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【摘 要】目的：预测并鉴定乳腺癌相关抗原受体酪氨酸激酶样孤儿受体 1(receptor tyrosine kinase like orphan receptor 1，ROR1) 

H一2Kd限制性细胞毒性 T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte，CTL)表位，为研究以ROR1为靶点的乳腺癌免疫治疗奠定基础。 

方法：采用生物信息学方法预测乳腺癌相关抗原ROR1 H一2Kd限制性CTL表位，选取预测软件中评分较高的抗原表位肽进行 

人工合成及纯化。肽结合试验检测抗原表位肽与 H一2Kd分子的亲和力。选用亲和力较高的抗原表位肽体外刺激脾淋巴细胞， 

ELISA法检测细胞因子 一干扰素(interferon一 ，IFN一 )和白介素一12(interleukin一12，IL一12)的分泌。结果 ：预测的 4条候选 

ROR1 CTL表位肽均具有较高的亲和力，其荧光指数 fluorescence index，FI)在 30 txg／ml时均大于 1．5。ELISA结果显示表位肽 

ROR1(NYMFPSQGI)可在体外有效诱导IFN一 和IL—l2细胞因子的产生。结论：ROR1(NYMFPSQGI)为乳腺癌相关抗原ROR1 

H一2Kd限制性 CTL表位 ，为研究以 RORI为靶点的乳腺癌免疫治疗奠定了基础。 
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Prediction and identification of H-2Kd restricted CTL epitope derived frOm 

breast cancer associated antigen R0R1 
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【Abstract]Objective：To predict and identify breast cancer associated antigen receptor tyrosine kinase like orphan receptor 1(ROR1) 

H一2Kd restricted cytotoxic T lymph0cyte(CTL)epitopes and to provide experimental data for breast cancer immunotherapy based on 

ROR1．Methods：ROR1 specific H一2Kd restricted CTL epitopes were predicted by bio-informatie methods．Four candidate epitopes 

with relatively high scores were artificially synthesized and purified．Analysis of binding ability of the candidate epitope peptides with 

H一2Kd molecules was carried out by peptide binding assay．ELISA assay was used to check interferon一 (IFN一 )and interleukin— 

lZ(IL-12)．Results：Four candidate epitopes had high affinities of H-2Kd；the FI values were more than 1．5 when concentrations were 

more than 30 I~g／m1．ELISA results showed that ROR1(NYMFPSQGI)could stimulate spleen lymphocyte secreting IFN一̂v and IL—l2． 

Conclusion：ROR1(NYMFPSQGI)is a H-2Kd restricted CTL epitope ofbreast cancer associated antigen ROR1．This study provides 

an experimental data for breast cancer immunotherapy based on ROR1． 
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乳腺癌是我国女性主要的恶性肿瘤之一，具有 

