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摘 要：抗原表位是抗原分子中的主要功能单位，能有效刺激机体的细胞免疫和体液免疫。随着免疫学 

和生物信息学技术的不断发展，用于研究T细胞表位和 B细胞表位的方法得到了很大的提高。论文中概述 

了近几年用于研究T细胞表位的预测方法和鉴定方法，以及在 B细胞表位研究中所用的表位肽扫描技术、 

蛋 白质“切割”法、噬菌体展示技术、x一衍射与核磁共振、表位预 测方法等技术，并对每种研 究方 法进行 了比 

较，为从事抗原表位研究的人员提供参考，从而更有利于表位肽疫苗的研制和诊断方法的建立。 
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抗原表位又称抗原决定簇 ，是指抗 原分子表 面 

具有特殊结构和免疫活性的化学基 团，具 有刺激机 

体产生抗体或致敏淋巴细胞并能够被其识别的一个 

免疫活性 区。根据 抗原表位特异 性免疫应 答的程 

度，可将抗原表位分为免疫优势表位、亚优势表位和 

隐性表位。根据与抗原受体结合细胞的不同，分为 

B细胞抗原表位和 T细胞抗原表位 ；其 中 B细胞抗 

原表位则往往为亲水性肽段 ，一般位于抗原三维大 

分子的氨基酸长链折叠处[1]，而 T细胞抗原表位往 

往仅 为埋 藏 在蛋 白质空 间 结构 内部 的疏 水 性肽 

段L2]。根据表位对机体的影响，可分为保护性表位 

(免疫位)、致病性表位(变应位)和耐受性表位(耐受 

位)。按抗原表位结构 的不 同分为连续 性抗原表位 

和非连续性抗原表位，前者又称线型表位 ，是 由肽链 

上顺序连续的氨基酸组成，后者 又称构象型表位 ，是 

由那些空间邻近但顺序上不连续的氨基酸组成。线 

型表位见于 T细胞表位和部分 B细胞表位 ，构象型 

表位只见于 B细胞表位 ]。在机体的免疫系统中， 

免疫细胞通常难以借助其表面受体识别整个蛋白质 

分子 ，仅识别抗原分子上的抗原决定簇 ，也就是说抗 

体的特异性是针对抗原表位而不是针对完整 的抗原 

分子的_4]。表位一般只占 5个～7个氨基酸或单糖 

残基的大小，最多不超过 20个氨基酸残基。抗原表 

位是蛋 白质抗原性的基 础，所以深入研究蛋 白质抗 

原表位对疾病的诊断及预后判定，定点改造蛋白质 

分子以降低蛋白质药物的免疫原性 ，设计无毒副作 

用 的人工疫苗以及免疫干预治疗等具有重要意义。 

1 T细胞表位的研究方法 

T细胞表位是抗原蛋 白中经抗原递呈细胞 (an— 

tigen presenting cell，APC)处理，由主要组织相溶 

性 复 合 物 (major histocompatibility complex， 

MHC)分子递呈给 T淋巴细胞受体的多肽片段。主 

要涉及细胞毒性 T细胞 (cytotoxic T cell，CTL)抗 

原表位和辅助性 T细胞(helper T cell，Th)抗原表 

位的研究 ，其中 CTL抗原表位与 MHC I类分子亲 

和肽相关 ，Th抗原表位与 MHCⅡ类分子的亲和肽 

相关。所以对 T细胞表位的筛选主要基于候选肽 

能否和 MHC分子结合。与 MHC工类分子结合的 

多肽长度通常为 8个～ 11个氨基酸 ，一般为 9个 ， 

在序列特定位置上有锚点存在 。而 MHC I1分子亲 

和肽长度可达 3O个氨基酸以上 ，其结合基序存在不 

同程度的退化[5]。随着免疫学和生物信息学技术的 

不断发展 ，对 T细胞表位的研究 主要有 以下几种方 

法 。 

1．1 合成肽法 

在机体的免疫 系统 中，T细胞主要识别抗原分 

子上的线型表位 。所 以根据抗原蛋 白质分子的氨基 

酸序列随机合成或连续合成一个或几个重叠氨基酸 

的一系列肽段，然后通过多肽活性 的检测实验进一 

步确定 T细胞表位。此方法鉴定 的 T细胞 表位较 

可靠，且能发现一些不符合多肽结合基序(motif)的 

MHC结合抗原肽 。Gerner W 等 将口蹄疫病毒结 
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构蛋 白分成 442段肽段进行 了淋 巴细胞功能检测 ， 

