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摘 要 细胞毒 5 淋巴细胞（E5F）在控制病原体感染以及抗肿瘤过程中发挥重要作用，因而特异性 E5F 的检测相

当重要；而过去检测 E5F 的方法都是间接的，最近发展起来的四聚体技术则是直接检测抗原特异性 E5F 的有效而

特异的方法，成为目前研究 5 细胞免疫应答的关键技术。报道一种简化的四聚体制备程序，利用该程序成功制备

加载人巨细胞病毒（GE+&）抗原肽的 GF4.4! 四聚体，具有特异性结合 E5F 活性。GF4.4""!"/ 重链基因是通过

H5.IEH 方法从 GF4.4!J 供者白细胞中克隆，进而以 IEH 方法构建在羧基端融合生物素化酶 K<L4 底物肽（KMI）的

GF4.4""!"/（4!）重链胞外区原核表达载体，4! 重组蛋白在大肠杆菌中得到高表达，主要以包涵体形式存在。加

载抗原肽的可溶性 4! 单体是 4! 胞外区在轻链!!微球蛋白和 GF4.4! 限制性 GE+& NN0%$1%.%"#抗原肽（*F&I+&45&，

*F&）存在时通过稀释法复性获得，以 K<L4 对其进行生物素化，然后以阴离子交换树脂纯化，得到的纯化 4!.*F& 单

体与 MOL6NO,P<C<A.I: 按 $："Q7 比例混合形成四聚体，结合程度在 7%R以上，流式细胞仪分析显示该四聚体具有与

GF4.4!J 供者的特异性 E5F 结合活性。总之，这种简化的四聚体制备程序，不仅有利于该技术的推广，为特异性 5
细胞免疫研究建立必要的技术平台，而且 4!.*F& 四聚体在临床监测 E+& 特异性 E5F 水平等方面也有应用价值。
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细胞毒 5 淋巴细胞（E5F）在控制病毒和细菌感

