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蛋白糖基化与细胞毒性 T淋巴细胞应答

Relationship between protein glycosylation and response of cytotoxic T

lymphocyte

周吉军 ,吴玉章　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　糖基化是已知的蛋白最重要的翻译后修饰。已知的蛋白

糖基化有多种类型 , 其中最常见的是发生在天冬酰胺(As-

paragine , Asn)的 N-糖基化(N-linked gly cosylation)和发生在丝氨

酸(Serine , Ser)和苏氨酸(Threonine , Thr)的 O-糖基化(O-linked

glycosylation)。糖蛋白中糖基的结构大小不一 , 少者仅一个单

糖 ,稍复杂的寡糖链可由 12 ～ 15 个单糖残基衍生物组成 ,甚至

可多达 20～ 30个单糖残基。糖链的结构类型与其在肽链上共

价连接的氨基酸种类有关。蛋白(肽)糖基化后不仅亲水性增

加 ,对蛋白酶耐受能力(酶稳定性)增强 ,而且二 、三级结构也发

生改变。糖基可改变蛋白的回形环(Loop cycle)、β-转角(Beta-

turn)、α-螺旋(Alpha-helix)等空间构象 。糖基化对蛋白生物学活

性影响逐渐受到重视 , 特异性糖结构参与细胞-细胞及细胞-底

物交互作用 ,从而影响淋巴细胞移动 、免疫细胞激活 、胚胎发生

及肿瘤转移等过程。 糖的种类和数目的变化(形成寡糖或多

糖)、糖的异构性以及糖苷键所处位置不同 , 决定了糖蛋白上糖

的多样性 , 也导致了糖蛋白的结构多样性和生物学活性的

变化。

　　近年来 ,越来越多研究表明糖参与或影响免疫反应[ 1] 。 糖

基化结构在改变蛋白或肽的三维结构的同时 ,还可通过改变蛋
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白表面表位或与MHC 分子的结合位点影响细胞免疫。有研究

表明T 细胞所识别表位部分靠小的糖基结构确定[ 2] 。糖基化

可生成新的T 细胞表位 ,或相反 , 废除识别
[ 3]
;糖基化可阻断肽

与MHC-Ⅰ类分子结合 , 也可通过糖直接与 MHC 分子交互作

用 ,恢复结合[ 3] ;有的糖基可帮助 Th 细胞对抗原肽识别的精确

化学定位[ 4] ;MHC-Ⅰ 类分子上的一些糖基化结构可能干扰 T

细胞识别 ,并限制 CD8+T 细胞应答[ 3] 。 病毒有可能通过上述

机理逃避细胞免疫。糖基化结构也可通过改变肽抗体识别表

位影响体液免疫[ 5] 。一些寡糖结构本身就是半抗原(Hapten),

许多糖(单 、双及多糖)本身就是半抗原 ,即单独不具抗原性 , 而

连接在载体蛋白(或肽)骨架上 , 则具抗原性 , 可以诱导糖特异

性的单克隆抗体(mAb)和细胞毒性 T 淋巴细胞(CTL)[ 6] 。

　　机体免疫系统对胞内感染病毒和肿瘤细胞的清除 ,主要依

赖细胞免疫 , 特别是特异性的 CTL。但许多慢性病毒感染者

(如慢性 HIV、HBV感染者)和肿瘤病人不能清除病毒或肿瘤细

胞 ,即病毒和肿瘤细胞出现免疫逃避。病毒表面蛋白均为GPs ,

由宿主细胞合成 ,在内质网经翻译后修饰糖基化 , 因此不易与

宿主GPs , 特别是糖结构区别 ,如 HIV、HBV、流感病毒以及部分

原生寄生生物等 ,它们所具有的免疫逃避特性 , 很可能与其表

面蛋白糖基化有关。异常糖基化是肿瘤细胞重要表型之一 , 肿

瘤细胞也可能利用其异常糖基化结构逃避机体免疫监视和免

疫识别。而一些特定的糖结构利用其半抗原性质 , 可引起针对

自身组织的免疫反应 , 导致免疫损伤或自身免疫疾病 , 包括胶

原相关的类风湿性关节炎 、多发性硬化症 、糖尿病 、IgA 肾病。
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　　CTL通常识别与 MHC-I 类分子结合的短抗原肽(8 ～ 12 个

氨基酸残基), 对抗原被加工成短肽的机制 , 抗原肽与 MHC 分

子以及与TCR间的交互作用的本质 , 已有一定了解。已发现糖

蛋白抗原中的糖能辅助与 MHC 分子结合表位肽被 T细胞识

别
[ 7]
。T细胞表位模型实验显示糖能通过多种途径调节T 细胞

应答。例如 ,在已确定的糖肽特异性 CTL应答中 , 许多糖肽特

异性 CTL应答是针对含单糖残基肽 ,这似乎表明糖和肽二者与

TCR结合位点发生连接 , γ/δTCR 识别抗原可受配体 N-糖基化

调节[ 8] 。天然糖蛋白也可诱导糖肽特异性 T 细胞应答。糖所

具有影响 T细胞识别抗原的能力对免疫应答研究 , 特别是对

CTL表位图谱研究起了深远影响。

1　表位糖基化对 CTL识别影响

1.1　对抗原 CTL 表位结构及性质影响

　　病毒或肿瘤蛋白(肽)抗原分子上的抗原表位有两种类型:

