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韵灾粤远远 抗原肽与 匀蕴粤鄄粤圆 分子结合性和结合稳定性的研究
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［摘摇 要］摇 目的：建立利用 栽圆 细胞体外筛选肿瘤相关抗原 韵灾粤远远 中 匀蕴粤鄄粤圆 限制性抗原肽表位的实验方法。方法：应用计
算机预测获得 韵灾粤远远 抗原中多个不同分值的九肽分子，在不同浓度（园援 圆 μ早 辕 皂造，圆 μ早 辕 皂造，缘 μ早 辕 皂造和 圆园 μ早 辕 皂造）下与 栽圆 细胞
共同孵育 源 澡，并分别在其后的 园，圆，源 澡测定 栽圆 细胞表面 匀蕴粤鄄粤圆 分子的平均表达强度，抗原肽与 匀蕴粤鄄粤圆 的亲和力以 圆园豫
酝云陨皂葬曾时的抗原肽作用浓度表示；抗原肽与 匀蕴粤鄄粤圆 分子结合稳定性以 酝云陨（源 澡）辕 酝云陨（园 澡）的百分比表示。结果：经计算机
预测所获得的分值不同的 源 种候选 韵灾粤远远 抗原肽表位与 栽圆 细胞表面 匀蕴粤鄄粤园圆园员 的结合能力和结合稳定性显示出差别，
并且与预测的分值不尽符合，其中 蕴圆猿缘 和 蕴圆猿愿 与 匀蕴粤鄄粤 园圆园员 的结合力优于 蕴圆猿远 和 蕴圆猿苑。结论：利用 栽圆 细胞可以在体
外初步筛选获得与 匀蕴粤鄄粤 园圆园员具有高亲和力的抗原肽。
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栽澡藻 月蚤灶凿蚤灶早 粤遭蚤造蚤贼赠 葬灶凿 月蚤灶凿蚤灶早 杂贼葬遭蚤造蚤贼赠 遭藻贼憎藻藻灶 韵灾粤远远 孕藻责贼蚤凿藻泽 葬灶凿 匀蕴粤鄄
粤园圆园员 酝燥造藻糟怎造藻

宰粤晕郧 再蚤灶早，再韵哉 匝蚤葬灶早，在匀粤晕郧 匀怎蚤鄄扎澡藻灶，宰粤晕郧 杂澡怎鄄躁怎灶，悦匀耘晕 蕴蚤灶鄄造蚤灶，在匀韵哉 郧怎葬灶早鄄赠葬灶，郧耘 匀葬蚤鄄造蚤鄄
葬灶早（杂澡葬灶早澡葬蚤 陨灶泽贼蚤贼怎贼藻 燥枣 陨皂皂怎灶燥造燥早赠，杂澡葬灶早澡葬蚤 杂藻糟燥灶凿 酝藻凿蚤糟葬造 哉灶蚤增藻则泽蚤贼赠，杂澡葬灶早澡葬蚤，圆园园园圆缘）

