蛋白

表位肽组成的复合物. 由一个亲合素连接四个藻红蛋白

从而形成四价的复合体 因此一个四聚体复合物可以同

时与四个 TCR 结合. 四聚体复合物是模仿 CTL 识别靶细

胞的 双识别 过程 四聚体复合物与 TCR 相结合 从

而标记该 HLA 型 特定抗原表位的 CTL 细胞.

        四聚体中的亲和素由荧光染料(如: PE FITC 等)进

行标记 可以供流式细胞仪(FACS)检测. 因此 只要人

工合成已知抗原多肽 就能通过此法迅速定量检出该抗

原肽特异性CTL 如果在体外给予抗原或分裂原的刺激

后 进行细胞因子(如 IFN-γ IL-2)[26-28] 趋化因子(如

MIP-1α) 细胞毒素(如穿孔素 / 颗粒酶)等[5, 26, 29-30]的染

色 可以评价特异性 CTL 的功能状态 而且还可以标



记细胞分选以供体外培养扩增和功能分析用[31-32].

图 1  四聚体结构示意图.

2   四聚体检测技术在病毒性肝炎研究中的应用

在病毒性疾病发病机制的研究中发现 抗原特异性

CTL 与病毒清除和肝脏病理变化有密切相关[33] 病毒

抗原特异性 CTL 的研究是揭示病毒性肝炎免疫发病机

制的关键 了解抗原特异性 CTL 的数量及功能的变化

规律有利于阐明病毒性肝炎的发病机制 也有利于抗

病毒治疗过程中机体免疫状态的检测[34].

2.1 抗原特异性 CTL 细胞数量和功能分析  四聚体技术

在病毒性肝炎研究中的应用首先体现在对病毒抗原特异

性 CTL 数量的研究[35-36]. Maini et al [35]首先将此技术应用

于病毒性肝炎的研究 他们合成了针对核心抗原(C18-

27) 衣壳抗原(E335-343)和 DNA 多聚酶(P575-583)肽

段的特异性四聚体用于 HBV 感染患者的检测 从而开

始了病毒性肝炎细胞免疫研究的新天地. 目前研究报道

很多 一般认为慢性 HBV 感染外周血中出现频率大概

占总 CD8+T 细胞的比较低 而肝内相对较高 有研究

认为他们之间的比值可达17.4-150倍[37]; 而HBV感染急

性期明显高于慢性感染 部分患者可以达到 1% 左右. 对

HCV感染患者外周血中特异性CTL数量的研究多家报道

差异较大 在慢性HCV感染患者HCV表位肽特异性CTL

占总 CD8+T 细胞从 0.05% 到 1.2% 都有报道 而在急性

HCV 感染 特异性 CTL 往往很高 有报道可达 4% 左

右[38]. 总之 肝炎病毒感染的急性期特异性 CTL 出现频

率比慢性感染高出 3-5 倍[39]. 但与其他病毒(CMV EBV

流感 A)感染比较[9, 27, 40] 慢性 HBV HCV 感染时抗原特

异性 CTL数量非常低 一般不超过1%[33, 35, 41-43, 39]. 因此推

测过低的抗原特异性 CTL 反应可能是肝炎病毒感染更

容易慢性化的原因之一.

        不同的临床表现患者抗原特异性 CTL 数量存在明

显差异: 在 HBV 感染时 特异性 CTL 在感染急性期最

高 其次是感染后自愈者 最后是慢性感染患者; 在慢

性感染患者之间 低病毒复制 肝损伤轻者比高病毒复

制 肝损伤重者高[44]. 在 HCV 感染时 特异性 CTL 在

感染急性期最高 其次是慢性感染患者 最后是感染后

自愈者[39]. 这些发现提示外周血中高抗原特异性 CTL 与

病毒清除有关.