发病率高、死亡率高和治愈率低等特点 ，目前主要 

治疗手段为手术、化疗、放疗、内分泌治疗及分子靶 

向治疗等。近年来随着免疫学的不断发展，免疫治 

疗已成为乳腺癌患者重要而有效的辅助治疗手段。 

细胞免疫是机体抗肿瘤免疫的重要机制，细胞毒性 

T淋巴细胞 (cytotoxic T lymphocyte，CTL)是机体特 

异性抗肿瘤免疫的主要效应细胞 ．基于肿瘤特异性 

抗原的肿瘤疫苗可以启动以肿瘤特异性 CTL反应 

为主的抗肿瘤效应。因此 ，筛选鉴定乳腺癌肿瘤相 

关抗原的CTL表位 ．对研发具有预防或治疗作用的 

乳腺癌肿瘤疫苗有着重要意义。受体酪氨酸激酶样 

孤儿受体 1(receptor tyrosine kinase like orphan re— 

ceptor 1，ROR1)是一种癌胚期糖蛋白，正常成年人 

组织中无表达，在胚胎发生过程中及多种类型的肿 

瘤细胞中表达[1-41。Zhang等研究发现 ROR1在乳腺 

腺癌中高表达，并与其临床高度恶性行为密切相关。 

是一个理想的肿瘤免疫治疗候选抗原[5-61。本研究应 

用生物信息学手段．预测并鉴定小鼠 ROR1的 CTL 

抗原表位 为进一步研究基于 ROR1的肿瘤疫苗奠 

定基础 

1 材料与方法 

1．1 ROR1H一2Kd限制性 CTL表位的预测 

查询美国国立生物技术信息中 ~"(National Centerfor Bio— 

technology Information，NCBI)中小 鼠 ROR1肿瘤抗原的蛋白 

质序列，采用超基序法和量化基序法预测小鼠RORIH一2Kd 

限制性 CTL表位。预测 网站分别为：http：／／www．syfpeithi．de／ 

Scripts／MHCServer．dll／Epitope Prediction．htm 和 http：／／www-bi— 

mas．cit．nih．gov／molbio／hla
_ bind／。选取2种方法得分最高的 9 

肽作为候选表位肽 

1．2 多肽的合成和纯化 

根据生物信息学软件筛选结果。选择合成4条H一2Kd限 

制性 9肽。多肽交予上海强耀生物科技有限公司(ChinaPep— 

tidesCo．，Ltd．)合成 ，高效液相色谱仪(high performance liquid 

chromatography，HPI_E)检测纯度。以粉剂状态保存于一20℃。 

1．3 多肽的鉴定分析 

1．3．1 细胞株及抗体 小鼠 RMA—S(TAP缺陷的小鼠淋巴瘤 

细胞系)细胞购至第三军医大学免疫学教研室。RMA—S细胞 

于常规 RPMI1640培养液中培养。FITC标记大鼠抗小鼠H一 

2Kd抗体购于美国Biolegend公司。 

1．3．2 候选表位肽亲和力分析 采用肽结合试验检测各候 

选表位肽与 H一2Kd分子的结合情况：RMA—S细胞用 PBS洗 

2次，以5×1O5／孑L接种于 96孔培养板中。加入候选肽表位 ，终 

浓度分别为 10、2O、30和 40~,g／ml。RMA—S细胞在 5％CO2、 

37℃、饱和湿度条件下培养 18 h，收集细胞，离心 1 000 r／min， 

5 min。冰 PBS洗 3次，再次离心。在细胞沉淀中加入 1 l 

FITC标记大鼠抗小鼠H一2Kd抗体，4℃避光孵育 30 min。 

PBS洗 3次，FACSVantage SE型流式细胞仪(美国BD公司) 