染以及抗肿瘤过程中发挥着极为重要的作用，在最

初的致敏之后，病原体或肿瘤特异的 5 细胞群体扩

增，并获得细胞毒活性和产生细胞因子等效应功

能［/］。要更好地了解针对病原体或肿瘤的细胞免疫

应答，就必须仔细分析抗原特异性应答 5 细胞的数

量和效应功能［!］；然而这些特异性 5 细胞往往被其

它大量无关 5 细胞所淹没，并且抗原特异性 5 细胞

的检测需要体外培养和重复刺激等处理，这些过程

又易于引入偏差，如有限稀释分析（FT4）是测量

E5F 频率的标准方法，但越来越多的证据表明该方

法低估了 E5F 的数量［#］，其它如 :FUMIV5 和细胞内

细胞因子染色等方法均存在类似缺点［!，#］。因此，需

要有更直接的方法以鉴定抗原特异性 5 细胞。

5细胞活化、增殖和效应功能的诱导都需通过

5细胞受体（5EH）和表达于抗原提呈细胞（4IE）上

的肽.主要组织相容性复合体（N+GE）相互作用而得

以实现，因而以可溶性单体 N+GE 对 5 细胞染色以

鉴定抗原特异性 5 细胞的策略很吸引人，然而由于

N+GE 和 5EH 之间的低亲和力（,WW<A<O-），该方法从未

取得成功［!，$］。这一障碍已通过 N+GE 的四聚体技

术（56OL,;6L O6DXA’(’Y-）而被突破［$］，从而实现了以流

式细胞仪直接检测抗原特异性 5 细胞。该方法首先

将任何与 +GE U 类分子结合的肽与 +GE U 类分子

重链和轻链!! 微球蛋白（!! ;）组装为 N+GE 复合

体［%］，然后通过生物素化后与荧光标记的亲和素

（,P<C<A）或链亲和素（>OL6NO,P<C<A）（四价）结合而实现

多聚化，从而提高了 +GE 与 5EH 的亲合力（,P<C.
<O-），形成的四聚体能直接与抗原特异性 E5F 结合，

通过 流 式 细 胞 仪 可 对 其 进 行 分 离 鉴 定 或 定 量 分



析［!］。虽然抗原特异性四聚体已在 " 细胞免疫研究

领域 得 到 广 泛 应 用，成 为 该 领 域 必 不 可 少 的 工

具［#，$，%］，但其制备过程复杂，这在很大程度上限制了

该技术的推广。本文报道从汉族人中成功克隆人类

&’( ) 类分子*人类白细胞抗原（’+,）*,!-#-. 重

链基因，构建重链胞外区原核表达载体，在大肠杆菌

中得到高表达，成功制备了加载人巨细胞病毒（’(*
&/）基质磷酸蛋白 00%1 ’+,*,!-#-. 限制性抗原

肽（2+/3&/,"/）［4］四聚体，同时对复杂的四聚体制

备过程［!］进行了简化，使其更简便易行，在一般实验

室即可完成，为特异性 " 细胞免疫的定性和定量研

究建立了一个必要的技术平台。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂和菌株：大肠肝菌 5’1!由本校周

天鸿教授惠赠；6+#.（57$）+89:、6+#.（57$）和质粒

07"*$; 购自 2<=>?@A；限制酶 !"#"和 $%&’"、"!
52, 连接酶、高保真 5@@0/@AB 52, ">C 聚合酶等均

为美国 2@D 7A?E>AF 6G<E>H9 产品；"I)J<E 试剂、"K@L*
M<:;LG0B I"*3(I 系 统 购 自 )A=GBL<?@A；N),COG;P Q@E
7RBL>;BG<A SGB 与 N),0L@0 :0GA &GAG0L@0 SGB 为 德 国

N),Q72 公 司 产 品；淋 巴 细 胞 分 离 液 为 挪 威 2T*
(U&75 产 品；N*:@0K>L<9@（V>9B VE<D）购 自 ,M@L*
9K>M；(5$*V)"(、(5W*(8(KL<M@、’+,*,#*V)"( 为 65
3K>LMGA?@A 产品；:BL@0B>=GFGA*37、蛋白质分子量标准

（5,+"U2 &,IS /))*+）为 :G?M> 产品；6GL, 购自美国

,=GFGB8 公司（5@A=@L；网址：DDDX >=GFGB8 X ;<M）；)3"Q、

尿素等为进口或国产分析纯试剂。

!"!"# 合成抗原肽：源自人巨细胞病毒（’(&/）基

质磷酸蛋白 00%1 ’+,*,!-#-. 限制性抗原肽（’(*
&/ 00%1!Y1*1-$）2+/3&/,"/［4］（简称 2+/）由上海申

友公司合成（固相 VM<; 法合成），经 ’3+( 纯化，纯

度为 YWZ#[。2+/ 肽 以 5&:U 溶 解，浓 度 为 .-
M?\M+，分装后存 ] #-^备用。

!"# 方法

!"#"! 人 白 细 胞 总 I2, 抽 提 及 ;52, 合 成：取

’+,*,# 阳性（经 ’+,*,#*V)"( 染色后以流式细胞仪

分析）的健康成年志愿者肝素抗凝静脉血 $ M+，以

淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞（36&(），

以 "I)J<E 试剂提取总 I2,，按前文方法［W］进行逆转

录反应，合成的第一链 ;52, 即可用于 3(I 扩增或

存 ] #-^备用。

!"#"# 3(I 扩 增 ’+,*,! -#-.（简 称 ’+,*,# 或

,#）重链基因及其克隆：参照 )&Q"\’+, 库的 ’+,*
,!-#-. 基因序列设计引物，前向引物为 1_*,","*
,((,"QQQ("("(,("((,"Q,QQ","""(*$_，逆向引