        研究发现不同抗原肽特异性 CTL 在数量上存在明

显的差异; 急性 HBV 感染和感染自愈者 抗原特异性

CTL 细胞数量从多到少依次为: 核心抗原特异性 CTL 细

胞 多聚酶特异性 CTL 细胞 衣壳抗原特异性 CTL 细

胞[35]. 而在慢性 HBV 感染时 特别是有肝损伤 病毒

高复制患者 衣壳抗原特异性 CTL 数量最高[44]. 但总体

来说 肝炎病毒感染时 病毒抗原特异性 CTL 数量很

低 这也给进一步研究带来了困难. 最近有报道[45] 采

用间歇循环刺激法用抗原表位肽体外刺激患者 PBMC

使特异性 CTL 数量得到增加 可以提高检出率. 但这

样可能会使检测的准确性下降 有待进一步的研究. 由

于肝炎病毒都有多种抗原成分 而每个抗原成分包含

有多个抗原表位 不同抗原表位肽特异性 CTL 的变化

规律以及在免疫发病中的作用的研究还不够.  四聚体技

术对特定抗原表位 CTL 细胞进行标记 可以直接对外

周血和肝组织中的特异性CTL进行检测. 如果采用多重

染色技术 四聚体联合细胞膜[46]或细胞内特殊标记的染

色 为特异性 CTL 的研究提供了多种实验参数 直接

或间接的反映特异性CTL的功能. 常常使用的细胞膜标

记(活化标记 CD 分子 趋化受体)的标记[47] T 细胞

受体Vβ取用(usage)[48]的标记以及细胞内细胞因子(IFN-

γ IL-2 TNF-α)的标记[26, 49]. 但由于某些疾病状态时

抗原特异性 CTL 数量有限 这方面的部分研究有很大

的难度.

        用HBcAg18-27表位肽四聚体研究HBV感染者抗原

特异性 CTL 发现急性 HBV 感染外周血四聚体阳性细

胞胞膜活化标志(HLA-DR)为阳性 但细胞的增生能力

下降. 在 HCV 感染的急性期 四聚体阳性 CTL 细胞表

型为 CD28+CD45RA- 但胞质中不含穿孔素 为记忆

型 T 细胞. 有研究认为慢性病毒肝炎患者外周血中 特

异性 CTL 产生细胞因子 IFN-γ 和 TNF-α 的能力下降

不足以清除病毒. 而另有研究发现[41, 49] 慢性 HCV 感

染患者外周血中特异性 CTL 分泌 IFN-γ 和 TNF-α 的能

力存在异质性(heterogeneous) 出现两个明显不同的亚

群 一部分特异性 CTL 接受抗原肽刺激后可以分泌

IFN-γ 并且四聚体染色强度下降 另一部分不分泌

IFN-γ 四聚体染色不变. 而且在大部分的 HCV 感染

者 特异性 CTL 对抗原肽刺激不产生反应. 这个研究

结果提示: 抗原特异性 CTL 是一个不均一的细胞群 他

是由执行不同功能的一群细胞组成.

      而最近还有研究显示在急性 HBV 和 HCV 感染患

者 外周血病毒抗原表位肽四聚体染色阳性的CD8+T细

胞都可表现为 CCR7-CD45RA-[50] 即效应 - 记忆细胞

亚群; 尽管表型相同 但其功能有明显的差异. HBV 感

染者特异性 CD8+T 细胞胞质中含有较多的穿孔素 并

且增生比较旺盛 有较强的细胞毒性作用 体外抗原肽

刺激可产生 IFN-γ 即使在病毒得到控制时 四聚体

阳性的 CD8+T 细胞仍可以检测到; 而在急性 HCV 感染

者 抗原特异性 CD8+T 细胞功能是处于抑制状态. 不
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过 其细胞功能在其自愈过程中可以逐步得到恢复

而在发展为慢性感染的患者 始终处于抑制状态. 因此

病毒抗原特异性 CTL 在 HBV HCV 感染时功能状态不

完全相同 这种功能上的差异可能是 HCV 感染时更容

易慢性化的原因.

2.2 变异抗原在免疫反应中的作用  抗原特异性 CTL 抗

原表位氨基酸变异引起的逃避变异(escape mutation)在病

毒性肝炎十分常见. 已经证实病毒性肝炎患者CTL识别

的抗原表位肽存在变异 并且其变异可以抑制 CTL 释

放 INF-γ 和杀伤感染细胞的功能[51-52] 在慢性化的过

程中具有重要的意义. HBV 核心抗原 18-27(氨基酸

FLPSDFFPSV)是T细胞识别的常见表位 该区变异可以

抑制 T 细胞对抗原的识别[53]. Maini et al [54]合成了 5 个各

含有 1 个氨基酸变异的核心抗原 18-27 多肽(分别为:

M19 A21 E22 Y23 Y24) 用变异多肽刺激 PBMC

发现变异多肽(A21 E22 Y24)刺激 能够产生 INF-

γ 的细胞数量不及野生株多肽刺激产生的 20% 因此

认为核心抗原 18-27 表位的变异降低了特异性 CTL 对

抗原成分的识别效率. 他们还用野生株表位肽四聚体检

测不同肽段刺激所产生特异性 CTL 情况发现 已自愈

的急性 HBV 感染患者 PBMC 在接受多肽刺激时 多个

肽段可以产生四聚体阳性细胞(弱于野生株肽) 而慢

性 HBV 感染时(野生株) 一般只对少数肽段产生反应

并且刺激产生的特异性 CTL 数量明显比急性肝炎患者

少 结合他们同时对四聚体阳性细胞T细胞受体取用研

究资料[54] 他们认为多克隆的针对该抗原表位(18-27)

的 CTL有利于HBV 的清除. 另外他们发现1 例慢性HBV

感染(18-27 氨基酸存在 T21 Y23 变异)患者 PBMC 接受

多肽刺激时 多个变异多肽都能够产生强于野生株肽的

刺激效果 他们认为这两个位点的变异尽管还能够刺激

机体产生免疫应答 但不能够导致病毒的清除. 他们的

研究是对病毒变异导致免疫逃避观点的直接证明.