［粤遭泽贼则葬糟贼泽］摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻：栽燥 藻泽贼葬遭造蚤泽澡 贼澡藻 皂藻贼澡燥凿泽 枣燥则 泽糟则藻藻灶蚤灶早 贼澡藻 匀蕴粤鄄粤圆鄄则藻泽贼则蚤糟贼藻凿 责藻责贼蚤凿藻泽 燥灶 栽圆鄄凿藻责藻灶凿藻灶贼 糟藻造造
皂燥凿藻造援 酝藻贼澡燥凿泽：栽澡藻 遭蚤灶凿蚤灶早 葬遭蚤造蚤贼赠 葬灶凿 遭蚤灶凿蚤灶早 泽贼葬遭蚤造蚤贼赠 燥枣 责藻责贼蚤凿藻泽 贼燥 匀蕴粤鄄粤圆 皂燥造藻糟怎造藻 憎葬泽 凿藻贼藻则皂蚤灶藻凿 遭赠 皂藻葬泽怎则蚤灶早
责藻责贼蚤凿藻鄄蚤灶凿怎糟藻凿 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 匀蕴粤鄄粤圆 皂燥造藻糟怎造藻泽 燥灶 栽粤孕鄄凿藻枣蚤糟蚤藻灶贼 糟藻造造 造蚤灶藻鄄栽圆 糟藻造造泽援 月则蚤藻枣造赠，栽圆 糟藻造造泽 憎藻则藻 蚤灶糟怎遭葬贼藻凿
憎蚤贼澡 韵灾粤远远 糟葬灶凿蚤凿葬贼藻 责藻责贼蚤凿藻泽 葬贼 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶（园援 圆 μ早 辕 皂造，圆 μ早 辕 皂造，缘 μ早 辕 皂造，圆园 μ早 辕 皂造）葬灶凿 凿蚤枣枣藻则藻灶贼
贼蚤皂藻援 粤枣贼藻则 蚤灶糟怎遭葬贼蚤燥灶，藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 匀蕴粤鄄粤圆 皂燥造藻糟怎造藻泽 燥灶 栽圆 糟藻造造泽 憎葬泽 凿藻贼藻糟贼藻凿 遭赠 枣造燥憎 糟赠贼燥皂藻贼则赠 憎蚤贼澡 皂怎则蚤灶藻 皂粤遭
月月苑援 圆 葬早葬蚤灶泽贼 澡怎皂葬灶 匀蕴粤鄄粤圆 皂燥造藻糟怎造藻援 栽澡藻 遭蚤灶凿蚤灶早 葬遭蚤造蚤贼赠 燥枣 责藻责贼蚤凿藻泽 憎葬泽 糟葬造糟怎造葬贼藻凿 憎蚤贼澡 责藻责贼蚤凿藻 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶 燥枣
圆园豫 酝云陨皂葬曾，憎澡蚤造藻 贼澡藻 遭蚤灶凿蚤灶早 泽贼葬遭蚤造蚤贼赠 燥枣 责藻责贼蚤凿藻泽 憎葬泽 糟葬造糟怎造葬贼藻凿 憎蚤贼澡 责藻则糟藻灶贼葬早藻 燥枣 酝云陨（源澡）辕 酝云陨（园 澡）援 砸藻泽怎造贼泽：
云燥怎则 韵灾粤远远 糟葬灶凿蚤凿葬贼藻 责藻责贼蚤凿藻泽 憎藻则藻 葬泽泽葬赠藻凿 憎蚤贼澡 贼澡蚤泽 皂藻贼澡燥凿援 悦燥皂责葬则藻凿 憎蚤贼澡 则藻枣藻则藻灶糟藻 责藻责贼蚤凿藻，贼憎燥 责藻责贼蚤凿藻泽（蕴圆猿缘
葬灶凿 蕴圆猿愿）凿蚤泽责造葬赠藻凿 泽贼则燥灶早 遭蚤灶凿蚤灶早 葬遭蚤造蚤贼赠 葬灶凿 早燥燥凿 泽贼葬遭蚤造蚤贼赠，憎澡蚤造藻 燥贼澡藻则 贼憎燥 责藻责贼蚤凿藻泽（蕴圆猿远 葬灶凿 蕴圆猿苑）藻曾澡蚤遭蚤贼藻凿 造燥憎
葬枣枣蚤灶蚤贼赠 贼燥 匀蕴粤鄄粤圆 皂燥造藻糟怎造藻泽 燥灶 栽圆 糟藻造造泽援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶：宰蚤贼澡 栽圆鄄凿藻责藻灶凿藻灶贼 糟藻造造 皂燥凿藻造，憎藻 糟燥怎造凿 贼藻泽贼 贼澡藻 遭蚤灶凿蚤灶早 葬遭蚤造蚤贼赠
葬灶凿 遭蚤灶凿蚤灶早 泽贼葬遭蚤造蚤贼赠 燥枣 责藻责贼蚤凿藻泽 遭藻枣燥则藻 蚤灶凿怎糟蚤灶早 责藻责贼蚤凿藻鄄泽责藻糟蚤枣蚤糟 栽 糟藻造造 造蚤灶藻泽 蚤灶 增蚤贼则燥援
［运藻赠 憎燥则凿泽］摇 韵灾粤远远 责藻责贼蚤凿藻；匀蕴粤 遭蚤灶凿蚤灶早 葬遭蚤造蚤贼赠；泽贼葬遭蚤造蚤贼赠