物为 1_*,,((,QQQ,"((",(,(""",(,,Q("Q"Q,Q
,Q*$_，引物由上海博亚公司（6G<>9G>）合成。3(I 反

应在 1-#+ 总体积中进行，以 ##+ 第一链 ;52, 为

模板，反应条件为在 Y!^变性 # MGA 后开始循环，然

后 Y!^变性 $- 9，11^退火 $- 9，4#^延伸 .Z1 MGA，

共 $1 个循环后，于 $4^延伸 .- MGA。3(I 产物以

!"#" ‘ $%&’"双酶切并以 N),COG;P Q@E 7RBL>;BG<A
SGB 从凝胶中回收，与经 !"#" ‘ $%&’"双酶切的

07"*$; 载体连接后，转化 ’ X ()*+ 5’1!感受态细

胞，以碱裂解法从转化子中提取质粒，双酶切法筛选

接入正确外源基因的转化子，N),0L@0 :0GA &GAG0L@0
SGB 小量制备质粒，以 ,6) $44 52, 自动测序仪测定

克隆的基因序列（由大连 ">S>I> 公司测定）。

!"#"$ 成熟$#M 表达载体和融合 6:3 序列的 ’+,*

,!-#-. 重链胞外区表达载体的构建：成熟$# M 表

达载体的构建见前文报道［W］。,# 重链胞外区（成熟

蛋白序列 .*#41）羧基端连接生物素化酶 6GL, 底物

肽（6GL, 9OH9BL>B@ 0@0BGF@，6:3）（+’’)+5,NS&/a2*
’I），其表达载体的构建方法如下：根据编码成熟

,# 基因 1_序列并进行优化使 Q\( 含量降低，设计前

向引物为 1_*",",((,"QQQ""("(,""(","Q(Q"",
""""""",(,"("Q"""(((QQ(((QQ((Q(*$_， 逆 向

引物为 1_*Q(Q(QQ,"(("",,(Q,"Q,""((,(,((,
""""("Q"Q(,"((,Q,,","Q,"Q(,Q,Q,Q(((QQ(
"(((,"("(,QQQ"*$_（其中包含编码 QE8*:@L 接头和

6:3 的 52, 序列），以携带 ,# 基因的质粒为模板，

按上述方法（退火温度为 1W^，其余同上）扩增编码

,# 胞外区基因，经 !"#" ‘ $%&’"双酶切、连接至

表达载体 07"*$;、转化 5’1!感受态细胞、筛选转化

子，以双酶切鉴定阳性克隆，从中提取质粒测序鉴

定。

!"#"% ’+,*,# 重链胞外区和$# M 在 ’ X ()*+ 中的

表达与包涵体纯化：方法基本同前文［W］。$# M 在

6+#.（57$）0+89: 中 进 行 表 达，,# 重 链 胞 外 区 在

6+#.（57$）中进行表达，以 )3"Q 诱导外源蛋白表

达。表达的蛋白主要存在于包涵体内，按前文［W］报

道方法对包涵体进行洗涤纯化，得到的包涵体蛋白

以 #- MM<E\+ &7:（ 0’%Z-，含 W M<E\+ 脲 和 -Z.
MM<E\+ 5""）溶解，离心去除不溶物，取 .-#+ 以同

一溶液稀释至 .--#+，测定在 #W- AM 和 #%- AM 波长

$W$$ 期 何贤辉等：加载 ’(&/ 抗原肽的 ’+,*,!-#-. 单体及其四聚体制备和鉴定



的光吸收，按经验公式（!"#$ % !&’( ) (#*" % !&+( , 蛋

白浓度 -./-0）估计蛋白浓度，将其分装后冻存于 )
*(1备用。

!"#"$ 20343& 506 复合物（简称 3&4506）单体的

重折叠：3&4506 单体的复性方法与文献［$］报道的

稀释法基本相同，仅作微小改动。首先将 & -. 506
肽以移液器滴加入 &(( -0 预冷的复性缓冲液（!((
--78/0 9:;<42=8 >2’#(，含 "(( --78/0 04?:.;@;@A、
& --78/0 BC93、$ --78/0 :ADEFAD .8EG?GH;7@A、(#$
--78/0 7I;D;JAD .8EG?GH;7@A、(#& --78/0 >HA@K8-AGHK84
<E8L7@K8 L8E7:;DA（MNOP）），然后将 + -. 3& 重链（配于

