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CTL表位预测的方法学进展

Development of the methodology of predicating CTL epitopes

赵建平 ,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)

　　CD8+αβ T细胞在机体抗感染和抗肿瘤免疫中发挥着极为

重要的作用。现已知 , CD8+αβ T细胞所识别的靶抗原需先经抗

原递呈途径以“抗原肽-MHC I 类分子”复合物的形式呈现于抗

原递呈细胞(Antigen presenting cells , APCs)或靶细胞表面方可被

表达有相应αβTCR(T cell receptor)的 CD8+T 细胞所识别 , 相应

的与MHC I类分子结合的抗原肽即为 CTL表位(Cytotoxic T lym-

phocyte epitopes)。对于一个已知序列的蛋白抗原 , 若单纯用实

验方法来鉴定其 CTL表位 , 常需合成大量交叠肽或将其全基因
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裂解为众多小片段加以转染和表达 ,进而通过多肽结合实验或

CTL杀伤效应检测来筛选和鉴定 , 这一技术路线费时费力;反

之 ,先通过 CTL表位的预测使待选多肽范围缩小 , 再用相应实

验来鉴定 ,往往可取得事半功倍的效果。近年来 , 实验方法的

发展使得越来越多的 CTL表位得以鉴定 ,并建立了相应的数据

库(http://www.unituebingen.de/uni/kxi/ downld.htm 和 http://we-

hih.wehi.edu.au/mhcpep);对抗原递呈机制认识的加深 , 尤其抗

原肽与 MHC I类分子结合的规律得以深层次阐明;肽库技术 、

计算机科学的发展和介入等 ,使 CTL表位预测方法获得了较大

的进展 ,其预测效率不断提高。理想的 CTL表位预测方法可大

大提高表位鉴定的准确率 , 进而可以阐明更多的病原体 、肿瘤

和自体抗原的 CTL表位 , 这不仅可以促进我们对 CD8+T 细胞

免疫识别机制的深入认识 ,也为基于 CTL表位的多肽或基因疫
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苗研制开辟了广阔的空间。

