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幽门螺杆菌尿素酶Ｂ亚单位优势Ｔｈ表位的系统筛选与鉴定
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　　［摘要］　目的　筛选幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）尿素酶 Ｂ亚单位（ＵｒｅＢ）中 ＣＤ４＋细胞优势应答表位，并确
定其ＭＨＣ限制性。方法　 以重组ＵｒｅＢ蛋白（ｒＵｒｅＢ）与弗氏佐剂联合皮下多点注射免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，从小鼠脾脏中体
外扩增ＵｒｅＢ特异性Ｔ淋巴细胞，采用步移重叠合成肽法筛选 ＣＤ４＋Ｔ细胞优势应答表位，分析其 ＭＨＣ分子限制性。
结果　 １８ｍｅｒ短肽筛选发现ＵｒｅＢ４０３－４２０和ＵｒｅＢ４０９－４２６可显著刺激ＵｒｅＢ特异性ＣＤ４

＋Ｔ细胞产生ＩＦＮγ。１３ｍｅｒ短肽鉴定实
验结果显示，ＵｒｅＢ４０９－４２１可刺激产生与１８ｍｅｒ短肽 ＵｒｅＢ４０３－４２０和 ＵｒｅＢ４０９－４２６等同的应答强度。同时抗体阻断实验表明，抗
Ｈ２ｄ（ＩＡ）单克隆抗体能有效阻断该表位的应答。结论　 ＵｒｅＢ４０３－４２０和 ＵｒｅＢ４０９－４２６为 ＵｒｅＢ抗原中的优势 Ｔｈ表位，其刺激
免疫反应的核心位置为ＵｒｅＢ４０９－４２１，且存在Ｈ２

ｄ（ＩＡ）限制性。
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　　幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）定植于人胃黏
膜，致全球５０％以上的人群感染，成为慢性胃炎、胃十二
指肠溃疡及胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤等胃肠疾病的

主要致病因素［１－２］。目前临床疗法存在多种不足［３］，

而表位疫苗的免疫接种有可能成为彻底消除 Ｈｐ感染

和治疗相关胃肠疾病的有效手段。研究表明：抗原特

异性ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞在抗 Ｈｐ感染中发挥着重要作
用，其中以产 ＩＦＮγ的 ＣＤ４＋ Ｔ淋巴细胞的免疫保护
作用较为明确［４－５］。为了有效激发机体产生抗原特异

性ＩＦＮγ＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞应答，需对现有疫苗候选
保护性抗原中免疫优势表位进行系统的筛选与鉴定。

　　尿素酶作为目前公认的 Ｈｐ疫苗候选抗原分子，
与细菌定植、代谢及感染密切相关。尿素酶 Ｂ亚单位
（ｕｒｅａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＢ，ＵｒｅＢ）作为尿素酶发挥生物学作用
的功能亚基，可诱导机体产生强烈的免疫应答［６］。因
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此，本研究以ＵｒｅＢ为研究对象，采用合成重叠肽技术
和细胞内因子染色的流式细胞分析方法，对ＵｒｅＢ抗原
中可激发ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞应答的免疫优势表位进行
系统的筛选与鉴定，明确其基本免疫学特性，旨在为

Ｈｐ表位疫苗的研究奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　动物及免疫
　　６～８周龄雌性ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠［体质量（２０±２）ｇ］购
自第三军医大学实验动物中心。所有动物实验经第三军医大

学实验动物管理及伦理委员会审核通过。

　　实验分为 ＵｒｅＢ免疫组和 ＰＢＳ对照组，每组 １０只小鼠。
ＵｒｅＢ免疫组采用重组 ＵｒｅＢ（ｒＵｒｅＢ）抗原（本实验室制备）结合
弗氏佐剂进行免疫接种。首次免疫以 ｒＵｒｅＢ加完全弗氏佐剂
皮下多点注射，再次免疫以 ｒＵｒｅＢ加不完全弗氏佐剂接种，末
次免疫仅注射ｒＵｒｅＢ抗原。ｒＵｒｅＢ接种剂量 １００μｇ／只，共３次，
每次间隔１０ｄ。