(#$ -0 注入缓冲液（Q -78/0 RE?@D;@A42=8 >2 "#&，

含 !( --78/0 <7D;E- ?FAG?GA，!( --78/0 BC93）以带

&+ 号针头的注射器快速注入高速搅拌的复性缓冲

液中，最后以同样方法将 $ -.!& - 注入缓冲液，随

后在 "1搅拌复性 Q D。重折叠的复合物以装有分

子量排限（NS=T）为 !( ((( 超滤膜的 &(( -0 超滤

浓缩器（3-;F7@，N;88;>7:A）浓缩至 $ -0 左右，对 !(
--78/0 9:;<42=8 缓 冲 液（ >2’#(， 含 (#& --78/0
MNOP）透析Q H，得到的重折叠 3&4506 复合物经 B>4
>A@D7:L 离心机在 "1、!Q(( :/-;@ 离心 !( -;@ 去除沉

淀后，即可进行生物素化。

!"#"% 3&4506 单体生物素化及纯化：按生物素化

酶 U;:3 供应商（3V;D;GK =7）建议的方案对 3&4506 单

体进行生物素化反应（Q(1进行 "( -;@），反应液中

加 (#& --78/0 MNOP 以抑制蛋白酶活性。反应完成

后混合液对 !( --78/0 9:;<42=8 WELLA:（>2’#(，含

(#& --78/0 MNOP）透性，上阴离子交换树脂 X4OA>H?4
:7<A 柱，以 ( Y Q(( --78/0 5?=8 线性梯度洗脱（MH?:4
-?F;? R:?D;P:?F OK<GA-），各级分（ L:?FG;7@）以 OCO4聚
丙烯酰胺凝胶电泳（M3RB）（见下）进行分析，合并

含 3&4506 的主峰级分，透析 后 以 3-;F7@ Z8G:?4"
（NS=T!((((）离心超滤浓缩至 Q(("0 左右，加 "
-0 MUO（含 (#& --78/0 MNOP 和 & --78/0 BC93）后

再浓缩至 Q(("0，按上述方法测定蛋白浓度，存 "1
备用。

!"#"& 3&4506 四聚体制备和鉴定：将 3&4506 与

OG:A>G?V;D;@4MB 按 " [ (#’ 的比例混合，3&4506 分 !(
次加 入，间 隔 $ Y !( -;@。四 聚 体 的 形 成 以 OCO4
M3RB 电泳鉴定，样品缓冲液中不加还原剂，也不经