1　理论基础

1.1　MHC I类抗原递呈机制[ 1]

　　目前认为 ,多数内源性或外源性蛋白抗原可被APC 或靶细

胞胞浆内的蛋白酶体(Proteasome)或非蛋白酶体蛋白酶(Nonpro-

teasome proteases)裂解成大量肽片段。然后 , 由 TAP(Transporter

associated with antigen processing)选择性地将其中的部分肽转运

到内质网(Endoplasmic Reticulum , ER)。 在 calnexin 、calreticulin、

tapasin等分子伴侣(Chaperons)的协助下 , 内质网腔内的 MHC I

类分子重链 、β2微球蛋白以及相应抗原肽聚集成较为稳定的复

合物 ,后经分泌途径呈现于胞膜表面 , 见图 1。

图 1　MHC Ⅰ类抗原递呈途径

　　总之 , 上述抗原递呈机制是个多步骤的复杂过程 , 目前由

于诸多重要问题尚未解决 ,限制了该领域知识在 CTL表位预测

中的应用。这也正是 CTL 表位预测方法学今后需倍加关注的

研究方向之一。

1.2　MHC I类分子与抗原肽的结合[ 2]

　　现在知道 ,个体内虽然仅存在少数几个型别的 MHC I类分

子 ,但由于每个 MHC I类分子可与一系列不同种类的抗原肽结

合 ,进而形成多种多样的MHC-肽复合物 , 这样就使机体免疫

系统可以针对众多抗原发生特异性的免疫应答。此外 , 在细胞

外游离肽浓度近乎为零的环境中 ,MHC I类分子还必须使相应

的抗原肽在细胞表面保留足够长的时间 ,以实现特异性 CD8+T

细胞对它的识别。如此看来 ,MHC I类分子与 CTL表位的有效

结合是特异性细胞免疫应答的一个重要环节。已有实验证明 ,

绝大多数 CTL表位能以高或中等亲和力与 MHC I 类分子有效

结合。

　　相关晶体结构学的进展加深了我们对 MHC I 类分子结构

和功能的认识 ,也揭示了它与抗原肽相互作用的深层次规律。

如图2 所示 ,MHC I类分子由一条重链和 β2 微球蛋白组成 , 重

链α1 和α2结构域中的两个α螺旋和一个八片层的 β 折叠共同

围成了一个两端封闭的肽结合槽(Groove), 其内顺次分布着由

氨基酸侧链形成的 6 个“口袋”(Pockets)A-F。 在肽结合槽的两

端常存在一些保守的氨基酸残基 , 它们的侧链可与抗原肽的 N

端和C 端形成稳定的氢键网络(Hydrogen bonds net);而位于肽

结合槽中间的氨基酸残基 ,在不同型别的 MHC I 类分子中则呈

现高度的多态性 ,它们的侧链伸向结合槽的内部和两α螺旋的

上方 ,分别参与和抗原肽及 TCR的结合。上述两个特征决定了

各型MHC I 类分子与抗原肽结合既有一定的广泛性又有一定

的特异性。MHC I类分子所结合的抗原肽常为 8～ 10个氨基酸

残基 ,沿着肽结合槽的方向伸展 ,其 N 末端指向口袋 A , C 末端

(PΨ)则指向凹陷 F , 且在肽链近N 末端约三分之一处常形成一

个折起(Kink or arch)。大量的实验表明:对于某型别的 MHC I

类分子 ,它所结合抗原肽的特定位点上常出现特定的一种或几

种氨基酸残基 ,称之为结合基序(Binding motifs), 它们在抗原肽

与MHC I 类分子结合中起着锚点(Anchors)的作用。

图 2　MHC Ⅰ类分子与抗原肽结合的三维结构

2　基于MHC I类分子结合基序的 CTL 表位预测方

法[ 3 ,4]

　　MHC I类分子与抗原肽的有效结合是产生 CTL表位的重

要环节之一 ,近年来随着对两者结合规律认识的深入 , 尤其对

MHC I类分子结合基序认识的日益精确和完善 , 已成为现有多

种 CTL表位预测方法的主要依据 ,并使预测准确率逐渐提高。

2.1　简单基序(Simple motifs)
　　采用肽池测序法(Peptide pool sequencing)[ 5] ,即先将某型别

MHC I类分子结合的抗原肽洗脱下来形成肽池(Peptide pools),

后用 Edman 降解法或质谱法对其进行序列分析 , 如此可获得某

型别MHC 分子所结合肽的一般特征。其中 , 在抗原肽的某些

位点上常出现特定的一种或几种氨基酸残基 ,称之为该 MHC

型别的特异性基序(Allele-specific motifs)或锚点(Anchors), 见表

1 ,并已建立了相应的数据库(http://www.unituebingen.de/uni/

kxi/downld.htm)[ 4] 。现在认为 , 上述基序只是 MHC I类分子与

抗原肽复杂的相互作用中一种简单的规律 , 故称它们为简单基

序(Simple motif), 或初级锚点(Primary anchors)。利用简单基序

进行 CTL 表位预测获得了一定的成功[ 3] 。 Pamer 等[ 6]用 H-2Kd

基序鉴定了李斯特菌的一个 CTL 表位 ,Hill等[ 7]用 HLA-B53 基

序鉴定了疟原虫抗原的一个 CTL 表位 , Sijts 等[ 8]用 H-2Kb 鉴定
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了李斯特菌的一个 CTL表位。但事实上 , 简单基序对于抗原肽