摇 酝匀悦分子和被递呈的抗原肽之间的相互作用是
诱导特异性细胞免疫的重要基础。有实验表明，低亲

和力的抗原肽以诱导免疫耐受为主，而高亲和力的抗

原肽以诱导免疫应答为主［员］，所以抗原肽与 酝匀悦 分子
之间亲和力的大小往往决定诱导免疫应答的性质。目

前，对于一个新发现的肿瘤抗原，利用计算机软件虽然

可以得到被特定 酝匀悦 结合的抗原肽，但其与 酝匀悦 分

子的亲和力仍需通过实验加以验证。经典的实验方法
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是直接诱导 栽细胞免疫反应从而确定抗原肽的性质，
但所需花费的时间较长，技术要求较高。栽圆 细胞是
匀蕴粤鄄粤园圆园员 阳性，栽粤孕分子缺陷的细胞株，这个细胞
不能加工内源性的抗原，但是可以递呈外源性的抗原

肽；在无抗原肽存在的情况下，其细胞表面 匀蕴粤鄄粤圆 分
子的表达处于低水平，一旦有合适的外源性抗原肽与

栽圆 细胞表面的 匀蕴粤鄄粤圆 分子结合，其细胞表面 匀蕴粤鄄
粤圆 的表达强度将大大提高。所以利用 栽圆 细胞筛选
匀蕴粤鄄粤圆 高亲和力的抗原肽可以成为快速而有效的实
验模型。

韵灾粤远远 抗原是我们通过血清学方法从卵巢癌细
胞 糟阅晕粤 文库中筛选得到的一个肿瘤特异性抗原，其
与先前获得的 悦酝蕴抗原具有高度同源性［圆］，在肿瘤的

临床诊断和设计抗原肽疫苗用于肿瘤的治疗上具有很

好的前景。本实验拟以 韵灾粤远远 抗原为研究对象，建立
以 栽圆 细胞为细胞模型的 匀蕴粤鄄粤圆 限制性抗原肽筛选
方法，获得与 匀蕴粤鄄粤圆 分子具有高结合能力和较好稳
定性的 韵灾粤远远 抗原肽，为体外建立 韵灾粤远远 抗原肽特
异性的 栽细胞系提供必要的实验准备。

员摇 材料与方法

员援 员摇 材料来源
韵灾粤远远 抗原肽 蕴圆猿缘，蕴圆猿远，蕴圆猿苑 和 蕴圆猿愿，匀陨灾

责燥造源苑远（蕴圆猿怨）［猿］由美国 悦澡蚤则燥灶 公司合成；栽圆 细胞由美
国 杂贼葬灶枣燥则凿大学引进；抗 匀蕴粤鄄粤圆 单抗 月月苑援 圆 由美国
哉悦杂云 惠赠；云陨栽悦鄄羊抗鼠 陨早郧二抗购自 杂蚤早皂葬公司。
员援 圆摇 韵灾粤远远 抗原肽的预测

采用抗原肽预测软件分析获得，网站地址为 澡贼鄄
贼责：辕 辕 遭蚤皂葬泽援 凿糟则贼援 灶蚤澡援 早燥增 辕 皂燥造遭蚤燥 辕 澡造葬 原 遭蚤灶凿。
员援 猿摇 韵灾粤远远 候选抗原肽与 匀蕴粤鄄粤园圆园员 结合试验

以 栽圆 细胞 垣 β圆 微球蛋白（猿 μ早 辕 皂造）为阴性对照，
将 栽圆 细胞和不同浓度（园援 圆 μ早 辕 皂造，圆 μ早 辕 皂造，缘 μ早 辕 皂造，
圆园 μ早 辕 皂造）的抗原肽共同孵育 源 澡 后，采用间接免疫荧
光法和流式细胞仪测定 栽圆 细胞表面 匀蕴粤鄄粤圆 分子的
平均表达强度（以 枣 值表示），以 圆园豫 酝云陨皂葬曾时的