一种是连续性抗原表位(Continuous epitope), 其氨基酸序列在一

级结构上是连续的;另一种是不连续性抗原表位(Discontinuous

epitope),由一级结构上不连续的氨基酸残基经过肽链的空间折

叠而聚集在一起形成。糖基化不仅引起糖基化位点附近分子

及其构象改变 ,还可导致蛋白(肽)二 、三级结构如回形环 、β 反

折 、α螺旋等发生变化 , 从而导致相应抗原表位分子或空间结构

改变。有研究表明 T 细胞识别表位部分靠小的糖基结构确

定
[ 2]
。

　　Huang 等在研究α-半乳糖基化对HIV-1 ⅢB V3 肽上的小鼠

MHC Ⅰ Db 分子限制 CTL识别表位(RIQRGPGRAFVTIGK , P18Ⅲ

B)三维结构影响时 , 通过核磁共振(NMR), 圆二色(Circular

dichroism , CD),分子模建等方法 , 发现 T12 糖基化轻微拉紧了

免疫优势区顶部(G5-R8)的反向折叠(Reverse turn),糖也存在与

肽骨架相关形态 ,并能影响局部肽结构。故认为简单糖基化就

能影响V3 肽的结构平衡。

　　研究糖基化对人类 T淋巴细胞病毒Ⅰ(HTLV-Ⅰ)肽表位结

构的影响发现 ,其 gp46 Asn244 GlcNAc化的 233 ～ 253 肽 , 二级结

构预测显示在肽的 242～ 246 残基存在 β-反折 ,糖肽模型研究提

示稳定的 β-反折 ,可由仅一个单糖残基引起[ 9] 。

　　抗原表位糖基化引起结构改变后 , 所产生影响表现为两方

面:一方面可形成新免疫决定蔟 , 诱导糖或糖肽特异性免疫反

应。不同的糖基化表位免疫原性因糖结构差异而不同。糖或

糖肽特异性 T细胞可识别糖精确的化学结构。 Deck 等[ 10]在检

测糖肽特异性 CD4+T 细胞的特异性研究中 , 把双糖半乳二糖

(Galabiose , Galα1-4Gal)连接到鸡卵溶菌酶(HEL)52 ～ 61 肽(公

认 I-ak 分子结合肽)的中部(Ser-56), 免疫 CBA/ J 小鼠 , 从其

窝淋巴结 T 细胞获得 T细胞杂交瘤 , 并筛选识别连接在肽 Ser-

56 残基上半乳二糖的杂交瘤。结果发现该杂交瘤为半乳二糖

特异性 ,而非纤维二糖(Cellobiose , Glc β1-4Glc)特异性;半乳二

糖连接于 HEL52-61 残基 53 肽和连接于 HEL34-45 肽均不能激

活该 T细胞杂交瘤;半乳二糖羟基乙酰化(Acetylation)后 , 丧失

与T 细胞反应性。此外 ,他们在溶菌酶来源的 52-61 肽(可与 I-

Ak 分子结合)第 5 个氨基酸残基连接上半乳二糖后 , 观察二种

T细胞杂交瘤对其免疫识别。通过分别改变糖分子和肽序列 ,

发现半乳二糖中靠外侧半乳糖残基与暴露的肽侧链一起被 T

细胞直接识别[ 11] 。

　　另一方面可通过糖基化改变分子或空间结构而封闭或破

坏该表位 , 这受所连接糖种类 、数量 、连接位置决定。

　　已发现多种病毒的糖基化结构影响宿主对其免疫反应。

早在 80年代研究流感病毒(H2N2 和 H2N1)时 , 就发现用糖基化

抑制物衣霉素(Tunicamycin , TM), 处理流感病毒感染的靶细胞

后 ,可增强其对特异性和交叉反应性 CTL的敏感性 , 且在细胞

表面表达的血凝素(Haemagglutinin , HA)总量没有减少情况下 ,

所表达HA 与抗-HA IgG mAb 结合力降低。Wood等发现流感病

毒A 核心蛋白(NP)上的 2个 MHC限制性 CTL表位因糖基化不

能被加工 、提呈 , 而其 N-糖基化被抑制后 ,经抗原加工 、提呈该

表位可暴露。近年来 ,糖基化在抗病毒免疫反应中的作用有了

进一步发展 ,其中最具代表性的是对 HIV 的研究 , 发现其表面

糖蛋白的糖结构成为病毒抵御机体免疫的屏障。

　　HIV-1 表面糖蛋白 , gp120 和 gp41 组装成三聚体复合物 ,

gp120 中 , 糖结构约占 50%质量 , 重组 HIV-1 gp120 诱导小鼠

gp120-特异性 CTL研究发现 , 酶切割掉 gp120 上 N-连接聚糖(N-

linked glycans)后 ,诱导特异性 CTL作用增强
[ 12]
。

　　在研究中部和末端糖基化对合成狂犬病毒核心蛋白 Th 细

胞表位 31D(氨基酸残基 404 ～ 418)和 VF13N(29～ 41)肽生物学

活性和肽形态影响中发现 ,在肽链中部的 Asn 残基连接麦芽糖

或GlcNAc后 , 其 T细胞刺激活性显著降低 ,主要是因为糖基化

降低了肽同 MHC 分子的结合力 , 并发现肽特征性α螺旋减少

(三氟乙醇水溶液中)。相反 ,把麦芽糖或 N-乙酰氨基葡萄糖偶

连Asn 接在 31D和 VF13N的 N-末端 , 不影响激活 T细胞 , 而且

31D肽N-末端糖基化 , 可降低对人血浆降解的敏感性 , 肽的α

螺旋形态也不受影响。

1.2　对 CTL 表位加工 、呈递影响
　　已发现糖基化可增强蛋白耐受蛋白酶水解能力 , 即提高了

酶稳定性 , 而 APC 对抗原的加工就主要靠酶水解作用 , 因此糖

基化可影响到抗原表位加工。

　　有报道病人血中分离到的糖基化的可溶性 MUC1 肿瘤抗

原 ,不能被树突状细胞加工 , 也不能体外诱导MHC-Ⅱ类限制 Th

细胞应答 ,通过研究在 MHC-I 类分子作用下 , 树突状细胞呈递