与MHC I类分子的结合既非充分也非必要条件 , 通过多肽结合

实验证明:存在简单基序的多肽中仅有约 30%可与MHC I类分

子发生有效结合。

表 1　MHC I类分子的简单基序

位置 1 2 3 4 5 6 7 8 9

HLA-A＊0101 DE Y

HLA-A＊0201 LM V

HLA-A＊0301 LM YK

HLA-A＊1101 K

HLA-A＊3101 LVYF FLYW LFVI R

HLA-B＊0701 P LF

HLA-B＊0801 KR KR L or LI

HLA-B＊2702 R FY

HLA-B＊2705 R LFK

HLA-B＊5301 P LIVMYF

H-2Kb Y FY LMIV

H-2Kd V IL

H-2Kk ED LFM

H-2Db M N MIL

H-2Dd G P LIF

H-2Ld P FLM

Qa-2 H LIF

H-2M3 N-formyl-met

2.2　延展基序(Extended motifs)
　　Kubo等[ 9]在肽池测序的基础上 ,运用氨基酸残基置换实验

进一步扩展了多种 HLA I 类分子初级锚点的组成 , 并与 Kast

等[ 10]用人乳头瘤病毒 E6 和 E7蛋白证明可与 HLA I 类分子以

高亲合力结合的多肽中仅27%含有简单基序 ,而 73%含有扩展

了的初级锚点。 Ruppert等[ 11]通过大量多肽与 HLA-A2 分子的

多肽结合实验和其中氨基酸残基出现频率的统计分析 ,证明多

肽与HLA-A2 分子的有效结合不仅与初级锚点有关 ,还取决于

二级锚点(Secondary anchors)的存在;另外 , 某些非允许的(Non-

allowed)、不利于结合(Disfavored)的氨基酸残基的的存在则会阻

碍二者的结合 , 见图 3 , 它们与初级锚点 、二级锚点共同构成了

延展基序。 Ruppert等在其研究中同时证明:应用该基序预测的

多肽中约 70%可与 HLA-A2分子有效结合 ,准确率较基于简单

基序的预测方法明显提高。

图 3　延展基序

2.3　量化基序(Quantitative motifs)
　　　在抗原肽与MHC I 类分子的结合中 ,抗原肽的侧链效应

(锚定 ,抑制或中性)主要依赖于相应氨基酸残基在肽中所处的

位置 ,而受邻近氨基酸残基的影响较小。这样在一定范围内可

以假设:在一个抗原肽序列中 , 每个氨基酸残基相互独立地以

一定的结合能影响该肽与MHC I 类分子的亲和力 , 即非依赖性

侧链结合(Independent binding of side chains , IBS), 而抗原肽与

MHC I类分子的结合是该肽中每个位置上的氨基酸残基结合

能的综合。在此假设前提下 , 通过对大量多肽或肽库与某型

MHC分子的结合实验和统计学分析 , 可得到反映该型 MHC 分

子结合特异性的统计学矩阵(Statistical matrices), 借助数学和计

算机科学编制成程序即可用于表位预测。 1993 年 , Parker等
[ 12]

用多肽结合实验分析了 154 个九肽与 HLA-A2 分子的亲合力 ,

并得出一个包含 180个系数的结合矩阵(20aa X 9 positions), 其

中每个系数反映了相应氨基酸在该位置时与 HLA-A2分子的结

合能。对于某待定九肽 , 各位置氨基酸相应系数的乘积 , 即为

该肽与HLA-A2 分子的“理论”结合稳定性。他们进一步用此矩

阵分析了若干与 HLA-A2 分子结合的已知 CTL表位 ,证明该“理

论”结合稳定性与实验中的结合稳定性相一致 。

　　1996 年 , Stryhn 等[ 13] 运用定点扫描组合肽库(Positional

scanning combinatorial peptide libraries , PSCPLs)来研究 MHC 分子

特异性结合 ,该技术提供了一种高效 、全面 、广泛地分析 MHC

分子结合特异性规律的途径。通过 PSCPL不仅可鉴定出初级

锚点 、二级锚点和不利于结合的残基 , 还可详尽地用统计学矩

阵对某型MHC 分子结合特异性进行定量描述。在此基础上 ,

可将某待定多肽各位置上氨基酸残基在某 MHC I 类分子特异

性结合矩阵中的数值相乘 , 即得到一个反映两者亲和力的数

值 ,借此便可判断该多肽是否可能为 CTL表位。 基于此的预测

方法已取得一定的成功 ,这也反映了 IBS 假设一定范围内确有

一定的合理性。

3　人工神经网络(Artificial neural networks , ANNs)在

CTL表位预测中的应用

　　正如前述 ,确立“量化基序”的前提是 IBS 假设 , 虽然这一

假设从总体水平上考虑有一定的合理性 , 但事实已证明在个别

多肽水平上存在着很多预测错误的例子;晶体结构学也表明抗

原肽中不同位置的氨基酸残基侧链在与MHC 分子结合过程中

是互相影响的。那么欲使表位预测更为准确 ,就必须将整个多

肽的序列考虑在内 ,这将涉及众多序列依赖性的和残基相关效

应的数据 , 采用一般的计算机程序是难以处理的 , 而必须借助

人工神经网络(ANNs)来实现有关数据的处理 。

　　人工神经网络是借鉴现代神经科学的研究成果 , 由大量简

单单元———形式神经元(Neurons)错综复杂连接而成的计算机

网络系统 , 其结构简图如图 4。人工神经网络尤其适合于处理

和识别各种非线性序列信息 ,通过用大量已知可结合或非结合

多肽信息“训练” 人工神经网络 , 可使其“学习”其中隐含的规

律 ,进而将这些规律泛化 , 对某未知肽的结合性作出判断 ,以达

到预测的目的[ 14] 。 Brusic等用大量HLA-A2 结合肽“训练”人工
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神经网络 , 使其阳性预测率达 78%;Gulukota等[ 15] 比较了基于