加热处理而直接上样电泳。

!"#"’ OCO4M3RB：参照 0?A--8; 的方法进行，浓缩

胶浓度为 $\，分离胶浓度为 !&\或 !$\，以考马斯

亮蓝 ]4&$( 染色显示蛋白质条带。

!"#"( 流式细胞仪分析：从 20343& 阳性供者（"(
K:<）取 Q -0 静脉血（肝素抗凝），以淋巴细胞分离液

制备 MUN=，将 ! % !(+ 细胞悬于 $("0 MUO4&\胎牛

血清（P=O）中，加入 =CQ4P^9=、=C’4=K=H:7-A 各 !(

"0，然后加 "". 3&4506 9AG:?-A:（对照加相应量的

OG:A>G?V;D;@4MB），混匀后在冰浴中反应 ! H，以 MUO4
&\ P=O 洗涤 & 次，最后以 "(("0 "\ 多聚甲醛固

定。样品按前文［_］方法以流式细胞仪（P3=O=?8;WE:，
UAFG7@ C;F‘;@<7@）分析，每个样品收集 $(((( 个细胞

的参数，数据以 =A88XEA<G 软件进行分析。

# 结 果

#"! )*+,+!-#-! 基因克隆及其序列测定

根据 ^NR9/203 数据库的 20343!(&(! 基因序

列设计引物，从三位随意选取的汉族人中分离 MU4
N=，流式细胞仪分析表明均为 20343& 阳性，以从中

提取的总 ]53 逆转录第一链 FC53 为模板进行 M=]
反应，均扩增出与预计大小（!!(( W>）相符的 C53 片

段（图 !3，8?@A< &，Q，"）。扩增出的 C53 片段经双酶

切后，分别与 >B94QF 连接，转化 C2$#，各选取 ’ 个

菌落抽提质粒，双酶切鉴定表明所有质粒均已插入

预计大小的外源片段（图 !3，8?@A +，*，仅显示来自

供者 ! 的其中二个克隆），序列分析显示从供者 !
和 Q 克隆的基因为编码 20343!(&(! 成熟蛋白的基

因，该基因已在 RA@U?@‘ 登记，接受号为 3a!_!Q(_；

从供者 & 克隆的基因为 20343!(&(*（数据略）。

#"# 与 ./0 融合的 )*+,+!-#-!（简称 )*+,+#
或 +#）重链胞外区原核表达载体构建

根据 38G-?@ 等［"］策略，通过 M=] 方法将编码

20343& 重链胞外区 !4&*$ 氨基酸序列的 C53 片段

与 UOM 融合，两者间包含编码 R8K4OA: 接头的序列，

模板为含 20343& 基因的质粒，扩增出的 C53 片段

长度约 _(( W>（图 !U，8?@A &），经双酶切、连接至

>B94QF 载体，筛选接入目的基因的阳性克隆（图 !U，

8?@A "），经测序验证插入序列为正确的目的基因，含

起始密码 39R。构建的表达载体称 >B943&。

#"1 +# 重链和!#2 在 ! 3 "#$% 中表达及其包涵体

纯化

!&- 在 " b #$%& U0&!（CBQ）>0K<O 中进行表达，表

达的重组蛋白约占菌体总蛋白的 Q(\，大都在包涵

体中［’］。3& 重链胞外区在 " b #$%& U0&!（CBQ）中表

达，将构建的 >B943& 质粒转化 U0&!（CBQ），得到稳

定高效表达 3& 重链的基因工程菌。OCO4M3RB 分

析表明，该工程菌在未加 ^M9R 诱导前就泄漏表达一
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定水平的分子量（法国 !" 公司 #$%&%’()& !*+,,-.,
软件分析）为 /0 12 34 重链分子（图 4，5(6* /），加

7#89 在 /:;诱导 < $ 后，分子量 /0 12 的 34 重链分

子表达水平大大提高，以 #$%&%’()& 软件分析表明重

组约占菌体总蛋白的 4.=（图 4，5(6* <）。大部分重

组蛋白以包涵体形式存在于沉淀部分，上清中基本

没有（图 4，5(6* 0）。因此，沉淀部分经反复洗涤后

得到较高纯度的 34 重链蛋白（图 /，5(6* >），以 ?
@@%5A" 脲溶解后测得蛋白浓度为 ,0 @BA@"。按相

同方法对!4 @ 包涵体进行纯化，也获得较纯的蛋

白［?］。

图 , 含 C"3D3!.4., 基因的重组载体及融合生物素化酶

底物肽（EF#）的 34 胞外区表达载体的双酶切鉴定

GHBI, J*K&+HL&H%6 *6MN@* OHB*K&H%6 %P &$* +*L%@QH6(6&
R*L&%+ L%6&(H6H6B C"3D3!.4.,（34）B*6* (6O &$* *S)+*KKH%6

R*L&%+ P%+ 34 $*(RN L$(H6 PTK*O UH&$ EF# K*VT*6L*
(& H&K L(+Q%SN5 &*+@H6TK

（3）,，>：4.. Q) 2W3 5(OO*+；4，/，<：J8D#’J )+%OTL&K P+%@ / O%6%+K；

0：)X8D/LA!"#7 Y $%&C7；:，?：R*L&%+ P%+ 34 $*(RN L$(H6 B*6*A!"#7 Y

$%&C7I（E）,，/：4.. Q) 2W3 5(OO*+；4：#’J )+%OTL& P%+ *S&+(L*55T5(+

O%@(H6 %P 34 $*(RN L$(H6；<：*S)+*KKH%6 R*L&%+ P%+ 34 $*(RN L$(H6 B*6*A

!"#7 Y $%&C7；0：)X8D/LA!"#7 Y $%&C7I

!"# $!%&’( 单体的制备及其生物素化

34DW"! 单体通过稀释法［0］进行复性，得率在

,0=左右。复性后的可溶性 34DW"! 单体在 F2FD
#39X 胶上显示两条主带，即分子量约 /0 12 的重

链和 ,4 12 的轻链!4 @（图 /，5(6* 4），纯度明显提

高。以 同 一 方 法 加 入 流 感 3 基 质 蛋 白 肽 97"9D
G!G8" 进行复性也获得成功（另文发表）。34DW"!
单体生物素化（图 /，5(6* /）后上阴离子交换树脂 ZD
F*)$(+%K* 柱纯化，以 W(’5 线性梯度洗脱下三个峰

