
论著 　　　 文章编号:1000-5404(2004)15-1330-03

肿瘤抗原MAGE-2多抗原肽疫苗的设计合成及免疫原性研究

耿　淼 ,吴玉章 ,管孝鞠 ,贾正才 ,周　伟 ,邹丽云　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　采用多抗原肽(multiple antigen peptide , MAP)设计方案 ,提高线性短肽的免疫原性。方法　对肿瘤抗原

MAGE-2220-228细胞毒性 T细胞(cytotoxic T lymphocyte , CTL)表位进行分子修饰 , 设计 、合成四分支多抗原肽(MAP4)。标准

Fmoc合成方案进行合成 ,液相色谱 质谱联用(LC MS)进行目的肽鉴定。 以体外刺激人外周血单核细胞(PBMC)诱导 CTL

效应及 IFN-γ分泌 , 标准 51Cr释放实验与 Elispot实验进行免疫原性的研究。结果　标经准 51Cr释放实验验证 , 低浓度的

MAP4可以诱导出有效的 CTL效应 , Elispot实验显示MAP4 能够有效诱导的 IFN-γ分泌。结论　MAP的构建能够增强 CTL

效应和 IFN-γ的分泌 ,是一种有效刺激 CTL应答的多肽疫苗形式。
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Studies on the molecular design , chemical synthesis , and immunogenicity of multiple

antigen peptide vaccines from MAGE-2
GENGMiao , WU Yu-zhang , GUANG Xiao-ju , JIA Zheng-cai , ZHOU Wei , ZOU Li-yun(Institute of Immunology , College of Medi-
cine , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To improve the immunogenicity of linear peptide by employing the multiple antigen pep-
tide (MAP)as vaccine candidate structure.Methods　The molecular engineering experiment of the CTL epitope

peptide MAGE-2220-228 was performed.The four-branch MAP (MAP4)was synthesized by Fmoc method and the

purity was analyzed by RP-HPLC.The peptide was identified by liquid chromatography (LC)and mass-spectrum

(MS).The MAP4 immunogenicity was studied using human peripheral blood mononuclear cells(PBMCs)from HLA-
A2+healthy donors.The CTL response and the IFN-γsecretion were detected by standard

51
Cr release assay and

enzyme-linked immunospot(ELISPOT)assay.Results　Low concentration MAP4 could induce effective CTL re-

sponse and generous IFN-γsecretion in vitro.Conclusion　The MAP structure is a good candidate structure for de-
signing a new generation of peptide-based vaccine , which can induce effective CTL response and generous IFN-γse-

cretion.The MAP structure can also improve the immunogenicity of short CTL peptide.
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　　随着肿瘤分子免疫学与分子生物学研究的进展 ,
证明细胞毒性 T细胞(cytotoxic T lymphocyte , CTL)介导

的特异性细胞免疫是主要的抗肿瘤机制 ,研制肿瘤抗
原相应的 CTL表位肽疫苗 ,是肿瘤特异性免疫治疗的

新途径 。但在实际应用中 ,短肽疫苗并不能有效的激
起体内的免疫反应 ,其原因可能是其结构方面的缺

点
[ 1]
。因此近几年对合成肽疫苗的研究主要着重于通

过对其构型的改建增添分子修饰以提高肽疫苗的免疫
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原性及在体内的稳定性 。本研究对HLA-A2限制的线
形 CTL 表位肽 MAGE-2(220 ～ 228) KIWEELSML

[ 2]
进行改

建 ,采用 Tam 实验室提出多抗原肽(multiple antigen

peptide , MAP)的设计方案
[ 3 , 4]
,构建了表位相同的四分

支肽(MAP4),并进行免疫原性的研究 。

1　材料与方法

1.1　1MAP 的设计
　　HLA-A2 限制的 CTL表位 MAGE-2(220-228)序列 KIWEELSML为

基础 , 赖氨酸为核心基质构建表位单体相同的四分支肽(图 1)。
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图 1　MAP4结构示意图

Fig 1　Schematic structure of MAGE-2220-228 tetravalent peptide
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1.2　MAP 合成 、鉴定
　　MAP的合成:肽合成在 ABI431A 固相自动肽合成仪上进