简单基序 、延展基序 、统计矩阵(量化基序)和人工神经网络的

四种CTL表位预测方法 , 表明:统计矩阵法在排除假阴性方面

较好 , 即有较高的阴性预测值;而人工神经网络法则在排除假

阳性方面较好 ,即有较高的阳性预测值 ,但其灵敏度较低 ,原因

可能为“训练” 人工神经网络所用的随机多肽数量有限。Milik

等[ 16]也证明:为进一步提高人工神经网络在表位预测中的准

确率 ,必须用尽可能多的随机多肽来“训练” , 这一点正是目前

人工神经网络在此方面应用的主要限制所在。但可以想象 , 随

着有关多肽与MHC I 类分子结合数据的日益增多 , 基于人工神

经网络的 CTL 表位预测方法终会取得更为理想的预测效率。

因此 ,有学者断言:今后MHC 结合多肽的预测方法很可能将全

部基于人工神经网络 ,或包含相当的人工神经网络成分。

图 4　人工神经网络(ANNs)

4　结语

　　除了上述预测方法以外 ,目前尚有研究者尝试运用分子动

力学[ 17](Molecular dynamics)、分子模建[ 18](Molecular modeling)、

计算机线程[ 19](Computational threading)等技术来进行表位的预

测 ,但这些方法常需要较为详细的相关结构信息 , 且运算往往

要花费大量的机时[ 20] , 这些在一定程度上阻碍了它们的广泛

应用 ,其应用价值尚待日后证实。 1998 年 , Zhang 等[ 21]通过分

析几个相关数据库 , 进一步将 MHC 分子肽结合槽中“ 口袋”

(Pockets)的特异性归类 , 使我们对其结构的认识更加精确 , 为

以后基于其结构的预测方法奠定了基础。总之 , 目前众多 CTL

表位预测方法主要基于 MHC I 类分子与抗原肽有效结合这一

环节。但事实上一个可被相应 CD8+T 识别的 CTL表位的产

生 ,涉及抗原加工和递呈 、TCR识别等多个环节 , 亦即目前的预

测方法虽取得一定成功 ,但尚存在明显的局限性。已有实验证

明 ,某些多肽虽在体外证实可与 MHC I 类分子有效结合 , 却可

能在抗原加工过程中被酶切掉而不能递呈到细胞表面 ,或者虽

然被递呈到了细胞表面却不是免疫显性表位(Immunodominant

epitopes),不能被相应 TCR 识别 , 或者个体内 T 细胞库(T-cell

repertoires)正好缺如针对该表位的 TCR型别。所以 , 今后有必

要深入对抗原加工 、TCR库 、免疫显性规律等方面的研究并应

用于CTL表位预测 , 以进一步提高预测的合理性和有效性。 当

建立起一种较为满意的 CTL表位预测方法时 ,我们便可以从人

或病原体基因组信息中对相应抗原性作出合理的预测 ,从而鉴

定出编码自身免疫原性或病原体 CTL表位的序列 , 以应用于有

关预防和治疗措施(包括疫苗)的发展。

　　关键词:CTL表位;预测方法;MHC I 类分子;基序;人工神

经网络(ANNs)
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特异性细胞毒性 T细胞活化的研究进展

Advances in the activation of specific cytotoxic T lymphocyte

万　瑛 ,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)

　　特异性细胞毒性 T细胞(Cytotoxic T lymphocyte , CTL)的活

化是现代细胞免疫的重要研究领域 ,是具有高度时空复杂性的

生物学行为 ,是众多免疫细胞 、免疫分子协同作用的结果。 毫

无疑问 , 此领域的研究进展将影响我们对抗感染免疫 、肿瘤免

疫 、移植免疫 、免疫发育 、自身免疫疾病等乃至整个细胞免疫的

理解。其中抗原的递呈处理和抗原递呈细胞(Antigen process

cell , APC)与 CTL 相互作用作为 CTL 活化的初始阶段 , 决定了

　　作者简介:万　瑛(1972-),男 , 湖北省沙市人 ,博士研究生 ,助教 ,
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抗原激活 CTL的有效性和特异性 , 是 CTL活化的研究重点。 现

就近年来此领域的研究进展作一综述。

1　抗原的递呈

　　传统的上认为抗原通过所谓内源途径(Endogenous pathway)

激活CD8+细胞毒性 T细胞 , 即内源抗原如胞内细菌 、胞内病毒

蛋白在胞浆经蛋白酶体复合物(Proteasome complex)的降解生成

短肽 , 然后在抗原加工相关转运体(Transporter associated with

antigen processing , TAP)的协同下穿过内质网 , 与新生成的MHC I

类分子重链-β 微球蛋白(β2m)二聚体相结合形成三聚体 , 继而

在APC 膜表面将肽递呈给 CTL。但是近年来的发现大大增加

了MHC I类限制抗原递呈的复杂性 ,首先是外源抗原如细胞相
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