不同程度糖基化或非糖基化 MUC1 能力 , 发现不同程度糖基化

的MUC1及未糖基化的 MUC1 合成肽均能诱导 MUC1 特异性 , I

类MHC限制的 CTL应答 , 且抗原加工效率与活化 CTL 强度与

抗原糖基化程度呈负相关[ 13] 。

　　有些外源性糖肽可与细胞膜上跨膜“空”MHC-I 类分子结

合 ,以内吞小泡方式 , 在抗原呈递相关转运系统(Transporter as-

sociated with antigen presentation , TAP)辅助下 , 经内在化(Internal-

ization)和再循环(Recycling)后 ,呈递到细胞表面[ 14] 。有证据表

明在被人MHC- I 类分子体内呈递肽中 ,有一定数量的糖肽 , 大

约占总肽量的0.1%,而且像 O-β-GlcNAc 糖基化的合成肽能被

TAP有效转运[ 14] 。

　　在 HCV表面糖蛋白 E1 在从感染细胞内质网转运至胞质
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过程中是否经MHC-I 类加工研究中 ,用可与MHC I类分子(Pa-

tr-B＊1601)结合 , 含已知 CTL表位(233-GNASRCWVA-241)的合

成肽 , 体外诱导 CTL发现 , 需极高浓度(>100 Nm)达到溶靶细

胞;而使用氨基酸残基 234(Asn)被天冬氨酸(Asp)替代的合成

肽 ,浓度可降低 1 000 倍。氨基酸残基 Asp 被认为是肽氨基末

端与 Patr-B＊1601 结合的锚残基(Anchor residue), 而 Asn234 是

N-糖基化信号序列(Asn-Xaa-Ser/Thr)的一部分 , 在胞质内 N-糖

苷酶作用下 , Asn234 被 Asp 替代可通过去糖基化/去酰胺化自

然发生。这一氨基酸替代及糖基化改变影响了肽呈递给 CTL。

　　由于 CTL在肿瘤特异性细胞免疫应答研究中 , 起关键作

用 ,因此诱导肿瘤特异性 CTL , 如何呈递肿瘤抗原肽给 MHC-Ⅰ

类途径成为一中心课题。 GU-XG 等报告了一类新的疏水多糖

小颗粒 ,能呈递含一 CTL表位的部分 HER2 肽给 MHC- Ⅰ途径。

疏水多糖有 2 种 , 一种是胆固醇基连接性甘露聚糖(Cholesteryl

group-bearing mannan , CHM),另一种为胆固醇基连接性支链淀粉

(Cholesteryl group-bearing pullulan , CHP);它们分别与含原癌基因

erbB-2/ neu/HER2(HER2)表达产物氨基末端 147 个氨基酸肽形

成复合物颗粒(CHM-HER2 和 CHP-HER2), CHM-HER2 和 CHP-

HER2均能诱导 CD3+/CD8+ CTL与 HER2 转染的纤维肉瘤细

胞 ,相反 ,单独肿瘤蛋白无此作用 ,这些 CTL具 Kd 限制性 ,并特

异识别HER2 的 63～ 71 位置 ,此外 CHM-HER2 复合物可增强抗

-HER2 IgG 抗体产生 , 而单独 HER2 蛋白仅能诱导少量抗-

HER2。经 CHM-HER2 或 CHP-HER2 免疫的小鼠成功排斥了

HER2 转染的肿瘤 ,且在肿瘤植入 3 d内用 CHM-HER2 免疫也能

完全排斥肿瘤。表明这类疏水多糖可辅助可溶性蛋白诱导细

胞免疫和体液免疫 ,这种新佐剂可能成为肿瘤预防和治疗的潜

在研究手段。

　　TCR识别与 MHC 分子结合的短肽 , 与表位对应的合成肽

能在体外有效刺激 T细胞杂交瘤的激增 , 也能在体内诱导 T 细

胞。但由于其较短半衰期和低免疫原性 , 体内诱导 T 细胞 , 特

别是CTL免疫反应较弱。应用酶促方法把病毒肽装配到免疫

球蛋白的糖上[ 15] , 这样并未改变二者的生物学功能。 该复合

物体外激活 T细胞杂交瘤能力是单独肽的 20 倍 , 并能体内诱

导肽特异性 T 细胞前体和 CD4+、CD8+T 细胞表达肽特异性 T

细胞受体的转基因小鼠淋巴细胞激增。结果显示 , 用酶促方法

将肽连接到免疫球蛋白的糖部分(半乳糖残基作为肽受体), 可

作为感染性疾病保护性表位的一种安全 、有效的呈递系统。 该

方法还可进一步发展为免疫治疗手段 , 如呈递拮抗肽给自身免

疫T 细胞或白细胞介素等免疫调节剂。

1.3　对表位与 MHC分子结合的影响

　　糖基化对表位于 MHC 分子结合影响 , 主要表现在以下两

方面:其一 , 糖基提供一新MHC 结合锚结构 , 生成一新 MHC 结

合位点 , 这因为糖基可作为 MHC 分子结合所需的氢键的供体

和受体。其二 ,锚残基糖基化修饰 ,导致结构改变或形成空间

障碍 ,抗原肽不能进入 MHC 分子的结合沟 , 导致已存在免疫应

答在MHC 分子结合水平被阻断。

　　CTL通常识别与MHC-I类分子结合的 ,经加工的 8～ 10 个

氨基酸残基的短肽 ,而通过研究 GlcNAc O-糖基化的合成糖肽 ,

发现糖肽也能与 MHC I 类分子有效结合 , 并诱导糖肽特异性

CTL应答
[ 16]
,表明含 O-连接GlcNAc的合成肽 , 能被TAP 有效转

运至内质网 ,加工与 I类 MHC 分子结合呈递给人免疫系统 , 实

验发现人 MHC-I类分子体内所呈递肽中 , 糖肽占 0.1%。已发

现一些糖肽可与 APC上“空”MHC-I类分子结合 ,目前认为“空”

