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CTL的免疫识别

Immune recognition of cytotoxic T lymphocyte

牟芝蓉 ,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)

　　免疫识别是机体免疫系统产生特异性免疫的基础 ,通过对

抗原的特异性识别 , 激发机体产生免疫应答 , 最终由效应细胞

和/或效应分子(Ab)清除病原体或“异己”物质。 对特异性抗原

的大量研究 ,并由此研制的疫苗在预防 、控制多种传染性疾病

方面起到重要作用。近年来 , 细胞毒性 T细胞(CTL)引起人们

的重视 ,发现人类面临的多种难以攻克的疾病 , 如肿瘤 、AIDs、

乙型肝炎等 , CTL扮演着关键角色。现就 CTL 免疫识别方面的

问题作一综述。

1　CTL免疫识别的结构基础

　　CTL仅能识别表达于抗原提呈细胞(APCs)表面并与MHCⅠ

类分子结合成复合物的肽类抗原。其它共刺激分子如 CD3、CD8

和辅助分子 LFA-1、CD28 等可分别与相应配体结合, 提供 CTL激

活的共刺激信号, 有助于 T细胞对外来抗原的精确识别。

1.1　T细胞受体与肽-MHCΙ复合物
　　T淋巴细胞对大量 、广泛的外源抗原起反应 , 这些抗原通

过抗原提呈细胞加工 、提呈 , 以肽-MHC 复合物形式被 TCR特异

性识别。TCR复合体主要由αβ 或γδ异源二聚体和固定的辅助

分子CD3的γ、δ、ε和ζ链组成。这里主要讨论αβ TCR。αβ 链参

与肽-MHC复合物的相互作用 , CD3 参与信号传导。自然界抗

原大约在 1016以上 , TCR对其特异性识别必须有相应的结构基

础。在淋巴细胞的发育过程中 , 编码 TCR 的基因有与 Ig 基因

类似的VDJC 重排 ,α和β 链都发现有 Ig CDRs 类似的高变区[ 1] 。

CDR1 和 CDR2由 V 基因编码 , α链的 CDR3 发生于 V-J 连接 , β

链的 CDR3发生于 V-D-J连接 , 通过重排产生的 TCR库 ,估计包

含约 1014个不同顺序。

　　TCR结构域折叠是与 Ig结构类似的 β-片层夹心结构[ 1 ～ 3] 。

TCR的功能是识别包埋于 MHC 分子的 、主要是扁平波动表面

的不同肽抗原。CDR1 和 CDR2的序列多样性有限 ,而V(D)J 重

排连接的多样性使 CDR3的可变性最大。定点突变的研究证实

在 CDR3的替换能改变抗原特异性或使反应无能。通常认为 ,

TCR识别肽-MHC 复合物 , Vα和 Vβ 的 CDR3 与肽结合 , 而 CDR1

和 CDR2主要与 MHCα螺旋或肽末端相互作用。

　　TCR整个结合表面相对扁平 , 除了 CDR3α和 CDR3β 之间有
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一疏水性“袋”(Pocket)。TCR表面既不是特别的疏水也不是极