１．２　细胞培养
　　小鼠末次免疫１周后脱颈处死，取脾脏，研磨，制成单细胞
悬液，经小鼠淋巴细胞分离液密度梯度离心后收集白膜层淋巴

细胞。以ＲＰ１０细胞培养基（ＲＰＭＩ１６４０，１０％胎牛血清，５０μｍｏｌ／Ｌ
２ＭＥ，２５ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，１００Ｕ／ｍＬ青霉素，１００Ｕ／ｍＬ链霉
素）重悬细胞至２×１０６／ｍＬ，接种于 ２４孔培养板，添加 ｍＩＬ２
（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司）至终浓度５Ｕ／ｍＬ，同时以０．５μｍｏｌ／Ｌ终浓度
ｒＵｒｅＢ刺激培养用于建抗原特异性Ｔ细胞，或以５μｍｏｌ／Ｌ终浓
度表位刺激培养用于建表位特异性Ｔ细胞。５ｄ后再次进行淋
巴细胞分离，在２０Ｕ／ｍＬｍＩＬ２条件下继续培养，直至检测。

１．３　肽段合成与流式抗体
　　所有的肽段经上海吉尔生化公司采用步移重叠法合成。
１８个氨基酸长度（１８ｍｅｒ）肽段每次步移６个氨基酸，重叠１２个
氨基酸。１３个氨基酸长度（１３ｍｅｒ）肽段每次步移２个氨基酸，
重叠１１个氨基酸。所有的肽段用ＤＭＳＯ溶解。抗小鼠ＣＤ３抗
体（ＦＩＴＣ）、抗小鼠ＣＤ４抗体（ＡＰＣ）、抗小鼠ＩＦＮγ抗体（ＰＥ）均

购自Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司。

１．４　细胞内因子染色（ＩＣＳ）
　　ＩＦＮγ细胞内因子染色采用标准程序操作［７］，细胞内因子

染色试剂盒购自 ＢＤ公司。所用肽库／多肽刺激终浓度为
５μｍｏｌ／Ｌ。对照孔以ＤＭＳＯ代替，１μＬ／孔。

１．５　主要组织相容性复合体（ＭＨＣ）限制性分析
　　采用抗小鼠 ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡ（ＩＡ）、ＭＨＣⅡ（ＩＥ）抗体
（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）进行抗体阻断实验。特异性 Ｔ细胞在短肽
刺激之前预先分别与上述抗体（终浓度５μｇ／ｍＬ）于３７℃条件
反应３０ｍｉｎ，反应结束后洗去上清中的抗体，再以短肽刺激（终
浓度５μｍｏｌ／Ｌ）５ｈ后进行细胞内ＩＦＮγ染色，流式细胞仪检测
分析。

１．６　自然递呈实验
　　正常小鼠腹腔巨噬细胞贴壁２ｈ作为抗原递呈细胞，与
ＵｒｅＢ抗原于３７℃培养箱共孵育１ｈ，之后洗去上清中抗原成
分，加入Ｔ细胞及高尔基体阻断剂共培养，５ｈ后进行细胞内
ＩＦＮγ染色和流式细胞分析。

１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间差
异行两独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　ＵｒｅＢ抗原特异性ＣＤ４＋Ｔ细胞的体外扩增与鉴定
　　ＵｒｅＢ免疫组小鼠脾淋巴细胞体外培养后，经 ＵｒｅＢ肽库刺
激可诱导相当一部分ＣＤ４＋Ｔ细胞分泌ＩＦＮγ，而ＰＢＳ对照组无
此现象。对所有实验小鼠进行检测发现 ＵｒｅＢ免疫组产生了特
异性ＣＤ４＋Ｔ细胞应答［ＣＤ４＋Ｔ细胞中分泌ＩＦＮγ的细胞比例
（７．００±０．０５）％］，而 ＰＢＳ对照组［ＣＤ４＋Ｔ细胞中分泌 ＩＦＮγ
的细胞比例（０．３０±０．０７）％］无明显应答（Ｐ＜０．０１）。