MHC-I类分子具抗原呈递和免疫调控功能 ,活化的 T 细胞存在

高比例“空”MHC-I类分子。

　　糖基化在改变蛋白或肽的三维结构的同时 , 还可通过改变

蛋白(肽)的 MHC 分子结合位点影响细胞免疫[ 1] 。 有关 Tn 抗

原的T 细胞识别研究中 ,选用鼠血红素(Hb)来源的 10肽(67 ～

76), VITAFNEGLK ,该肽能与 Ek 较好结合 , 且对 CBA/ J 小鼠是

非免疫原。10 肽的每个氨基酸分别被含α-D-GalNAc的 Ser 或

Thr替代后 , 分别研究其与 Ek 的结合能力和对 CBA/ J 小鼠的免

疫原性。对所有这些不同位置发生 Tn 替代的糖肽 , 进行晶体

结构确定 ,发现当 Tn替代位于氨基酸侧链向下进入MHC 分子

结合位点时 ,则完全丧失与 Ek 的结合能力 , 这种情况发生在 68

和76(该二氨基酸残基是主要的锚残基)替代以及 71 和 73(具

次要锚残基功能)替代。除 70 和 74 外 , 当 Tn 替代位置不在与

MHC分子结合位点时 ,则保留与 Ek 的结合能力。研究还发现

当Tn 替代发生在 72 时 ,该具MHC 分子结合能力的 10 肽具免

疫原性 ,已知该位点是 T细胞受体与 Hb(67 ～ 76)连接残基。

　　笔者最近用分子模建技术研究糖基化对 CTL表位与MHC-

Ⅰ类分子结合影响 , 发现 HBV-PreS2 CTL表位 44 ～ 53(SILSKT-

GDPV)的Ser44 O-α-GalNAc糖基化对该表位的 HLA-A2 结合形

态影响较小 ,该糖肽与 HLA-A2 分子结合的稳定性高于未糖基

化肽 ,糖基提供的氢键增强了该 CTL 表位与 HLA-A2 结合沟结

合的亲和力及稳定性 ,这一改变有可能影响 HLA-A2/抗原表位

复合物的表达水平 ,引起该表位等级性改变。

1.4　对表位的 TCR识别影响

　　蛋白糖基化可通过两方面影响 TCR识别 , 首先 ,糖基提供

可被TCR容纳的新结构而生成一新表位。其次 , 表位完全修

饰 ,不能被被 TCR容纳 ,导致已存在的对未修饰肽免疫应答在

T细胞识别水平被阻断。

　　通过T 细胞对肿瘤相关糖结构的应答研究 , 发现含单糖结

构(Tn)糖肽诱导的 T 细胞 ,与其它糖肽无明显交叉反应 , 表明 T

细胞识别的高度糖特异性。而含复合糖糖肽诱导的 T 细胞与

含单糖糖肽存在复杂的交叉反应谱。同时还发现一些糖肽无

免疫原性 ,提示可能因 T 细胞池缺乏识别某些特定糖结构的

TCR。该研究选取易与 MHC-Ⅱ类 E(k)分子结合 , 小鼠血红蛋

白来源的 10肽 Hb(67 ～ 76), 其本身对于 CBA/ J 小鼠乃非免疫

原。在其主要的 TCR结合位点 72 , 通过 Thr、Ser 或 Asn 与不同

聚糖连接 ,进行 O-或 N-糖基化。糖部分包括肿瘤相关粘蛋白

糖抗原(Tn)、粘蛋白相关聚糖及非粘蛋白相关聚糖。 72 位点为

Hb(67～ 76)非MHC 结合位点 , 所有 16种糖基化肽均能与 E(k)

分子有效结合 ,但发现与单糖相比 , 所连糖越复杂 , 结合越弱。

12 种 O-糖基化肽中 , 有 6 种可诱导 T 细胞激增;4 种 N-糖基化

肽无此能力。免疫原性最强的 4 种糖肽均为 O-糖基化 , 其中 3

种为带 Tn 或 T抗原。
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　　CTL通常识别靶蛋白通过受 MHC-Ⅰ 类分子限制的短肽 ,