最终确定了在 VP1上第 66位～第 8o位氨基酸组 

成的肽段为特异性 T细胞表位。但这种方法工作 

量大、费用高，而且重叠 区之间 的表位 有可能被忽 

略，所以不能够鉴定出目的蛋白上所有的 T细胞表 

位 。 

1．2 免疫信息学预测法 

T细胞表 位的预 测研究 始于 对 Th表位 的预 

测 ，但对 CTL表位预测的探索进展最快，研究最深 

入 ，预测最成功[7]。目前 ，T细胞表位的预测方法主 

要有分子建模法、结合基序法、定量矩阵法和机器学 

习法等。分子建模法可以揭示分子内部相互作用的 

机制，但不适合高通量的数据处理。结合基序法简 

单易行，特别适合于可利用的试验数据不够多的 

MHC等位基因结合肽的预测。定量矩阵法采用线 

性处理方法，依据的假设是肽序列残基对 MHC结 

合的贡献是独立的，忽略了总体肽结构对结合的影 

响，且预测模型不容易加入新获得的试验数据，使得 

预测的通用性受到影响。机器学习法可解决如何寻 

找核心结合基序问题 ，并能整合结合肽 残基 间相互 

作用的信息，提高预测的特异性、准确性 和适用 

性 引。 

对 CTL表位 的预测 已不 仅仅 局 限于单纯 的 

MHC分子亲和肽预测法，而是已经进入融合蛋白 

酶体裂解位点预测、抗原处理相关转运蛋白(trans— 

porter associated with antigen processing，TAP) 