（图 <），经 F2FD#39X 分析显示，第 7 峰（级分 ,?）为

轻链!4@（图 /，5(6* <），第 77 峰（级分 4,D40）为可溶

性的 34DW"! 单体，电泳图上显示为重链和轻链（图

/，5(6* 0D[），第 777 峰为非蛋白成分（图 /，5(6* ,.），其

4>. 6@ 光吸收大大高于 4?. 6@ 吸收。将含纯 34D
W"! 的级分 44、4/ 和 4< 合并，以超滤浓缩，浓缩后

蛋白浓度为 < @BA@"。

图 4 大肠杆菌 E"4,（2X/）中表达的

C"3D3!.4., 重链的 F2FD#39X 结果

GHBI4 F2FD#39X (6(5NKHK %P *S&+(L*55T5(+ O%@(H6
%P C"3D3!.4.,（34）$*(RN L$(H6 *S)+*KK*O

H6 ’ I ()*+ K&+(H6 E"4,（2X/）（E"4,）

,：\] @(+1*+K；4：E"4,（)X8D/L）H6OTL*O UH&$ 7#89 P%+ < $；/：E"4,
（)X8D34）Q*P%+* 7#89 H6OTL&H%6；<：E"4,（)X8D34）H6OTL*O UH&$

7#89 P%+ < $；0： KT)*+6(&(6& %P E"4,（ )X8D34）Q(L&*+H(5 5NK(&*；

>：U(K$*O H6L5TKH%6 Q%ON

图 / C"3D3!.4., W"! 单体的 F2FD#39X 鉴定

GHBI/ F2FD#39X (6(5NKHK %P C"3D3!.4.,
W"!（34DW"!）@%6%@*+

,：\] @(+1*+；4：+*P%5O*O 34DW"! @%6%@*+；/：QH%&H6N5(&*O 34DW"!

@%6%@*+；< ^ ,.：P+(L&H%6K 6%I ,?，4,，44，4/，4<，40，

4?（K** GHBI <），+*K)*L&HR*5NI C’：$*(RN L$(H6；!4@：!4 D@HL+%B5%QT5H6

!") $!%&’( 四聚体制备

将生物素化的 34DW"! 可溶性单体按比例与

F&+*)&(RHOH6D#X 混合后即可形成四聚体。由于 F&+*)D
&(RHOH6 与生物素形成的复合物，即使在 F2F 存在条

件下，如不对样品进行煮沸处理，就不会解离，因而

可以利用 F2FD#39X 对四聚体形成程度进行估计。

34DW"! 单体在非还原条件且未经煮沸处理，电泳结

果显示为 /0 12 重链和 ,4 12 轻链!4@ 两条主带（图

0，5(6* 0），中间一条弱带为少量!4 @ 二聚体。经软

件（#$%&%’()&）分析显示，四聚体中重链条带约为单

0?// 期 何贤辉等：加载 C’\! 抗原肽的 C"3D3!.4., 单体及其四聚体制备和鉴定



体的 !"# $ !%#（图 %，&’()* %，+），表明 ,%#以上的

单体已与 -./)0.’1232( 结合形成了多聚体。

图 4 56-)07’/8*) 离子交换柱层析

纯化生物素化的 9:6;<= 层析图

>2?@4 AB/2C2D’.28( 8C E28.2(F&’.)3 9:6;<= G8(8G)/
H2.7 56-)07’/8*) D8&BG(（: I , DG）D7/8G’.8?/’07F

J7) D8&BG( H’* )KB2&2E/’.)3 H2.7 !" GG8&L< J/2*6MN&（0M,O"）@ J7)