行。采用标准的 Fmoc 方法[ 5] , 选用 0.125 mmol Fmoc-MAP-

Branch-PSC 树脂 ,按照序列使肽链从 C 端逐个向 N 端延伸 , 各

氨基酸的用量为 0.5 mmol , 氨基酸∶树脂=4∶1。将MAP粗品溶

解 ,浓度为 15 mg ml ,经 0.45 μm 纤维滤膜过滤后 , explore100 型

中压液相色谱仪上纯化。根据其溶解特性为脂溶性采用 PO-

ROS-50-R1 填充料的纯化柱。 反相高压液相色谱仪(reverse

phase-high performance liquid chromatography RP-HPLC 美国 waters)

鉴定纯度 ,分析柱采用 C18 ,流动相为含有 0.1%三氟乙酸的乙

氰溶液 ,流速 1 ml min。分子量的测定在 API2000 型质谱仪(美

国waters)上进行。

1.3　MAP 免疫原性研究
1.3.1　细胞毒实验　　采用标准的 51Cr释放实验[ 6] , 实验共

分为 3 组 , MAP45 μg ml、MAGE-2220～ 228 5 μg ml和 IL-2 对照组。

效应细胞的制备:HLA-A2 阳性健康人的浓缩白细胞经常规聚

蔗糖-泛影葡氨分层液梯度离心 、获得外周血单个核细胞(pe-

ripheral blood mononuclear cell , PBMC), 用含 10%胎牛血清的

1640培养基调节细胞浓度为 1×106 ml。次日分别加入不同浓

度的待检肽共培养 , 第3 天加入50 U ml的 rhIL-2 继续培养。肽

刺激3 次后 , 于最后 1次刺激 3 d 后收集细胞 , 并按相应效靶比

调节细胞浓度 , 作为效应细胞。靶细胞标记:将培养好的

LB373-MEL(人黑色素瘤细胞系 , 表达肿瘤抗原MAGE-2 ,HLA-A2

阳性 ,比利时 Marchand教授惠赠)按 1×106 ml调节细胞浓度于

试管(1 ml), 3.7 MBq Na 51CrO4 , 37 ℃、5%CO2 孵育 90 min , 摇

匀。标记好的靶细胞 , 用含 10%胎牛血清的 1640 培养基调节

为1×105 ml的细胞悬液 , 每孔 100μl铺于 96 孔培养板。每孔

靶细胞中加入效应细胞 100μl , 使相应的效 靶比分别为 25∶1、

50∶1、100∶1 ,肿瘤细胞的最大杀伤采用 2 mol L HCl ,自释放为靶

细胞加培养基。 37 ℃、5%CO2 孵育 4 h。 1 000 r min 离心 10

min ,各取上清 150μl ,用γ计数器分别测定脉冲数。

51Cr 特异释放率= 实验组 cpm 平均值-自释放 cpm 平均值
最大释放 cpm 平均值-自释放 cpm 平均值

×100%

1.3.2　Elisopt试验检测 IFN-γ分泌　　Elisopt试剂盒购于法国

DIACLONE 公司。末次肽刺激 3 d后 , 将细胞按 1×105 100 μl加

入底部铺有自制 NC 膜 , 并包被有 IFN 单抗的 96 孔板中。参照

说明书进行实验操作。结果在立体显微镜下观察记数。

1.4　统计学方法
　　采用 SPSS10.0 对各组数据进行方差分析。

2　结果

2.1　反相高压液相色谱仪(RP-HPLC)分析结果
　　MAP经纯化后 RP-HPLC 分析发现:MAP 其主峰出现在保

留时间(tR)为 15.405 min 处 , 其峰面积占整个面积的 72.15%

(图 2)。

2.2　液相色谱 质谱联用(LC MS)鉴定
　　纯化后的目标肽经液质联用分析鉴定 , 经 ESI 离子源后 ,

各肽可以分别带 4、5、6 个正电荷。 质 荷比分别为 1232.1、

985.9、821.4 , 相应的分子量为 4 924.4 , 理论值为 4 924.6

(图 3)。

图 2　RP-HPLC分析 MAP的纯度

Fig 2　Analysis of MAP purity by RP-HPLC

图 3　MAP的质谱分析

Fig 3　MS analysis of MAP

2.3　细胞毒实验
　　实验组经体外诱导 PBMC 的 CTL效应 , 经标准 51Cr 释放实

验进行验证。MAP 5μg ml可以诱导出有效的 CTL效应 ,当效∶靶

=100∶1 时效应细胞对靶细胞的溶破率为 46%, 而MAGE-2220 ～228

线性短肽并没有特应杀伤 , 仅为 9.3%, IL-2 对照组为 8.1%(图

4)。经双因素方差分析 MAP4 与各组差异显著(P<0.05)。

图 4　MAP与 MAGE-2220～ 228刺激 PBMC 对 LB-373的溶破率(肽

浓度=5μg ml)