但已发现 MHC-I类分子结合性糖肽可诱导糖特异性 , 非 MHC

限制的 CTL。这表明 CTL 可通过非肽依赖性的 T 细胞受体

(Peptide-independent TCR)识别靶蛋白和非蛋白结构。把单或双

糖与 Kb-或 Db-结合性肽偶联后直接免疫小鼠 , 诱导糖特异性 ,

非MHC 限制的 CTL应答。 4 种肽和 3种糖用于分析研究 ,分别

连在载体肽的末端或中间位置。其中来源于口腔疱疹病毒核

心蛋白的Kb-结合肽段(RGYVYQGL), 在其 4或 6位半胱氨酸上

连接半乳糖(Gal alpha 1-4Gal , Gal2)后 ,免疫小鼠。结果与单纯

核心肽比较 ,糖肽诱导的 CTL具有优先杀死靶细胞的能力。 还

发现多克隆 CTL可杀死表达含 Gal2 表位糖脂的靶细胞。 对

CTL表达的 TCR研究表明 ,糖肽特异性 , Kb-限制的 CTL与非限

制性 ,糖-特异性 CTL分别属于不同 T细胞亚群。

　　糖特异性 CTL依赖其 TCR识别非肽性抗原和修饰的肽抗

原。在用H-2Kb 限制性糖肽 RGY8-6H-Gal2(含二糖)免疫后 , 诱

导出一群CTL ,其中表达α/β TCR的 CTL为糖肽特异性 , 而表达

γ/δTCR的 CTL则呈双糖特异性 ,甚至糖脂(Glycolipid)特异性。

Kb/ RGY8-6H-Gal2晶体结构显示肽和 H-2 Kb 结构不受肽糖基

化的影响 ,但位于公认 TCR结合位点的中央区则受所连接糖的

支配 , Kb/ RGY8-6H-Gal2 这一结构特征与α/β 和γ/δTCR所分

别优先选择的配体特征一致 ,这可解释糖特异性 T 细胞反应的

产生。

　　T细胞表达的γ/δTCR可识别多种配体 , 除糖类 、脂类分子

外 , Sciammas 等在研究具单纯疱疹病毒-1 糖蛋白 I(gI)反应性

小鼠 T 细胞 TgI4.4 的 TCR 时发现 , 与α/β TCR介导的 MHC 限

制的抗原识别不同 , TgI4.4的γ/δTCR直接识别纯化的 gI , 同抗

原-抗体识别相似 , 不需要抗原加工或呈递。 表明该类 TCR 通

过结构依赖方式直接识别肽骨架。此外 , 与典型α/β TCR识别

肽/MHC 复合物具较强亲和力相比 , γ/δTCR对肽/MHC 复合物

识别亲和力较弱 ,而主要受其配体 N-糖基化调控[ 17] 。

　　笔者最近用分子模建技术研究糖基化对 CTL表位与MHC-

Ⅰ类分子结合影响 , 发现 HBV-PreS2 CTL表位 44 ～ 53(SILSKT-

GDPV)的Ser44 O-α-GalNAc糖基化不仅可与 HLA-A2 稳定结合 ,

而且糖基部分基团可从 MHC 结合沟中向外伸出 , 可为与 TCR

交互作用提供了新的侧链基团 , 反过来 , 也不难理解如果糖基

过大或过长 ,则不能被 MHC 结合沟容纳 , 或形成空间障碍 , 阻

止抗原-MHC-Ⅰ复合物被 TCR识别。

2　蛋白糖基化对 CTL活化影响

　　CTL活化主要依赖于其 TCR与APC表面 , 位于MHC-I 类分

子结合槽的抗原表位的交互作用 , 这是 CTL 活化的第一信号 ,

要求TCR与抗原肽-MHC-I复合物必须有足够的结合时间和结

合数量 , 因此要求 TCR与抗原-MHC-I 复合物间必须有足够的

结合亲和力 ,另外因 TCR具多态性 ,故主要对 APC 表面抗原肽-

MHC-I复合物有数量要求。但 CTL活化过程中面临 4 大障碍:

(1)CTL的 TCR与 APC 表面抗原肽-MHC-I复合物分子的体积比

较小 ,周围存在大量的大体积糖蛋白分子如 CD45、CD43 等 , 它

们可形成空间障碍 , 阻止 TCR与抗原肽-MHC-I 复合物分子的

交互作用。(2)由于 TCR与抗原肽-MHC-I 复合物分子较小 , 它

们之间发生交互作用的基团数量有限 , 也比较小 , 故认为通常

TCR与抗原肽-MHC-I复合物分子的结合亲和力较小 , 不利于形

成稳定结合。(3)APC 表面 MHC-I 分子数量有限 , 其中部分是

“空”MHC-I分子 , 再加上一些抗原与 MHC-I分子结合不稳定及

部分抗原肽-MHC-I 复合物不能与 TCR 交互作用等因素 , 能与

TCR稳定结合的抗原肽-MHC-I 复合物数量较少。(4)CTL 是

在移动过程中对 APC 表面抗原肽-MHC-I 复合物进行识别 , 这

不利于 TCR 对抗原肽-MHC-I 复合物进行精确识别 , 形成稳定

结合。

　　糖基化不仅通过对 CTL表位影响 , 改变表位与 MHC-I分子

的结合特性及与 TCR交互作用的能力 ,影响到第(2)、(3)障碍 ,

而且还可以影响到(1)、(4)障碍。

2.1　对免疫学突触形成影响
　　已发现克服第(1)大障碍主要是通过 CTL含 TCR部位 , 和

相应 APC 含抗原-MHC-I复合物部位分别向外凸出 , 形成免疫

学突触(Immunological synapses), 拉近 TCR与抗原肽-MHC-I复合

物的距离 , 克服体积小的不足[ 18] 。 在该免疫学突触形成过程

中 ,有多种细胞表面糖蛋白受体-配体或粘附分子的参与 , 如

LFA-1-ICAM-1 、CD2-CD48和 CD28-CD80 等 , 它们通过交互作用

不仅对免疫学突触起重要支撑作用 , 而且还可能转导活化信

号。这些过程中 ,蛋白的糖基起着重要作用如参与细胞连接和

信号传导等 , 如 CD2 和 CD48 膜近侧的寡糖作为脚手架调整

CD2 和 CD48 结合面方向 ,增加亲和力 ,辅助免疫学突触间及整

个 CTL与 APC 间形成稳定结合。

2.2　对细胞因子影响
　　穿孔素(Perforin)是活化 CTL和 NK 细胞合成的一种分泌蛋

白 ,它是 CTL和 NK 细胞溶细胞作用的关键成分 ,它能插入靶细

胞的质膜 ,形成一个孔 , 从而引起细胞裂解。用 NK细胞株 YT ,

研究穿孔素的合成 ,加工和细胞内转运。穿孔素首先被合成为

70×103的无活性前体 , 然后其 C-末端被蛋白水解酶切割 ,成为

60×103的活性结构。表位图谱显示切割发生在 C2 区边缘 , 该

区可通过钙离子依赖方式(Calcium-dependent manner)与磷脂膜

结合。推测穿孔素被切割掉含一较大聚糖(Bulky glycan)的蛋

白片段后 , 其 C2 区才能与磷脂膜相互作用 , 从而开始穿孔过

程 ,提示穿孔素功能或活性受其自身糖基结构调控。

　　天然的含糖基化的 IFN-β-1a和非糖基化的 IFN-β-1b 活性

差别较大 , IFN-β-1a抗病毒活性是 IFN-β-1b 的 10 倍 , IFN-β-1a 去

糖基化后则通过二硫键形成不溶的 IFN 沉淀 , 对热变性(Ther-

mal denaturation)敏感性增加。 X-射线晶体学数据显示 IFN-β-1a

上聚糖与肽骨架形成氢键 ,从而形成不带电荷的表面罩。故认

为 IFN-β-1a较好的生物活性 ,是因为糖结构所起的稳定作用。

2.3　对粘附分子影响
　　粘附分子(Adhesion molecule)是一类介导细胞与细胞 、细胞

与细胞外基质间粘附作用的膜表面糖蛋白 , 在免疫应答以及肿

瘤的侵袭和转移中具有重要作用 ,其中在 CTL对靶细胞粘附作

用起重要作用。糖基结构是其粘附作用的重要分子基础。
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2.4　对第二信号影响
　　抗原呈递细胞(APC)上的 CD80(B7-1)和 CD86(B7-2)通过