性的 ,而是两种化学型残基的平均分布。结合面上从 CDR顶端

伸出的大侧链少 ,主要为 Gly 和其它小残基。 缺少突出的侧链

可允许 TCR更紧密靠近肽-MHC 复合物表面。

　　TCR和肽-MHC 复合物结合表面并不是平行的 , 而是向对

角线倾斜 20°～ 30°。由于在α-螺旋区 N-端附近有两“峰” ,MHC

分子表面不平。α1 螺旋和 β2 螺旋的两“峰”是所有MHC Ⅰ类和

Ⅱ类分子的共同拓扑特征。肽结合至 MHC 分子的这些(螺旋

的沟槽中。相对扁平的 TCR表面为了与 MHC沟槽中的肽密切

接触 ,就要求一个对角线定向。 TCR和肽-MHC 复合物相互作

用的氨基酸残基中 ,除与肽相互作用的残基外 ,与 MHC 分子作

用的残基中约有 70%保守 ,其余为针对MHC Ⅰ 类分子的多态

性残基[ 1 , 4] 。据此 , 有人提出带保守的 TCR相互作用位点的同

种MHC 分子提呈的特异性肽 ,可能与自身 MHC 分子提呈的肽

一样能被有效识别[ 4] ,为疫苗设计提供新思路 。

　　在形成TCR/肽 MHC复合体后 ,MHC 和肽的主链和侧链有

一些小的调整。肽进一步被 TCR压缩至 MHC 结合位点 , 肽的

某些氨基酸侧链可能移动。MHC 侧链移动以有利于界面更加

吻合 , 甚至 MHC 主链也有一个小但有意义的移动。 TCR 的

CDR1 和 CDR2 环在结合前后基本相同 , 而 CDR3 环有不同构

型。但对TCR在 TCR/肽-MHC 中的构型变化可能启动的信号 ,

目前还缺少结构上的证据。肽/MHC 的结合及稳定性亦是 T 细

胞能否有效监控的重要特征[ 5] 。与 MHC有相似亲合力的肽类

似物 , 且均可被特异性 TCR识别 , 稳定的肽-MHC 能有效刺激

CTL反应 , 不稳定的肽-MHC 则不能。精确鉴定形成稳定肽-

MHC 复合物的氨基酸残基可能为设计高免疫原性的野生型来

源的表位提供实验依据。这些类似物在感染性疾病和肿瘤免

疫治疗中可能有较好作用。

1.2　CD8在免疫识别中的作用
　　CD8 存在时 , TCR与肽-MHC 复合物相互作用增强。尤其

是TCR与抗原肽-MHC 复合物亲合力低下 , 或靶细胞表面表达

的肽-MHC 复合物浓度低下时 , CD8 参与的粘附作用更具重要

性。同时 CD8 与 MHC Ⅰ类分子相互作用也能“援助”(Aid)某

些TCR寻找最佳构型的肽-MHC 复合物。 CD8 分子被称为参与

CTL激活的共受体 ,在识别特异性靶细胞时 , CTL的TCR和 CD8

必须结合相同的MHC Ⅰ类分子。最近的研究认为 TCR的V 是

定向于与 CD8 和MHC Ⅰ类分子结合结构的同一侧[ 6] 。 CD8 与

MHC Ⅰ类分子非多态性的 Ig样α3 区结合 ,以稳定 CTL与表达

有肽-MHC复合物的靶细胞间的相互作用。CD8 分子异二聚体

比同源二聚体具有更强的介导细胞粘附的作用。
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1.3　B7/CD28和 LFA-1/ ICAM 等粘附分子在免疫识别