Fig 4　Lysis of cell line LB373-MEL byMAGE-2220-228 orMAP stim-

ulated PBMC(peptide concentration = 5μg ml)

2.4　IFN-γ分泌
　　活化的 CTL细胞在体外抗原的刺激下能分泌 IFN-γ, 因此
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采用 ELISPOT方法可推测经各组抗原刺激后特异性 CTL细胞

的数目。在立体电镜下观察发现:MAP4 刺激其特异的分泌

CTL的细胞数最多 , 而线性肽与对照组并没有显著差异 , 各组

斑点均数为MAP4 组 61 ,MAGE-2220 ～ 228组 18 , IL-2 组 15。经单因

素方差分析MAP4 与各组间差异显著(P<0.05)。

3　讨论

　　肿瘤抗原MAGE-2为特异性肿瘤抗原 ,黑色素瘤

中有高达 70%的表达
[ 7]
,同时在其它肿瘤中也有不同

程度的表达(如肺部肿瘤 、肝细胞癌等)
[ 8 , 9]
。新近报道

还特异性高表达头部肿瘤 、横纹肌肉瘤
[ 10 ,11]

。MAGE-2

作为肿瘤的诊断标志以及免疫治疗的靶抗原近年来备

受关注。因此开发MAGE-2的CTL表位相应的多肽疫

苗具有重要意义 。

　　表位肽疫苗与其它肿瘤疫苗相比具有成分简单诱

发的免疫效应针对性强并摆脱了抑制性病理性表位的

影响等优点。但由于其分子量较小与其结构的单一性

往往造成免疫原性呈降低的规律 ,体内不能诱发理想

的免疫效应
[ 12 , 13]

。以往短肽疫苗为了解决这一弊端 ,

多采用表位多肽交联载体蛋白的方法来提高其免疫原

性 ,但由于载体蛋白本身也为一分子量较大的外来抗

原 ,往往诱生的抗体多是针对载体蛋白的而非目的表

位。1988年 Tam实验室提出了多抗原肽的设计方案 ,

采用分子量小且免疫原性弱的赖氨酸为核心基质 ,将

若干条(一般多为 4条或 8条)抗原表位相同或不同的

单体肽偶联在一起 ,形成树枝结构。这种设计模式不

但很好的模拟天然表位构象 ,而且无需再偶联载体蛋

白便能诱生高滴度 、高亲和力的抗体 ,而 MAP 本身没

有免疫原性 。现代保护性免疫理论同样认为 ,有效的

保护性免疫取决于一组表位的合理组合
[ 14 , 15]

。因此采

用MAP 设计方案既能提高疫苗的质量又能去除载体

蛋白的缺陷。本实验中 ,我们采用MAP 设计方案构建

了以MAGE-2220 ～ 228表位序列为基础的抗原表位相同的

四分支多抗原肽 MAP4 ,增强其诱导 CTL 的效应。以

往实验中已证明当肽浓度为 10 μg ml线性肽 MAGE-

2220 ～ 228可在体外诱导出有效的 CTL 效应
[ 2]
,但在降低

浓度是否还可诱发 CTL 效应 ?实验显示当肽浓度采

用5 μg ml的低浓度时 ,线性短肽并没有激起有效的

CTL效应对靶细胞的溶破率仅为 9.3%,而MAP4的设

计方案则有效的提高了短肽的免疫原性 ,经 MAP4刺

激的效应细胞对靶细胞的溶破率为 46%。相同的结

果在 ELISPOT 实验也得到验证 ,经 MAP4刺激后出现

大量分泌 IFN-γ的淋巴细胞 。提示 ,在对短肽恢复其

大分子特性后 ,其免疫原性也相应提高 ,且其抗原的特

异性也没有发生变化。本实验证实了 MAP 的设计方

案能有效的提高线形短肽疫苗的 CTL 效应 ,同时也为

不同 CTL表位的串联提供了设计模式 ,为临床肿瘤多

肽疫苗的设计提供了一个良好的方案。
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