*’G0&) 32’&FP)3 ’?’2(*. .7) *’G) EBCC)/ H’* &8’3)3 8(.8 .7) D8&BG( ’(3

)&B.)3 H2.7 " $ Q"" GG8&L< ;’N& &2()’/ ?/’32)(. ’. ’ C&8H /’.) 8C "O, G<L

G2(@ >/’D.28(* 8C Q G< H)/) D8&&)D.)3@ >/’D.28(* :: $ :4 D8(.’2(2(? 0B/)

9:6;<= H)/) 088&)3（2(32D’.)3 EF E’/）@

图 % M<969!":"! ;<= 四聚体的 -R-6A9ST 鉴定

>2?@% -R-6A9ST ’(’&F*2* 8C M<969!":"! ;<=（9:6;<=）

.)./’G)/ B(3)/ (8(/)3BD2(? D8(32.28(* ’(3 H2.78B. E82&2(?
!：0/8.)2( G8&)DB&’/ H)2?7. G’/U)/；: $ 4：)G0.F；%：9:6;<= G8(8G)/

（4!?）；+：9:6;<= .)./’G)/（4!? 9:6;<= G8(8G)/ V !!? -./)0.’126

32(6AT）；W：-./)0.’1232(6AT（!!?，D8(.’2(2(? !# X-9）@ MN：7)’1F

D7’2(；":G：": 6G2D/8?&8EB&2(

!"# $!%&’( 四聚体对特异性 )*’ 的染色

为了验证 9:6;<= 四聚体与特异性 NJ< 的结合

活性，以该四聚体对 M<969: 阳性供者 AXYN 进行

三荧光染色，以流式细胞仪分析。先在 NRQV 的淋

巴细 胞（即 总 J 细 胞）上 设 门（?’.)3），然 后 分 析

NR,V J 细胞（即 NJ<，图 + 中位于十字线右侧）和

NR,Z（相当于 NR4V J 细胞，图 + 中位于十字线左

侧），结果显示 9:6;<= 四聚体能染出一群 MNY=
00+%4[%6%"Q特异性 NJ<（图 +X 位于十字线右上侧的细

胞群），在总 J 细胞中占 "O+!#，在 NR,V J 细胞中

占 :O"#；而位于十字线左侧的 NR4V J 细胞无特异

性染色。值得注意，四聚体阳性的 NJ< 为 NR,E/2?7.，
而非 NR,32G。

图 + 流式细胞仪分析 M<969!":"! ;<= 四聚体

对 MNY= 特异性 NJ< 的染色结果

>2?@+ >&8H DF.8G)./F ’(’&F*2* 8C .7) *.’2(2(? 8C MNY=6*0)D2C2D
NJ< H2.7 M<969!":"! ;<=AY=9J=（9:6;<=）.)./’G)/

AXYN C/8G ’( M<969: 38(8/ H’* *.’2()3 H2.7 M<969 ! ":"!