中的作用

　　B7/CD28结合的信号可发挥协同刺激作用 , 参与 CTL的杀

伤效应。CTL可溶解转染 B7-1(CD80)、B7-2(CD86)基因的 P815

细胞 ,且可被抗 CD80、抗 CD86 的单抗封闭。由于 B7 既是 CTL

细胞识别的分子 ,也是参与 T 细胞效应的辅助分子 , 这为肿瘤

疫苗的设计提供了基础。肿瘤细胞一般不表达或仅低表达 B7

分子 ,将 B7 基因转入肿瘤细胞使之表达 B7 分子 , 可增强肿瘤

抗原的免疫原性 , 促进效/靶细胞间的粘附作用。诱导产生特

异性肿瘤抗原的效应 CTL , 并在肿瘤灶局部大量浸润 , 增强 CTL

的杀瘤效应。另外 ,阻断 B7/ CD28 相互作用 , 可能干扰 T 细胞

的激活及其效应 ,使 T细胞无能(Anergy)。

　　CTL识别靶细胞的过程中 , 除对特异性抗原的识别外还需

要粘附分子间的相互作用。 LFA/ ICAM-1 , LFA-2/ LFA-3 等相互

作用介导效/靶细胞紧密接触 , 可提高 T细胞抗原刺激的敏感

性 ,稳定细胞间的接触 , 从而提供 T细胞激活的共刺激信号 , 并

有助于T 细胞对外来抗原的精确识别 ,此外 , ICAM 表达增高可

增强单核细胞抗原提呈能力 ,使杀伤细胞产生的细胞介质得以

有效的发挥作用。 LFA-1 对其配体的亲合力被严格调控 , T 细

胞活化时诱导高亲合力的 LFA-1 , 最大限度地允许 T 细胞与

APCs上配体相互作用[ 7] 。细胞内可能也存在相应的负反馈调

节机制使胞间作用结束时紧密接触的细胞分开。

2　CTL与 Th 、APC细胞之间的关系

　　当机体细胞被感染 , 免疫系统可采取极端措施清除它们 ,

以维持机体的稳定。但这些潜在的危险机制 ,必须在严格的控

制之下 ,以免破坏正常功能细胞 , 造成自身免疫病。免疫系统

杀伤细胞以非活性的前体存在 , 后者必须被活化 , 才能发展为

有杀伤能力 。CTL活化需要识别 APC 表面与 MHC I结合的抗

原多肽 ,但是 APC 与这种前体细胞的相互作用常常不足以刺激

CTL活化 ,这种情况下 ,就需要能够识别同一 APC 上抗原的 Th

细胞辅助。

　　关于 CTL活化需要 Th 细胞辅助和这种辅助的性质多年来

一直是免疫学家感兴趣的问题。早期的观点认为 , Th细胞通过

产生细胞因子(如 IL-2)辅助 CTL的活化。如果是这样的话 , Th

细胞分泌的细胞因子应该是近距离与 CTL 作用 , 可能需要 Th

细胞和 CTL在一个 APC 上同时识别它们的特异性抗原 , 活化的

Th细胞产生细胞因子作用于 CTL , 有利于 CTL活化并产生有效

的免疫反应。虽然在某些系统 IL-2 能替代 Th 细胞 , 但这个模

型存在两个主要问题 ,一是它要求两个“稀有”的抗原特异性细

胞同时与携带抗原的同一 APC相遇 , 概率极低;第二 , 更重要的

是某些杀伤反应能在 Th 细胞缺乏时诱导产生 , 表明对这种辅

助需求只是条件而不是必需[ 8] 。

　　Matzinger[ 9]假设了另一个模型 , Th 细胞与 APC 结合 , 使后

者分泌 IL-12 进入外周环境 , 诱导 APC 产生共刺激性信号给

CTL。Th 细胞将辅助功能传递给活化的 APC , 单个 Th 细胞就能

辅助许多 CTL前体 , 而不必在同一时间同时遇到同一抗原 , 抗

原特异性 Th 细胞的辅助功能被有效放大。 这里的 APCs 应为

“专职”APCs———树突状细胞(DCs)。

　　最近的文章支持了这个 CTL 活化模型[ 10 ～ 12] 。他们发现 ,

缺乏Th 细胞的小鼠 ,当注入负载能被 CTL识别的抗原的 APCs

时不能产生杀伤效应 ,注入抗 CD40 抗体后却能够诱导杀伤效

应。抗 CD40 抗体与 CD40 结合能激活 APCs , 该抗体替代了 Th

细胞的作用。在正常小鼠中 , CD40 配体(CD40L)的抗体能够阻

断Th 依赖的 T细胞杀伤效应 , 这种抑制作用可通过同时加入

抗CD40 抗体而消除 , 而缺乏 CD40 或 CD40L 的小鼠不能产生

Th 依赖的T 细胞杀伤效应。

　　为了确定使APCs活化 CTL的刺激物 , Ridge等[ 10]在体外操

作DCs。他们发现负载特异性抗原的 DCs , 如果不首先被抗