2.3 病毒抗原特异性 CTL 反应动力学研究  由于四聚体

阳性细胞的检测直接使用感染者PBMC 不需要体外扩

增 直接进行数量和功能的分析 避免了外来因素的干

扰 可以准确反映病毒感染时特异性 CTL 的变化规律.

在急性HBV感染潜伏期(至少在出现临床症状和ALT升

高前 4 wk) [55] HBV 特异的 CD8+T 细胞就可以出现

并且逐步升高. Maini et al [33]发现急性 HBV 感染时 病

毒特异性 CTL 数量在急性期最高 其高峰与血清 ALT

升高平行 但细胞功能受到损害; 随着病情的恢复 四

聚体阳性 CD8T细胞数量逐步下降 而细胞功能逐步恢

复. 在整个恢复期特异性 CD8+T 细胞逐步降低 但临床

完全恢复后仍保持低水平的特异性CD8+T细胞存在. 慢

性 HBV 急性发作(flare exacerbation)患者[56] 血清转

氨酶(ALT) 的升高与核心抗原 18-27 的特异性 CTL

(Tc18-27)的增生密切相关 并且在急性发作时 Tc18-

27 细胞表面 HLA-DR 和 CCR5 高表达; 而在静止期则为

低表达.

        HCV 急性感染早期特异性 CTL 比例高 自限性感

染者特异性 CTL 出现早 持续时间长. 而不能清除病

毒者则下降快 持续时间短. 特异性 CTL 的短寿命可能

是HCV持续感染的原因之一. 因此抗原特异性CTL的动

态变化与病毒性肝炎的发展有着密切的关系 更加强烈

的支持 CTL 在病毒性肝炎发病中起关键作用的观点.

2.4 抗原特异性 CTL 增生能力的研究  T 细胞增生是细

胞活化的主要结果之一 对抗原特异性 CD8 细胞增生

能力的研究可以更好的理解 T 细胞反应的动力学变化

规律 长期以来 这方面的研究都是依靠 3H 标记的胸

腺嘧啶核苷参入实验来完成. 该方法费时 费力 并

且有发射性污染的危险 实际应用有很大的局限性.

CFSE(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester)是一

种荧光物质 对细胞无毒性 他可以进入细胞内与蛋白

结合 并且随着细胞的分裂而等量分配给子代细胞 已

分裂细胞的荧光强度下降 利用 CFSE 的这个特性 可

以研究细胞的增生能力[57]. 有研究者将四聚体技术与CFSE

相结合 用于抗原特异性 CTL 增生能力的研究[58- 59].

Wedemeyer et al [39]将 HCV 感染患者 PBMC 进行 CFSE 染

色后 用CTL识别的HCV表位肽进行体外刺激培养7 d

然后用四聚体进行 CFSE 和该表位肽四聚体的检测

CFSE荧光强度降低的四聚体阳性细胞就是已经分裂的

抗原特异性 CTL. 他们发现慢性 HCV 患者抗原特异性

CTL 的增生能力低下 最高也不超过 40% 而 HCV 感

染自愈者抗原特异性 CTL 的增生旺盛 往往大于 80%.

如果结合 CTL 反应动力学研究 更能反映疾病状态下

抗原特异性 CTL 的变化与疾病转归的规律.

3   讨论

HLA- 表位肽四聚体技术可以同时直接对特异性 CTL
进行定性 定量分析 具有灵敏度高 特异性强
无需要体外增生 对细胞无损伤等优点 他克服了
51Cr 释放分析 LDA PCR 等方法的局限性. 而且在
部分研究中的应用是其他方法所不能够完成的 比如
对抗原特异性 CTL 动力学的研究以及抗原特异性 CTL
增生能力的研究. 然而 四聚体技术也有他自身的局
限: (1) 他必须具有明确的抗原表位 而且他所使用的
抗原表位为单一的表位 难以反映整个抗原的全貌. (2)
由于各种疾病状态都有多种抗原成分 并且每个抗原
成分又有多个 T 细胞识别抗原表位 在免疫发病机制
的研究中 需要对每个抗原表位进行仔细研究 工作
量非常大. (3)四聚体染色是以特定细胞结构为研究对象
客观上还需要对这些细胞进行进一步的分群和功能方
面的研究. (4) 由于 HLA- 类分子的多样性决定一种
HLA- 表位肽四聚体只能适用于该种 HLA 型 在研究
中需要根据研究对象制备不同 HLA 亚型的四聚体 使
前期工作难度加大.
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