韵灾粤远远 抗原肽浓度表示抗原肽与 匀蕴粤鄄粤圆 分子的结合
能力。

员援 源摇 韵灾粤远远 抗原肽与 匀蕴粤鄄粤园圆园员 结合稳定性试验
选择最适抗原肽浓度，将 栽圆 细胞和抗原肽共同孵

育 源 澡，分别在其后的 园，圆，源 澡 测定 栽圆 细胞表面 匀蕴粤鄄
粤圆 分子的平均表达强度，以 酝云陨（源 澡）辕 酝云陨（园 澡）的百
分比表示抗原肽与 匀蕴粤鄄粤圆 结合的稳定性。

圆摇 结摇 果

圆援 员摇 韵灾粤远远 抗原肽表位的计算机软件预测

我们以从卵巢癌文库中筛选得到的肿瘤候选抗原

韵灾粤远远 为研究对象，采用抗原肽预测软件（ 澡贼贼责：辕 辕 遭蚤鄄
皂葬泽援 凿糟则贼援 灶蚤澡援 早燥增 辕 皂燥造遭蚤燥 辕 澡造葬 原 遭蚤灶凿）搜索得到多个与
匀蕴粤鄄粤圆 相匹配的抗原肽，选择其中不同分值且具有与
多种 匀蕴粤分子结合能力的抗原肽，体外合成抗原肽。

表 员摇 计算机软件预测获得的 韵灾粤远远 抗原肽表位
栽葬遭援 员摇 悦澡葬则葬糟贼藻则蚤泽贼蚤糟 燥枣 韵灾粤远远鄄凿藻则蚤增藻凿 糟葬灶凿蚤凿葬贼藻 藻责蚤贼燥责藻泽

孕藻责贼蚤凿藻 杂藻择怎藻灶糟藻 孕燥泽蚤贼蚤燥灶 蚤灶 韵灾粤远远 杂糟燥则藻

蕴圆猿缘 云蕴孕阅匀陨晕陨灾 猿园远鄄猿员源 员圆猿远援 怨

蕴圆猿远 灾蕴栽栽运晕蕴云蕴 缘远愿鄄缘苑远 员怨怨援 苑

蕴圆猿苑 粤蕴悦耘悦蕴砸砸灾 缘园怨鄄缘员苑 员猿员援 圆

蕴圆猿愿 粤陨粤耘砸蕴酝匀蕴 猿苑愿鄄猿愿远 圆苑援 远

蕴圆猿怨 陨灾郧粤耘栽云再灾 猿猿园援 员

摇 摇 ：蕴圆猿怨 葬泽 责燥泽蚤贼蚤增藻 糟燥灶贼则燥造

圆援 圆摇 韵灾粤远远 抗原肽与 匀蕴粤鄄粤园圆园员 结合性实验
（图 员）显示 栽圆 细胞经过与抗原肽孵育后，其细胞

表面 匀蕴粤鄄粤圆 分子表达的密度明显上升。抗原肽结合
实验结果表明 圆园豫酝云陨皂葬曾时的抗原肽浓度由高至低分

别为 蕴圆猿愿 蕴圆猿怨，蕴圆猿缘，蕴圆猿苑 和 蕴圆猿远；分别约为 圆援 园 μ早 辕
皂造，员援 园μ早 辕 皂造，园援 愿 μ早 辕 皂造，园援 员 μ早 辕 皂造 和 园援 员 μ早 辕 皂造，浓
度越高，表明其与 匀蕴粤鄄粤圆园圆园员 分子结合的抗原肽
越多，由此表明，对于计算机预测得到的 源 个 韵灾粤远远
来源的抗原肽，与对照抗原肽相比，蕴圆猿愿 和 蕴圆猿缘 与
匀蕴粤鄄粤圆园圆园员 分子的结合能力高于 蕴圆猿苑 和 蕴圆猿远。

图 员摇 云粤悦杂检测 栽圆 细胞表面 匀蕴粤鄄粤圆 分子的表达
云蚤早援 员摇 匀蕴粤鄄粤圆 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥灶 栽圆 糟藻造造 泽怎则枣葬糟藻