与T细胞上的 CD28 交互作用提供共刺激信号(Co-stimulatory

signal), 活化 CTL。人类 CD4
+

T 细胞克隆表达的 CD86 不能为

其它 CD4+ T细胞提供共刺激信号。人类 T细胞 CD86 的翻译

后修饰与 CD86 基因转染的中国仓鼠卵巢(CHO)细胞或 EB 病

毒转染 B细胞表达的 CD86明显不同 , 表达在 T 细胞膜表面的

CD86呈低糖基化结构。因此表达在不同类型细胞的 CD86 , 其

共刺激功能和配体亲和力可能受细胞特异性的翻译后修饰 , 特

别是糖基化调控。

　　CD43 是高度 O-糖基化的白细胞归巢(Leukocyte homing)相

关蛋白 ,mAb 1B11 可识别小鼠 CD43的活化-相关糖结构(Acti-

vation-associated glycoform), 外周 CD8+ T 细胞 CD45RB 上也有

1B11表位 , CD43 和 CD45RB 与1B11的结合受不同 O-糖基化影

响。

2.5　对 Th1/Th2平衡的影响
　　有研究发现糖相关蛋白 , 甘露聚糖融合蛋白(Mannan-fusion

protein ,MFP)可通过影响 Th1/ Th2 平衡 , 调节体液/细胞免疫。

利用乳腺癌细胞高度表达的MUC1 , VNTR肽是抗-MUC1 的结合

靶位 , 其中氨基酸残基 APDTR及相邻氨基酸 , 是诱导小鼠抗体

产生的高效免疫原。为研究其是否为 CTL 表位 , 通过对小鼠进

行下列研究发现:(1)MUC1+3T3 或 P815+3T3 注入同源小鼠 ,

产生 CTL和 DTH应答及弱的抗体应答 , 此类免疫可完全抵御

大剂量该肿瘤细胞再注入。(2)用肽(VNTR×2), 融合蛋白

(VNTR×5)未能产生 CTL应答和迟发型超敏反应(DTH)应答 ,

可引起较好抗体应答 ,但仅起弱肿瘤保护(仅 106 细胞 , 不能达

5×106细胞)(可能为 Th2 型应答)。(3)用甘露聚糖-融合蛋白

(Mannan-fusion protein ,MFP)则可诱导 CTL 应答和 DTH , 产生极

佳保护作用(抵御 50×106 细胞), 而抗体应答弱(可能为 Th1 型

应答 ,与肿瘤细胞排斥类似)。(4)MFP延迟处理小鼠可很快排

斥肿瘤。研究表明 , 单纯肽使免疫反应主要为体液免疫 , 而

MFP则使免疫反应转向细胞免疫 , 这免疫反应有可能进行选择

性操控。

3　粘蛋白和 Tn糖抗原对 CTL应答影响

3.1　粘蛋白
　　异常糖基化是恶性细胞表型中最恒定特征之一。经常可

观察到肿瘤细胞出现糖结构表达改变 , 主要是 O-和 N-连接糖

蛋白的变化 ,肿瘤相关糖与肿瘤表型及临床预后有一定关系。

糖结构可通过多种方式与不同糖粘附分子 、凝集素发生交互作

用。

　　粘蛋白(Mucins)是一类由正常上皮细胞和恶性化上皮细胞

表达的糖蛋白 ,其中糖部分占到分子质量的 50%～ 90%, 正常

表达粘蛋白与肿瘤相关粘蛋白的结构差异主要表现在糖基化

差异 , 肿瘤相关粘蛋白上寡糖链长度短于正常粘蛋白 , 呈低糖

基化(Underglycosylated)。已发现肿瘤相关粘蛋白在肿瘤发生 、

发展中起重要生物学作用 ,包括:(1)其糖基化胞外区形成空间

障碍;(2)能改变细胞骨架网;(3)可通过信号传导下调其它分

子(如 catenins、cadherins或 integrins 等粘附分子)的活性。MUC1

粘蛋白所含重要的肿瘤相关肽抗原通常被粘蛋白型聚糖包裹 ,

用O-聚糖生物合成抑制物 benzyl-α-GalNAc处理 JRST 胃癌细胞

株后 ,发现其与抗粘蛋白单克隆抗体反应性和对 MUC1 特异性

CTL敏感性均升高。

　　粘蛋白被认为既可以是抗粘附分子 , 也可以是粘附分子 ,

这有可能由其表面糖基决定。 其蛋白骨架及糖基的延伸形态

使其具有抗粘附性质 ,降低细胞-细胞间结合 , 及细胞-细胞外基

质间粘附。肿瘤细胞有可能利用其大量表达的 MUC1 的抗粘

附能力 , 离开处原发位置的邻近细胞和细胞外基质 , 向远处转

移。在肿瘤细胞经血行转移过程中 ,MUC1 能通过抗粘附作用

抵御特异性免疫细胞(如 CTL)和非特异性免疫细胞(如 NK 细

胞)的攻击 , 从而实现转移。然而某些特定来源的癌细胞 ,如一

些来自胰腺及结肠的癌细胞具较强粘附能力 ,这是因为其表达

的糖结构可能是内皮细胞上选择素(Selectin)样分子的配体 , 这

种粘附能力有助于癌细胞远处定植。MUC1就是细胞间粘附分

子 1(ICAM-1)的配体 , ICAM-1是一种参与细胞-细胞间交互作用

的重要粘附分子 ,在 CTL与 APC 间免疫学突触形成过程中通过

与 LFA-1 交互作用起重要支撑作用。

　　肿瘤细胞的MUC1能脱落到血液中而被检测 ,研究发现可

溶性MUC1可抑制移行细胞与内皮细胞间的粘附性交互作用 ,

这有可能导致肿瘤发生部位招募免疫细胞能力下降 , 使肿瘤逃

避免疫监视。

　　已发现MUC1表达水平与肿瘤细胞分化类型和预后相关 ,

高血浆 MUC1 水平的腺癌病人存在大量表达早期活化标志

(CD69)的 T细胞 ,且认为这些 T 细胞处于无应答或无能状态 ,

如肿瘤浸润性淋巴细胞(TILs)通常不具识别特异性抗原能力 ,

它们虽然表达 CD69 , 但却表达极低水平的白介素-2 受体(IL-

2R, CD25), 提示这些TILs 被“冻结”在早期活化状态 , 而不能表

达正常活化状态的 IL-2 和 IL-2R水平。这些都支持肿瘤相

关MUC1的免疫抑制作用。

　　MUC1 在正常生理条件下 , 也具有调节 CTL 应答的能力。

妊娠妇女的子宫内膜和血液中存在糖结构不同的 MUC1 , 与肿

瘤相关MUC1类似 , 妊娠期妇女可产生抗-MUC1 T细胞应答 , 这

可能因妊娠期分泌低糖基化 MUC1 刺激免疫系统所致 , 有认为

这种天然免疫可防止乳腺癌发生。 女性子宫内膜 MUC1 含量

随月经周期变化 , 孕酮可上调 MUC1 转录 , 所以增殖期表达水

平最高 ,进一步发现这种高表达与子宫内 CTL 活性受抑制相

关 ,这时子宫内 CTL活性下调有助于半异原性胚胎着床 , 而不

致于发生排斥。

　　此外 , 最近研究发现活化的人 T 淋巴细胞可表达

MUC1[ 18] , 分析认为除利用其粘附或抗粘附特性影响淋巴细胞

游动外 ,活化 T细胞表达的 MUC1 可能作为一种负反馈信号使

免疫细胞由抗原激活状态向静息状态回归 , 具体调节机理目前

还不清楚 ,但肯定有 MUC1 上糖基的参与。

3.2　Tn

　　Tn 糖抗原(GalNAc-α1-O-Ser/ Thr)广泛表达在多种肿瘤细胞

和病毒(HIV、HBV)表面糖蛋白上 , 而在各种正常细胞上通常不
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表达 ,因为含加工 Tn 的半乳糖苷转移酶(Galactosyltransferase)。