检测平均荧光强度 mean fluorescence intensity，MFI)。用荧光 

指数 Fluorescence index，FI)判断亲和力。兀的计算方法为： 

FI=f(候选表位肽 MFI一不加肽 MFI)／(不加肽 MFI)]xl00％。 

FI>I．5提示表位肽与H一2Kd分子结合力高，1．0<FI<1．5提示 

表位肽与H一2Kd分子结合力中等。1．0>FI>0．5提示表位肽与 

H一2Kd分子结合力低17]。 

1．4 多肽体外生物学活性检测 

小鼠颈椎脱位处死后浸入 75％乙醇中浸泡 2-3 min消 

毒，无菌条件下取出脾脏。用注射器针芯经 200目无菌不锈 

钢筛网研磨，pH 7．4的PBS冲洗。收集细胞悬液，加入淋巴细 

胞分离液，2 000 r／min，离心 30 min。取中间层淋巴细胞 ，PBS 

洗涤两次 ，RPMIl640+1O％Fcs培养液重悬。将淋巴细胞以 

5×105个l／孑L接种于96孔培养板中，加入候选多肽 ，终浓度为 

0．1、1、10和 100 g／L，培养48 h。收集细胞上清，用 ELISA 

试剂盒(Biolegend．美国)检测多肽刺激淋巴细胞分泌的细胞 

因子 IFN',／和 IL一12。 

1．5 统计学方法 

所得数据应用 SPSS 19．0软件分析。每个实验重复 3次， 

数据以均数4-标准差(互4-s)表示。2组间计量资料的比较采 

用独立样本t检验。检验水准a=0．05。 

2 结 果 

2．1 ROR1 H一2Kd限制性 CTL表位的预测结果 

根据生物信息学软件分析所获得的结果。选取得分较高 

的4条多肽为后续研究的候选表位肽(表 1)。 

表 1 ROR1抗原 H一2Kd表位的预测结果 

Tab．1 Prediction of the epitopes of H-2Kd—restricted 

ROR1 antigen 

2．2 多肽的合成和纯化 

多肽的合成和纯化交由上海强耀生物科技有限公司合 

成。高效液相色谱法分析显示多肽纯度t>95％。ROR1一pl主 

峰出现在保留时间(retention time，tR)为 10．416 min时，其理 

论分子量为 1 069．28，实际分子量为 1 067．32；ROR1一p2主峰 

出现在保留时间为 10．497 min时，其理论分子量为 1 074．38。 

实际分子量为 1 074．38；ROR1一p3主峰出现在保留时间为 

11．273 min时 。其理论分子量为 1 056．21，实际分子量为 

1 054．65；ROR1一p4主峰出现在保留时间为 13．368 min时， 
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其理论分子量为1 081．28，实际分子量为 1 081．32。4条候选 

肽的实际分子量与理论分子量吻合，表明合成正确。合成的 

多肽分别溶解于 DMSO(Sigma，美国)中，浓度为 1 mg／ml， 

一 8O C冷冻保存(图 1)。 
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图 1 各候选表位肽高效液相色谱法分析结果 

Fig．1 Peptides analyzed by HPL．C 

2．3 H一2Kd和各表位候选肽亲和力分析 

流式细胞检测结果显示，随表位肽浓度的增加，荧光指 

数逐渐增高，表明RMA—S细胞表面H一2Kd分子的表达逐渐 

增强。当表位肽浓度达到 30~s／ml时，4条候选表位肽的荧 

光指数均大于 1．5，提示 4条候选表位肽与 H一2Kd均有较高 

的亲和力(表2)。其中ROR1 788—796(NYMFPSQGI)活性最 

强，选择用于后续实验。 

表2 ROR1来源的候选表位肽与 H-2Kd分子亲和力分析 

Tab．2 H-2Kd binding affinity to RORl-derived peptides 

2．4 ROR1的生物学活性检测 

将小鼠脾淋巴细胞与 ROR1(NYMFPSQGI)共孵育后，随 

着浓度的增高，ROR1能诱导小鼠T淋巴细胞分泌 IFN一 和 

IL-12。多肽浓度为 l0和 100 I~g／ml时，细胞因子的产生明显 

增高(IFN一 ： =一l 082．674、--6 104．128，P=O．000、0．000：IL一12： 

t=-34．362、一82．695，P=O．000、0．ooo)，与对照组相比差异具有 

统计学意义(图2、3)。 

浓度(~v4r,a) 

图2 淋巴细胞分泌 IFN—y水平 

Fig．2 IFN-y secreted by spleen lymphocytes 
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图 3 淋巴细胞分泌 IL一12水平 

Fig．3 IL一12 secreted by spleen lymphocytes 

3 讨 论 

传统的肿瘤治疗手段有一定的局限性，免疫生 

物治疗作为一种新兴的辅助疗法 日益受到重视。细 

胞毒性 T淋巴细胞是最主要的抗肿瘤效应细胞．能 

直接溶解肿瘤细胞，并且可以分泌IFN一 、TNF和 

GM—CSF等细胞因子，增强机体对肿瘤的免疫反应。 

有效激发特异性 CTL应答是目前肿瘤免疫治疗的 

重要研究 目标。CTL表位能够激活 T细胞免疫应 

答，在特异性免疫应答中发挥重要的作用。CTL表 

位肽疫苗是一种具有应用前景的肿瘤免疫治疗方 

式，并已在临床试验中显示出较好的疗效 Asahara 

—H鼍  一 露 ．z H 
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等[ 01用 HLA—A24限制性 KIF20A—CTL疫苗治疗吉 