CD40 抗体或特异性 Th 细胞刺激活化 , 在体内外都不能刺激 T

细胞杀伤效应 , Th 细胞与 APCs 的相互作用能够在时间上与

APCs和 CTL的相互作用分离。因此 , “稀有”的抗原特异性T 细

胞不必同时与 APC 相互作用 , 它们能够顺序进行。这里 APC

相当于被 Th 细胞“授权”(Licensing), 能够自主活化 CTL。

　　这些结果清楚的说明了 CD40L和 CD40 的相互作用是使

APCs能够自主活化 CTL 的关键 , 但可能还有其它途径活化

APC。 Bennett等[ 11]发现同一抗原如果与弗氏完全佐剂联合用

药 , CTL 活化可不依赖于 Th 细胞;但如果是脾细胞负载抗原 ,

CTL的活化则是 Th细胞依赖的。另外 , Ridge等[ 10]发现流感病

毒感染的 DCs 也能有效刺激 CTL活化。

　　DCs 需要活化至最佳状态才能有效刺激 CTL。 静止状态

DCs 仅有低水平的MHC和共刺激分子 ,它们刺激 CTL的能力很

弱 ,静止 DCs能被炎症因子和细菌产物活化 ,上调MHC 和共刺

激分子 , 从而增强了刺激 T 细胞的能力。 通过 CD40 活化 DCs

能增加细胞因子的产量 , 特别是 IL-12。 研究表明 , CTL 的活化

必需的共刺激分子和 IL-12 , 需要通过 Th 细胞或感染性刺激物

在DCs中诱导产生。 DCs 可根据接受的信号进入不同的功能

状态 ,启动不同类型的反应 , 如 Th1 细胞或病毒感染能使 DC 活

化CD8+CTL ,而 IL-10 或免疫豁免的眼内液体能使 APC 成为

Th2 而不是 Th1 反应的诱导者。

　　上述 CTL活化模型可调和许多明显矛盾的现象 , 比如解释

对同一抗原的反应为何可以 Th 细胞依赖也可是 Th 细胞非依

赖。在佐剂存在时产生的感染性细胞因子可能足以活化 DCs ,

使之在即使缺少 Th 细胞条件下能够自主活化 CTL;另一方面 ,

如果抗原被静止 DCs 提呈 , Th 细胞介导的 CD40 信号则是绝对

必要的。特别的强抗原可能在缺少辅助或感染条件下亦同样

能刺激 CTL反应。虽然 CD40 信号可导致多种类型细胞的共刺

激分子 ,如 B7 、CD44和 ICAM-1上调和细胞因子的分泌 ,如 TNF-

α、IL-1β 和 IL-12
[ 11]

,但通过 CD40 传递的信号如何使 APCs 有效

刺激 CTL仍不清楚 , 由 Th 细胞提供的这些或其它事件是否形

成关键的下游辅助效应亦尚未明了。

　　APCs 被“授权”的概念在免疫反应上还可进一步扩展。 胞

内病原体浸润时 , T细胞辅助使APCs活化和 IL-12 分泌 , 以产生

保护性免疫反应 ,相反 , 抑制性 T 细胞可能抑制或调节 DCs 的

功能并以此方式干扰免疫反应。这样 , DC 不仅是将 Th 细胞和

CTL连在一起 ,更成为主动角色被“授权”以活化 CTL。来自病

原体的刺激物 、感染性细胞因子和 Th 细胞的信息 , 以多种不同

的方式活化 DCs ,最终调节刺激 T细胞对不同侵入因子的相应

反应能力。

　　体内外操作 DCs 活性的可能性将为疫苗免疫和治疗打开
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一个新的空间 , 基于 CD40 活化 APC 的疫苗策略 , 对于某些

CD4+Th 细胞的数量或活化有限的情况 ,如 AIDs 病人 ,诱导 CTL

反应可能有效;肿瘤免疫中 , 肿瘤特异性 Th 细胞决定簇缺乏可

能阻止了有效的肿瘤特异性 CTL的活化 , 结合 CD40 信号的主

动免疫 , 可能产生更有效的抗肿瘤免疫反应。 CD40L 与 IFN-γ

或TNF-α能迅速诱导肿瘤细胞系 Fas表达上调 , 对 CTL 的共刺

激扩增和效应功能均有重要作用[ 13] 。另外 , DCs 可负载能被 Th

记忆细胞识别的抗原 , 使它们在淋巴器官以及时的方式被活

化。CD40 能否真正成为疫苗免疫 、治疗的有效策略 , 也有人持

不同看法 ,这有待于深入研究 CD40 传递的信号如何能“授权”

APCs自主活化 CTL ,以及由此产生的胞内效应。

3　抗原识别的特异性和敏感性———TCR的顺序激发

模型[ 14]