Tn抗原能调节基因转染能力 ,有可能在细胞恶性变中起作用。

Tn 抗原这种协助传递基因能力 ,可将其作为潜在免疫治疗性靶

位 ,特别是用于靶向性 DNA 疫苗设计。 Tn 不仅能诱导单克隆

抗体 ,还有研究表明蛋白骨架上的 Tn 抗原可诱导细胞免疫并

提供保护免役。

　　Haurum等用 MHC-Ⅰ类分子结合性糖肽 ,诱导出糖-特异性

CTL应答。研究发现仙台病毒(Sendai virus)核心蛋白野生型

(WT)肽(FAPGNYPAL)以 P5-Asn 作为锚与 H-2 Db 分子结合。

含一P5-Ser替代的 K2 肽不能与 Db 结合 ,当该 Ser 被GlcNAc 糖

基化后 ,这种新 O-连接糖基化可恢复肽与 Db 的结合能力。

GalNAc的N-乙酰基可提供 Db 通常容纳 P5-Asn 时所需氢键。

P5-Asn残基本身糖基化后 , 与 K2 类似 ,丧失结合能力 , 这很可

能因为空间障碍。K2-O-GlcNAc可轻易诱导 Db-限制性 CTL , 该

CTL与 K2 或WT 无交叉反应。所有 K2-O-GlcNAc诱导的 Db-

限制性 CTL 与其他糖肽 , 如 K3-O-GlcNAc , 即 GlcNAc 糖基化发

生在相邻 P4-Ser替代位置 ,存在强烈交叉反应。且该 CTL克隆

均存在高度保守的 TCR。可能解释是 K2-O-GlcNAc 的糖 , 不仅

可介导与 Db 结合 ,而且还可通过某种方式与 TCR发生交互作

用 ,就象对 K3-O-GlcNAc。表明糖基化可阻断肽与 MHC-Ⅰ类分

子结合 ,也可通过糖直接与 MHC分子交互作用 , 恢复结合。

　　有研究把含 Tn 抗原的多抗原糖肽(Multiple antigen gly-

copeptide ,MAG)作为一种合成的含糖疫苗进行研究。即利用固

相肽合成方法 ,把含糖苷的肿瘤相关 Tn抗原偶联到含 Th 细胞

表位的多赖氨酸(Polylysine)骨架上 , 观察其对几种肿瘤的特异

性免疫应答的激活作用。结果发现与其他传统蛋白偶联佐剂

不同 ,MAG 上的糖基可以帮助 Th 细胞对抗原肽识别的精确化

学定位 ,并可增强本身低免疫原性的含多赖氨酸骨架肽的免疫

原性(诱导出 Tn特异性单克隆抗体)。利用合成多抗原性O-连

接糖肽(MAG), 含Tn 抗原和一CD4+T细胞表位(MAG:Tn-PV),

已成功诱导了可识别人肿瘤细胞株的抗 Tn IgG抗体 , 利用该完

全合成性免疫原进行治疗性免疫实验 , 结果显示可提高肿瘤暴

露小鼠的存活率。这一可精确确定和具通用性的 MAG 系统不

仅为诱导糖-特异性抗肿瘤免疫反应提供了有效策略 , 而且如

果针对细菌寡糖 ,还可能用于预防感染性疾病 。

4　小结

　　糖基化可从多方面影响细胞免疫 , 包括对病毒或肿瘤表面

蛋白(肽)抗原表位 , 抗原呈递细胞(APC)对免疫原的摄取 、加

工 ,MHC 分子结合 、TCR识别 、粘附分子 、细胞因子及 Th1/Th2

平衡等产生影响 , 而且这种影响往往表现在正 、反二方面。 糖

基化等翻译后修饰能在MHC 结合和 TCR识别水平调节 CTL 应

答 ,引起随后发生的免疫应答出现数种潜在后果:(1)通过提供

可被TCR容纳的新结构而生成一新表位。(2)表位完全修饰 ,

导致已存在的对未修饰肽免疫应答在 TCR 识别水平被阻断。

(3)锚残基修饰 ,导致已存在免疫应答在 MHC 分子结合水平被

阻断。(4)提供一新 MHC 锚结构 , 生成一新 MHC 结合位点。

(5)对MHC 结合和 TCR识别无影响 , 不改变肽免疫原性。

　　蛋白的糖基化等翻译后修饰状态反映了其表达细胞的胞

内环境 ,如病毒感染 、细胞恶性化或其它环境因素(包括年龄 、

应激 、激素)均可影响胞内代谢 ,导致翻译后修饰改变。糖基化

是蛋白最重要的翻译后修饰。 大多数细胞表面蛋白是糖基化

的 ,已证实许多细胞表面蛋白是经胞内途径(Endocytic pathway)

加工后 ,又转运到细胞表面的。因此 , T 细胞对病毒感染或肿瘤

细胞表面蛋白识别必须包括对糖基的识别。 T 细胞对自然加

工表位的识别部分由糖基决定。且侧链一个单糖替代就能直

接与MHC 分子和TCR发生交互作用 , 这要求糖位于某一精确

位点。

　　糖基化修饰可在不改变其基因水平情况下 , 生成新表位

(Neo-epitope)。糖蛋白(糖肽)作为来自细菌 、病毒或肿瘤细胞

等外原性抗原的重要结构 ,所引起的免疫反应应该包括糖或糖

肽特异性T 细胞应答 ,认识这一点对免疫治疗的发展具重要意

义。

　　关键词:糖基化;表位;CTL;MHC;TCR
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文章编号:1000-5404(2000)10-1003-05　 综述

CTL活性检测与监测

Methods for detecting and monitoring the activity of cytotoxic T lymphocyte

石统东 ,吴玉章　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　在肿瘤及病毒性疾病的研究 、治疗中 , 体液免疫并不能彻

底消除肿瘤细胞及细胞内感染病毒 , 只有细胞介导的免疫反

应 ,特别是细胞毒性 T淋巴细胞(Cytotoxic T lymphocyte , CTL)介

导的细胞免疫反应才能发挥最根本的作用。发展上述疾病的

特异性疗法和诱发针对病毒感染细胞与肿瘤细胞表面特异性

抗原的细胞免疫应答 ,特别是 CTL 介导的细胞毒作用 , 是克服

目前病毒性疾病的常规治疗方法不能消除宿主细胞内病毒感

染 ,以至使感染迁延 、慢性化甚至向肿瘤恶性分化发展 , 以及肿

瘤治疗缺乏特异性 、损伤大 、毒副作用大 、疗效不够满意等问题

的关键。而检测和监测病毒性疾病和肿瘤的抗原特异性 CTL

的活性及其介导的免疫应答的发展与转归 , 是评价特异性免疫

疗法的基础。

　　目前我们已能直接定量某些特异性 CD8+ T细胞应答 , 同
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时 ,某些特异性 CD4+T 细胞应答的成熟的直接定量方法亦已

面世。可以预计:在不久的将来我们对细胞介导的免疫反应的

认识将会加深 ,有些理念可能要有所改变。目前国内外测定

CTL活性的方法 ,大致可分为两类:一类是应用同位素的方法 ,

一类是单个细胞水平的方法。各方法的原理 、材料要求 、具体

操作 、灵敏度 、适用范围等也不尽相同。

1　应用同位素的 CTL活性测定方法

1.1　51Cr释放法
　　自 Brunnner等介绍以51Cr标记靶细胞的同位素释放法测定

CTL的细胞毒活性以来 , 51Cr释放法已成为测定 CTL杀伤活性

的常规方法。因其易操作 、重复性好 ,国外多采用此方法。 51Cr

能透入细胞质 ,为细胞质内标记 , 在细胞破损之后即被释放出

来。所需标记时间较短 ,一般 1 ～ 2 h。 研究发现一个效应 CTL

细胞(Effector CTL , eCTL)可在 4 h 内连续杀伤 5 个靶细胞 ,所以

效应细胞和靶细胞的共孵育时间亦较短 ,一般只需 4 h。

　　典型操作如下:选择一种对 CTL介导的细胞毒作用高度敏

感的靶细胞 ,以 104/孔的数量转移至 U型或 V型底的微孔细胞

培养板中 ,每组做 3 个复孔。效应 CTL细胞以至少 1∶5、最多
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