西他滨疗法失败的转移性胰腺癌。每周皮下注射，能 

有效诱导多肽特异性CTL应答。完成一个疗程治疗 

的 29名患者中，21例病情稳定，8例进展．疾病控制 

率为 72％，患者的存活时间明显延长。提示KIF20A— 

CTL疫苗是一种有效的抗晚期胰腺癌肿瘤疫苗。 

Baba及其同事n 用黑色素瘤 gplO0来源HLA-A*2402 

限制性多肽疫苗治疗 6例 HLA—A'2402阳性 Iv期 

黑色素瘤患者，患者无相关的副作用出现．ELISPOT 

法检测发现 4例患者多肽特异性免疫应答增强。所 

有患者CD8+CTL显著增加。 

ROR1是一个跨膜受体酪氨酸激酶．在中枢神 

经系统、心脏、肺和骨骼系统的正常胚胎发育中起 

重要作用，但在正常成人组织中不表达。Zhang等在 

多种人类肿瘤中检测到 ROR1的表达．特别是在乳 

腺腺癌中高表达，并与其临床高度恶性行为密切相 

关。体外和裸鼠体内沉默 ROR1的表达均可抑制肿 

瘤的生长。其进一步研究发现 ROR1通过 Wnt途径 

促进肿瘤细胞的存活．提示 ROR1是一个肿瘤相关 

抗原，可以作为肿瘤靶点用于治疗[61。因此本研究选 

择 ROR1作为乳腺癌免疫治疗的肿瘤抗原靶点，对 

其可能的 H一2Kd限制性 CTL表位进行预测．筛选理 

想的抗原表位肽。 

本研究采用超基序法和量化基序法结合的方 

法，对ROR1的H一2Kd限制性 CTL表位进行预测， 

获得多条侯选抗原表位多肽，合成和纯化侯选抗原 

表位多肽中得分较高的四条多肽。抗肿瘤免疫应答 

的启动关键在于多肽表位与主要组织相容性复合体 

(major hist0compatibility complex，MHC)分子结合，目 

前多应用肽结合试验进行检测。肽结合实验的原理 

主要是利用小 鼠抗原处理相关转运体(transporter 

associated with antigen processing。TAP)缺陷的小鼠 

淋巴瘤细胞株 RMA—S。TAP是将内源性多肽从内 

质网表面转运至内质网腔的一种蛋白质．TAP缺陷 

使得内源性多肽无法到达内质网腔与MHC I类分 

子结合 ，不能被递呈到细胞表面进行稳定表达。所 

以RMA—S表面的MHC I类分子数量直接反映了外 

源性多肽与 MHC I类分子亲和力的大小。本研究利 

用流式细胞仪检测结果发现四条多肽均与MHC I 

类分子有较强的结合能力。ROR1的体外生物学’活J陛 

以其刺激淋巴细胞分泌细胞因子 IFN 和 IL—l2 

为活性标志。本研究中选取 ROR1788-796(NYMF— 

PSQGI)多肽体外刺激脾细胞，随着ROR1多肽浓度 

的增高，IFN一 和IL一12分泌增多，说明ROR1能刺 

激诱导T细胞的活化并产生细胞因子。ROR1的体 

内生物学活性还需进一步研究。 

综上所述，本研究通过生物信息学预测，免疫 

学实验方法筛选和鉴定 ROR1的 H一2Kd限制性 

CTL表位。为进一步研发基于ROR1抗原表位的肿 

瘤疫苗奠定了基础。 
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