　　T 细胞识别抗原是极度敏感的 , APC 上 50 ～ 100 个特异性

肽MHC复合物就能使 Th 细胞活化 、扩增并产生细胞因子;对

CTL而言 , 甚至一个肽-MHC 复合物就足以激活其细胞毒作

用[ 15] 。

　　T细胞识别抗原高度敏感 , 但是 TCR结合特异性肽-MHC

复合物的亲合力却很低 , 这种相互作用的亲合力估计比 Ag-Ab

之间的亲合力低得多 , 约 10-7 ～ 10-4 mol/ L , 并且 TCR 与肽-

MHC复合物的结合解离率很高 ,半衰期约几秒至几分钟。这些

结果显得有些矛盾 ,低亲合力的 TCR如何能使 T细胞以高度特

异性识别少量的肽 MHC 复合物? 当然 , TCR 与相应配体的作

用是两个相对细胞上膜蛋白的相互作用 , 有别于溶液中 Ag ～

Ab之间的作用 , 前者可被 T 细胞和 APC 细胞之间的粘附作用

影响 ,其稳定性也可被辅助分子调节。

　　最近的研究表明 TCR与肽-MHC 在活细胞中的相互作用是

一个动态过程以及大量 TCR被少数配体顺序激发活化的结果。

　　T 细胞与APC 相互作用 , 胞内 Ca2+浓度增加至少持续 1 h ,

Ca2+水平持续增高对诱导 T 细胞扩增和细胞因子的产生都是

必要的。据测定 , 生理水平的配体(每个 APC 上 100 个肽-MHC

分子)可激发大量的 TCR(每个 T 细胞可达 18 000 个 TCR)。 这

些结果和上述持续信号都需要 TCR连续参与 , 表明少量肽-

MHC复合体必需顺序参与激发 TCR。 当肽-MHC 复合物很少

时 , TCR激发最有效 , 而随配体数量增加 , 效率越低。顺序激发

活化过程可通过 TCR 下调 、TCR 数量逐渐减少而自我限制 , T

细胞与APC 耦联 , 信号随 TCR下调而逐渐消失。另外 , 低水平

TCR的 T细胞敏感性低 , 对抗原刺激仅能暂时反应。

　　较低的亲合力有利于 TCR在 APC 表面与不同肽-MHC 接

触 ,以寻找最佳构型配体[ 16] 。 适当解离率允许一个肽-MHC 复

合物从活化的 TCR 解离 , 使之可能顺序参与激发活化多个

TCR。TCR-CD3 复合体可被短时间的与肽-MHC 耦联而激发活

化 ,在这个短时间内要求所诱导 TCR-CD3 复合体构型变化 , 或

者耦联于 TCR周围的磷酸酶和激酶重新分布和聚集 , 使 ITAMs

磷酸化及信号转导成份重新募集。虽然不成熟的解离不能活

化TCR ,而信号链活化后的解离就不再干扰信号传递。 TCR就

象一个简单开关需要按足够长的时间才能释放信号。当 TCR/

肽-MHC复合体的半衰期与 TCR活化要求的时间相匹配时 , 活

化的效率非常高。根据实验测定 ,半衰期约 10 s 与 1 h 内单个

肽-MHC激发几百个 TCR相一致。因此 ,高亲合力配体抗 CD3

不能有效活化 TCR是由于它们不能解离而不能顺序活化 TCR。

　　如果TCR顺序激发活化过程发生于 T细胞与 APC 接触的

有限区域 ,以下 3 个因素影响其活化:(1)T 细胞粘附有利于

TCR和肽-MHC 相互作用;(2)需要信号转导组分供给于激发的

TCR;(3)新的 TCR供给以代替那些因下调而移去的部分。

　　TCR和肽-MHC 分子胞外区都很短 , 为了相互作用需建立

亲近的膜接触 , T 细胞运动和细胞间粘附的强度可能是允许

TCR与肽-MHC 相遇的关键。 TCR活化将上调 T 细胞粘附强

度 ,如表达高亲合力的 LFA[ 6] 。 TCR的耦联活化发生于 T细胞

和APC 之间功能性突触的局部 ,为维持信号传递 , 新的 TCR及

与之相连的信号转导组分如 ZAP-70 ,需要持续供给以替代消耗

的TCR。但由于它们的低丰度或弥散 , 特别是当活化效率高

时 ,这些组分可能成为限制因素。供给的有效性可能限制 TCR

顺序活化的速率 ,接着影响信号转导水平和持续时间 , 这就是