憎蚤贼澡 燥则 憎蚤贼澡燥怎贼 责藻责贼蚤凿藻

圆援 猿摇 韵灾粤远远 抗原肽与 匀蕴粤鄄粤园圆园员 结合稳定性试验
抗原肽结合稳定性实验结果表明（图 猿），上述 源

种抗原肽在 源 澡时的 酝云陨与 园 时的 酝云陨比值由高至低
依次为 蕴圆猿愿 圆苑援 苑猿豫，蕴圆猿缘 圆员援 员猿豫，蕴圆猿怨 圆园援 远源豫，
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蕴圆猿远 员缘援 员愿豫和 蕴圆猿苑 猿援 怨员豫，说明随着时间的延长，
抗原肽与 栽圆 细胞表面 匀蕴粤鄄粤圆 分子的结合量逐渐减
少，但是不同的抗原肽与 匀蕴粤鄄粤圆 分子的结合稳定性
不尽相同，与对照抗原肽相比，蕴圆猿愿 和 蕴圆猿缘 与 匀蕴粤鄄
粤圆 的结合稳定性优于对照抗原肽，而 蕴圆猿远 和 蕴圆猿苑 则
低于对照抗原肽。

图 圆摇 韵灾粤远远 抗原肽与 匀蕴粤鄄粤圆园圆园员 结合性实验结果
云蚤早援 圆摇 匀蕴粤鄄粤园圆园员 遭蚤灶凿蚤灶早 葬遭蚤造蚤贼赠

燥枣 韵灾粤远远鄄凿藻则蚤增藻凿 责藻责贼蚤凿藻泽

图 猿摇 韵灾粤远远 抗原肽与 匀蕴粤鄄粤 园圆园员
结合稳定性实验结果

云蚤早援 猿摇 匀蕴粤鄄粤园圆园员 遭蚤灶凿蚤灶早 泽贼葬遭蚤造蚤贼赠
燥枣 韵灾粤远远鄄凿藻则蚤增藻凿 责藻责贼蚤凿藻泽

猿 讨摇 论

特异性肽疫苗的设计和制备是目前肿瘤和自身免

疫性疾病治疗中很有前途的手段之一［猿］。通过分子生

物学和细胞生物学的方法已经可以获得多个肿瘤或自

身免疫性疾病的候选抗原，再利用计算机软件预测蛋

白质抗原中与 匀蕴粤 分子结合的抗原肽［源］。但其是否

真正具有免疫原性，仍需通过诱导特异性的 悦阅愿 垣或

悦阅源 垣 栽 细胞来确认［缘］。诱导特异性 悦阅愿 垣或 悦阅源 垣 栽
细胞所需花费的时间长和技术要求高，而且在一个完

整的抗原分子中往往含有多个可与一种 匀蕴粤 分子结
合的抗原肽，这又会增加更多的经费和精力的要求。

如果能在体外建立一种有效的初步筛选的方法，将大

大减少寻找特异性抗原肽所需花费的时间和精力。

本研究旨在建立体外测定抗原肽与相应 匀蕴粤 分
子的结合能力的方法，对计算机预测所获得的抗原肽

进行初筛。我们选择并合成了 源 个不同分值的抗原
肽，通过抗原肽结合试验表明，以抗原肽预测软件为基

础预测得到的 韵灾粤远远 抗原肽，经过抗原肽结合实验和
抗原肽结合稳定性实验测定，其在体外与 匀蕴粤 分子的
结合呈现出很大的差异，其中 蕴圆猿缘 和 蕴圆猿愿 具有与
匀蕴粤鄄粤园圆园员 分子较好的亲和力，可以作为诱导抗原
肽特异性的 栽细胞的首选抗原肽。

经过初步的筛选后，缩小了所需验证抗原肽的范

围。当然体外抗原肽结合实验和结合稳定性实验结果

并不能真正代表抗原肽的免疫原性，最终需通过诱导

特异性 悦阅愿 垣或 悦阅源 垣 栽细胞发挥其作用［远］。
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