２．２　步移合成重叠肽法筛选优势应答表位
　　ＵｒｅＢ全蛋白氨基酸序列中 ＵｒｅＢ４０３－４２０、ＵｒｅＢ４０９－４２６可刺激

产生明显的ＣＤ４＋ Ｔ淋巴细胞应答（图１），提示 ＵｒｅＢ蛋白中
ＣＤ４＋Ｔ细胞优势应答表位可能位于ＵｒｅＢ４０３－４２６区域。
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图１　ＵｒｅＢ抗原中优势１８ｍｅｒ氨基酸短肽的筛选
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２．３　免疫优势应答区域中更小表位（１３ｍｅｒ）的确认
　　１３ｍｅｒ短肽 ＵｒｅＢ４０７－４１９、ＵｒｅＢ４０９－４２１可刺激产生与１８ｍｅｒ短

肽ＵｒｅＢ４０３－４２０、ＵｒｅＢ４０９－４２６同样强度的细胞应答（图２Ａ）。为确
证优势应答表位，采用 Ｔｉｔｒａｔｉｏｎ实验将 ２个 １３ｍｅｒ短肽
（ＵｒｅＢ４０７－４１９、ＵｒｅＢ４０９－４２１）进行系列浓度梯度稀释后，分别与
ＵｒｅＢ４０３－４２６特异性 Ｔ细胞共培养５ｈ，流式细胞术检测 ＣＤ４

＋Ｔ
细胞的ＩＦＮγ应答水平。结果显示ＵｒｅＢ４０９－４２１在所有浓度梯度
下所刺激产生的 ＣＤ４＋Ｔ细胞应答水平均强于 ＵｒｅＢ４０７－４１９
（图２Ｂ），提示ＵｒｅＢ４０９－４２１为ＵｒｅＢ抗原中优势应答的ＣＤ４

＋Ｔ细
胞表位。
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Ａ：针对１８ｍｅｒ应答短肽ＵｒｅＢ４０３－４２０、ＵｒｅＢ４０９－４２６步移合成１３ｍｅｒ短

肽；Ｂ：不同浓度１３ｍｅｒ短肽刺激下ＣＤ４＋Ｔ细胞分泌 ＩＦＮγ的细胞
比例

图２　ＵｒｅＢ４０３－４２６中免疫优势１３ｍｅｒ短肽的筛选

２．４　ＭＨＣ（Ｈ２ｄ）限制性分析
　　抗ＭＨＣⅡ（ＩＡ）抗体阻断后可明显降低特异性ＣＤ４＋Ｔ细
胞应答水平，而其他抗体无阻断作用（图３），提示优势应答表
位ＵｒｅＢ４０９－４２１为Ｈ２

ｄ（ＩＡ）限制性。

２．５　自然递呈实验
　　ＵｒｅＢ蛋白经抗原递呈细胞加工处理和递呈后可有效刺激
ＵｒｅＢ４０９－４２１特异性 ＣＤ４＋ Ｔ细胞应答，其强度与表位肽
ＵｒｅＢ４０９－４２１直接刺激无明显区别（图４），提示筛选到的优势应
答表位ＵｒｅＢ４０９－４２１可以在自然情况下被加工递呈。
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图３　优势表位ＵｒｅＢ４０９－４２１ＭＨＣ限制性分析
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图４　优势表位ＵｒｅＢ４０９－４２１自然递呈实验结果

３　讨论

　　Ｈｐ感染与多种胃部疾病密切相关，已被世界卫生
组织列为一类致癌因子。为彻底根除Ｈｐ，达到治愈疾
病的目的，现已广泛开展Ｈｐ疫苗的研究，其中多采用
全菌抗原、超声上清、外膜蛋白或重组蛋白免疫机体，