00+%4[% Z %"Q .)./’G)/ @ R’.’ /)0/)*)(. .7) 0)/D)(.’?)* 8C 9:6;<= .)./’G)/

08*2.21) NJ< H2.72( .8.’& J D)&&*（?’.)3 8( NRQV D)&&*）@ 9：N8(./8&
（-./)0.’1232(6AT）；X：9:6;<= J)./’G)/ @

+ 讨论

自从 9&.G’( 等［4］![[+ 年建立 JN\ 特异性配基

0YMN 四聚体技术以来，该技术的特异性和有效性

已经完全确立，并且取代原来测定抗原特异性 J 细

胞 的 标 准 方 法6有 限 稀 释 分 析 法（ &2G2.2(? 32&B.28(
’(’&F*2*，<R9），被广泛用于研究抗原特异性 NJ< 的

定性和定量分析，成为研究细胞免疫的强有力工

具［: Z 4，+，!"，!!］。9&.G’( 等人［4］发明的四聚体技术关键

是，通 过 基 因 工 程 技 术 巧 妙 地 将 YMN ] 类 分 子

（M<969:）重链的羧基端融合一段由 !% 个氨基酸残

基组成的 X-A 序列，从而可以利用生物素化酶 X2/9
在 X-A 序列内的一个 <F* 残基侧链上接一个生物素

分子，这 样 与 91232( 或 -./)0.’1232( 结 合 后 可 以 使

YMN 分子正确定向，而不影响位于氨基端 JN\ 识别

区域［:］。由此构建的工程化 M<969: 重链胞外区在

轻链":G 及 M<969: 限制性抗原肽存在下，正确折

叠成为可溶性 0YMN 分子，进一步与荧光标志的亲

和素结合形成四聚体［4］。四聚体制备过程较为复

杂，包 括 包 涵 体 复 性 和 纯 化 等 过 程，其 中 需 要 以

MA<N 和 >A<N 进行三次纯化［:，4，!!］；我们参考 S’/6
E8DP2 等人［%］的 M<969: 稀释复性法，将纯化步骤减

少为一次常压离子交换柱层析，简化了四聚体的制

备过程，减少了对 MA<N 等仪器的依赖，而获得的可

溶性 M<969: 单体已相当纯，由此制备的四聚体具

有与特异性 NJ< 结合的活性，这表明这一简化的方

法是可行的，可以成功制备特异性四聚体。

J 细胞受体（JN\）识别的是与特定 YMN 分子结
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合的抗原肽，这是 !"# 的 $%" 限制性。因此，肽&
$%" 复合物（’$%"）是 !"# 的天然配基［(］。$%" 为

目前已知最具多态性的蛋白分子，各种等位基因在

人群的分布不一，其中 %)*&*!+,+( 是所有种族中

的最高频等位基因，在中国人中约有 -+.的人具有

该等位基因［(,］，所以 %)*&*!+,+( 四聚体可以用于

-+.中国人的 "!) 分析。我们对随意选取的三位供

者分析表明三者均为 %)*&*, 阳性，从其中两位供

者的 /0$" 中克隆到 %)*&*!+,+( 基因，另一位为

%)*&*!+,+1，这在一定程度上说明中国人中 %)*&
*, 的频率可能高于以往的估计［(,］。因此，我们制

备 *,&2)3 四聚体可以涵盖较广泛的人群。

人巨细胞病毒（%"$3）的结构蛋白 ’’4- 是免疫

优势 "!) 表位的主要来源［1］，其中 ’’4-56-&-+7 2)3/$&
3*!3（ 2)3）是 由 %)*&*, 递 呈 的 主 要 抗 原

肽［1，(+，((］，利用 2)3 单一抗原肽制备的四聚体即可

检测到较高水平的特异性 "!)，表明 2)3 肽在针对

%"$3 的 %)*&*,8 限制性的免疫应答中表现出明显

的优势［(+，((，(7，(5］。利用 *,&2)3 四聚体检测显示，健

康人外周血中 2)3 特异性 "!) 占 "9:8 ! 细胞的百

分比为 ; +<(. = ((<7.，健康 %"$3 携带者中大多

数在 ; +<(. = -.之间［(7，(5］。我们利用制备的 *,&
2)3 四聚体在 ( 例 %)*&*,8 供者外周血检测到 ,.
的 2)3 特异性 "!)，说明该四聚体具有较好的特异

性。

进行性 "$3 感染一直是器官和和造血干细胞

移植的严重并发症，这与移植后 ! 细胞免疫缺陷有

强烈相关性［(7，(5］。同种干细胞移植临床研究［(+，((］表

明，在活动 "$3 感染的病人中 "$3 特异性 "!) 重

建能保护机体对抗 "$3 疾病，而移植物中 "$3 特

异性 "9:8 ! 细胞对机体对抗 "$3 感染有保护作

用。因此在干细胞移植中，以四聚体对移植物中

%)* 限制性的 "$3 特异性 "9:8 ! 细胞数量测定以

及移植后这些特异性 ! 细胞的监测，成为快速评价

受者发生 "$3 疾病的灵敏工具，对临床实践有重要

意义［(+，((，(7 > (-］。可见，我们建立的简化的四聚体制

备程序，不仅有利于该技术的推广，为特异性 ! 细胞

免疫研究建立必要的技术平台，而且该四聚体本身

也有潜在的应用前景。
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