为什么APC 提供的配体数量增强仅能中等程度增加 TCR活化

率 ,低水平 TCR的 T细胞能瞬时传递信号但不能维持信号。

　　以上考虑的 TCR作为一个开关 ,根据耦联时间确定是否传

递信号。最近数据表明改型配体(Altered ligand)可诱导 T细胞

部分活化 、无反应或作为 TCR拮抗物。肽-MHC 作为部分激活

剂或拮抗剂相对激活剂有较高的解离率 , 部分激活或拮抗剂可

能与完全活化之前 TCR从肽-MHC 上不成熟解离有关。这些改

型配体是由于诱导了不同的 ITAM 磷酸化模式[ 17] 而不能活化

ZAP-70[ 18] ,说明 TCR作为可调节开关根据耦联时间可传递不

同信号。考虑到不同的时间阈值 ,可以推测部分激活和拮抗剂

的不同效应。假若完全活化要求时间大于 5 s , 稍短时间(3～ 5

s)可能导致 TCR部分活化 , 而更短时间(1 ～ 3 s)可能使 TCR不

能传递任何可检测信号。这样就能解释拮抗剂能与相当数量

的激动剂有效竞争 , 相对于激动剂 ,拮抗剂的动力学优势在于

造成功能性 TCR和/或接触区信号转导组分的消耗 , 干扰 TCR

激动剂耦联速率 ,而不能进行信号传递过程。

　　TCR激发数量和生物反应类型有一个精确相关 , 在极低的

肽浓度时 CTL 的细胞毒作用就能激发 , 且活化的 TCR 数量极

低 ,亦难检测 TCR下调 ,没有可检测的 Ca2+增加。也许是细胞

毒作用不要求基因表达 , 一个肽-MHC 诱导的少数 TCR局部活

化即可释放细胞毒颗粒。然而 , IFN-γ的产生 、对 IL-2 的反应和

Ca2+内流 ,只有在肽浓度大于 10-9 mol/ L 才能发生 , 诱导产生

IFN-γ和细胞分化要求至少活化 20%～ 50%TCR。 CTL 对不同

抗原浓度有逐级不同的生物反应 ,特异靶细胞杀伤不必要求其

完全活化。

　　由于自然界抗原众多 ,可能的表位远远大于免疫系统中的

T细胞克隆数量 ,而自身耐受要求免疫细胞有足够的特异性 ,

二者之间的矛盾可能要求部分 T 细胞有中等程度的交叉反

应[ 19] 。交叉反应性可能与敏感性和特异性一样为 T 细胞识别

的又一特性。

　　关键词:细胞毒性 T细胞;免疫识别
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文章编号:1000-5404(2000)10-0977-05　 综述

CTL与肿瘤治疗性疫苗

CTL and therapeutic vaccine of tumor

贾正才 ,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)

　　恶性肿瘤是当前威胁人类生命健康的几大主要疾病之一 ,

其发病率和死亡人数呈逐年上升趋势 , 特别是在发展中国家 ,

其新增肿瘤病人人数占全球新增肿瘤病人的 60%。据WHO 统

计 , 1990 年全球肿瘤死亡人数约为 510 万 ,到 1997 年已上升至

620 万 , 死亡人数占全球死亡总人数的比例位居几大主要疾病
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之三 ,且呈上升趋势。肿瘤已成为世界性疾病 , 对其采取有效

的治疗和控制已迫在眉睫。目前对恶性肿瘤的治疗多采用手

术 、化疗 、放疗 、生物治疗和中医疗法联合应用。 这些疗法的共

同缺陷是缺乏肿瘤特异性 , 对正常组织细胞损伤大 , 毒副作用

大 ,不但疗效不能满意 , 而且医疗费用巨大。肿瘤细胞能表达

肿瘤相关抗原(TAA)或肿瘤特异性抗原(TSA), 针对这些抗原

发展起来的肿瘤治疗性疫苗 ,能有效激活免疫系统杀伤肿瘤细

胞 ,而对正常组织细胞却几乎没有损伤。因此 , 发展肿瘤治疗

性疫苗 , 可望克服上述缺陷 , 达到特异 、安全 、有效地治疗肿瘤

的目的。
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