诱导产生强烈的体液免疫应答，然而研究发现其免疫

保护效果并不理想。因此筛选优势应答表位，用于构

建Ｈｐ表位疫苗以避免全抗原中非保护性表位的副作
用使免疫效果安全且有针对性已成为 Ｈｐ疫苗研发的
新策略。

　　有研究表明，分泌 ＩＦＮγ的抗原特异性 ＣＤ４＋ Ｔ
淋巴细胞在抗Ｈｐ感染过程中发挥了关键作用［４］。尽

管Ｂ细胞的功能也有一定的报道，然而认识尚不统
一。因此，本研究以抗原特异性 ＣＤ４＋ Ｔ淋巴细胞为
研究对象，对Ｈｐ重要保护性抗原的优势Ｔｈ表位进行
筛选和鉴定。目前表位的筛选与鉴定方法主要包括质

谱法、软件预测、步移合成重叠肽等多种方法。质谱法

操作简单、省时、快速，但不能排除自身反应性表位和

在自然状态下不能被 ＡＰＣ加工递呈的表位［８－９］。软

件预测法虽简便、快速，但预测结果常与真实情况存在

一定的出入，需实验加以验证［１０－１１］。步移合成重叠肽
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是一种系统筛选表位的方法，可有效克服质谱法和预

测法的不足，明确表位的免疫优势应答特性，避免漏筛

和误筛现象。因此，本研究采用步移合成重叠肽法对

ＵｒｅＢ抗原中所有可能的小鼠Ｈ２ｄ限制性Ｔｈ表位进行
了全面系统的筛选。虽然操作较为复杂，却可以如实

反映机体的免疫应答情况，结果真实、可信。目前此方

法已广泛用于肿瘤抗原［７，１２］和病毒抗原［１３－１４］表位的

筛选与鉴定。

　　目前Ｈｐ表位疫苗的研究多集中于 Ｂ细胞表位，
研究发现ＵｒｅＡ不同Ｂ细胞表位的单抗具有抑制尿素
酶的活性［１５］，采用 ＵｒｅＢＢ细胞表位制作的疫苗可诱
导机体产生有效的中和抗体［１６］，对过氧化氢酶（Ｋａｔ）
抗原 Ｂ细胞表位的研究也得到了同样的结论［１７］。然

而报道中很少涉及对Ｔ细胞功能的研究。产ＩＦＮγ的
ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞在抗 Ｈｐ感染过程中的作用已较为
明确。因此有必要对 Ｈｐ抗原的 Ｔｈ表位进行研究。
本实验室前期通过预测的方法从 ＵｒｅＢ抗原中筛选到
３个Ｔｈ表位［１８］，基于此制作的表位疫苗证实可以有

效抑制Ｈｐ在胃黏膜局部的定植［１９］。然而前期实验

采用预测方法，并未对ＵｒｅＢ的全部表位进行全面系统
的筛选鉴定，所以不排除可能存在更具免疫优势的保

护性表位。本研究采用步移重叠肽法对 ＵｒｅＢ所有可
能的Ｔｈ表位进行了系统筛选，从中筛选到优势应答表
位ＵｒｅＢ４０９－４２１。结果与采用软件预测法得到的数据

［１８］

相比存在一定的区别。然而究竟何种表位在机体抗

Ｈｐ感染中发挥关键作用还需要进一步研究。
　　综上所述，本研究通过小鼠皮下注射重组ＵｒｅＢ抗
原，在体外成功扩增出抗原特异性 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞，
筛选到优势 Ｔｈ表位 ＵｒｅＢ４０９－４２１，对其 ＭＨＣ限制性进
行了分析，同时证实此优势应答表位可被自然加工递

呈。本研究结果将为认识抗原和表位肽的免疫保护作

用，进一步设计 Ｈｐ表位疫苗奠定实验基础。本研究
虽然筛选鉴定出１个新的优势Ｔｈ表位，但该表位的免
疫保护作用和其他免疫学特性仍需进一步研究。
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