预测和 MHC I类分子亲和肽预测为一体的系统建 

模 阶段，所用的预测软件有 NetCTL软件和 EpiJen 

软件等 。。，这种综合预测方法明显优于单个预测 

方法，大大提高了预测的准确度，据报道 EpiJen软 

件预测表位 的正确率可达 85 。徐云升等[11]采用 

超模体、多项式和量化模体方案相结合的方法，对人 

乳头瘤病毒 E7抗原上的限制性 CTL表位进行了 

预测 ，结果预测出了 16个、1O个和 3个九肽表位，合 

成并鉴定了其中 5个九肽表位 。 

对 Th细胞表位预测的方法仅限于 MHC分子 

亲和肽预测法 。机器学习法是预测 Th细胞表位的 

较先进的方法，它的使用大大提高了预测的特异性、 

准确性和适用性。机器学习法主要包括人工神经网 

络、支持向量机器和隐马尔可夫模型等。Zarour H 

M等[1 2]运用人工神经网络算法预测了黑色素瘤相 

应抗原上的 Th细胞表位。胡磊等[1 用支持向量机 

器法对人类 白细胞抗原上的 MHCⅡ分子结合多肽 

进行了预测，预测的准确率 达到 77．62 ，与支持 

向量机器法相比，支持向量机 器法是一种更新的模 

式识别和分类工具 。其优势在于无需用特定方法确 

定网络结构，因此支持向量机器法的算法也较简单。 

Ryuji I K等口 在隐马尔可夫模型方法的基础上构 

建了隐马尔可夫模型，该模型不需要非结合肽序列 

数据，且预测准确度有所提高。除了上述方法外，Le 

D J等 已证明可以利用噬菌体肽库展示技术，在 

噬菌体表面表达功能性肽一MHC复合体，并直接用 

T细胞筛选 T细胞表位的可能性。 

1．3 多肽活性的鉴定 

目前 ，对于 T细胞抗原表位多肽活性的鉴定主 

要有 T 淋巴细胞增殖试验 、酶联免疫斑点试验 、四 

氮唑化物 比色法等[1。-18]。其 中 T淋巴细胞增殖试 

验是利用合成的多肽来诱导细胞活化增殖，再通过 

[。H]一胸腺嘧啶掺入到脱氧核苷酸链中而得到反映， 

但该法只能反映整体细胞的增殖状态 ，不能反映单 

个细胞的增殖状态 。酶联免疫斑点试验通过检测抗 

原诱导细胞因子的分泌来判定多肽 的免疫活性 ，本 

法不但可以检测特异性细胞抗原表位，而且可以定 

量 ，因此 自建立以来 ，得到了广泛应用 。四氮唑化物 

比色法测定是通过测定靶细胞代谢活性的减少来反 

映效应细胞所致靶细胞 的死亡，本法简便，无需预标 

靶细胞，但由于微生物污染导致本法假阳性结果的 

可能性。除以上几种鉴定方法外还有体外抗原递呈 

试验、流式细胞仪分析法等，但在实际应用中应根据 

具体情况选择最合适的方法。 

2 B细胞表位的研究方法 

2．1 表位肽扫描技术 

是根据 已知蛋 白质抗原分子的基 因序列 ，合成 

或表达连续的重叠短肽 ，与相应的单抗或多抗反应， 

分析检测结果 ，以确定相应 的抗原表位 。这一技术 

要求有明确的抗原一级结构 ，并且检测结果为抗原 

线型表位 ，对构象型表位则无从获知。基本方法有： 

①根据蛋 白质抗原分子的基因序列合成多肽片段， 

这些片段覆盖了整个蛋白质抗原分子序列并且部分 

重叠 ，然后利用单抗或多抗来检测能起阳性反应的 

片段 ，以获取抗原表位 。②设计相应的引物将蛋 白 

质抗原分子进行分段表达 ，表达产物纯化后用特异 

性抗体进行检测，根据 阳性反应肽段的相应 编码基 

因片段进行表位推测。周艳君等n钉将猪繁殖与呼 

吸综合征病毒 M 蛋 白进行一 系列 的氨基酸截短表 

达，通过蛋白质免疫印迹试验证实了M 蛋白第 ll7 

位～第 129位氨基酸序列可与猪繁殖与呼吸综合征 

的阳性血清进行特异性反应，从而确定出相应的 B 

细胞抗原表位 。③利用某些核酸外切酶具有选择性 

从 3 末端切除核苷酸的活性，来消化编码区核苷酸 



宋 帅等 ：抗原表位研究方法进展 89 

序列，并将不同消化时问的产物分别插入适当载体 ， 

经表达得到一系列长度不等 的同源性多肽，有抗原 

性的多肽经免疫反应筛选 出来 ，再测定相应的 DNA 

序列 ，即可知道表位图谱。 

2．2 蛋白质“切割”法 

此法是在获得蛋 白质抗原分子的基础上用某种 

化学试剂或蛋 白酶将纯化的蛋白质切割成若干小片 

段的多肽 ，用聚丙烯酰胺凝胶 电泳 、凝胶过滤和离子 

交换等方法将其分开，然后通过蛋 白质免疫印迹 、酶 

联免疫吸附试验等检测手段检测他们与不同单克隆 

抗体或高免血清是否有反应，从而确定蛋白质的抗 

原表位 。或者是将蛋 白质抗原和抗体先进 行反 

应，然后利用蛋白酶进行水解，蛋白质上与抗体结合 

的部位将不被蛋 白酶所作用，从而推测 出相应 的抗 

原表位。 

2．3 噬菌体展示技术 

此技术从随机肽库 中可以直接筛选出能和抗体 

结合的表位，这些表位既可以是线型表位 ，也可以是 

模拟的构象型表位 ，而且这种方法不必预先确定蛋 

白质的氨基酸序列[2 。其基本原理是将外源蛋白 

或多肽的基因与噬菌体外壳蛋白基因融合，以融合 

蛋白的形式在噬菌体表面表达出多肽序列 ，并保 持 

特定的空间构象，利用特异性亲和作用来筛选特异 

性蛋 白或多肽的一项新技术 。基本技术 流程如下 ： 

将单克隆抗体包被聚乙烯平皿后，加入噬菌体肽库， 

使其充分与单克隆抗体反应后，洗去未结合的游离 

噬菌体，再用洗脱液将结合状态的噬菌体洗脱下来。 

将其浸染宿主大肠埃希菌扩增后回收，再次与已包 

被单克隆抗体反应进行下一轮筛选 。通常经过 3、4 

轮的筛选 ，并且每次增加筛选强度，这样就可获得与 

单克隆抗体结合较紧密的噬菌体克隆。通过核苷酸 

序列分析，就能知道该 噬菌体克隆所携带 的外源肽 

序列 ，从而得知该单克 隆抗体针对 的特异性抗原 表 

位 。徐和敏等 。 采用噬菌体展示技术 ，构建 了猪瘟 

病毒石门株 和疫苗株 E2基 因噬菌体展示 多肽库 。 

并利用 7株猪瘟单克隆抗体和 1株猪瘟高免血清分 

别对构建的石 门株 E2库 和疫苗株 E2库进行 抗原 

表位筛选，得到了 5条与 E2蛋白高度同源的多肽序 

列。 

2．4 X射线衍射与核磁共振分析 

抗原一抗体复合物的 X一射线衍射被认 为是惟 一 

真正能反映抗原、抗体相互识别的一种技术。该技 

术是研究抗原抗体相互作用时抗原中氨基酸的参与 

识别情况 以及表位类型(线型或构象型)，精确揭示 

构象依赖型表位和独特型一抗独特型复合物的三维 

结构 。但该技术价格 昂贵、耗时，对蛋 白质纯度要求 

极高 ，并只有在得到抗 原一抗体复合物的适合晶体的 

情况下才能应用 。虽然核磁共振方法可以分析液态 

下的肽链结构，绕过了结晶、X一射线衍射成像分析等 

难点，可直接分析 自然状态下 的蛋 白质结构 ，但 

其所用样品量很大且不能分析分子质量很大的复合 

物(大于 40 ku)，而且需要 特殊 的仪器设备 ，所 以该 

技术在一般实验室的应用受到限制。 

2．5 B细胞抗原表位的预测法 

通过应用计算机软件分析和网络资源对 B细胞 

抗原表位进行预测是近年来建立起的一种较为先进 

的表位研究方法。该法适用于 已知一级结构的蛋白 

质或多肽抗原的线性表位的预测。其原理是根据 B 

细胞表位的结构分析而来 。以惟象理论(phenome— 

nological theory)为基础 ，通过对蛋 白亚序列理化性 

质或二级结构的计算，利用 B细胞表位与上述理化 

特性或二级结构的相关性而达到预测 目的。从 2O 

世纪 8O年代 Hoop J P等L2 提出以亲水性参数对 

抗原表位预测的方法以来，已有许多参数和算法发 

表 ，对 B细胞 线性表 位研究起 到 了巨大的推 动作 

用 。现被公认具有较好预测效果 的方法有亲水性方 

案 、可及性方案、抗原性方案 、可塑性方案、电荷分布 

方案和二级结构预测方案 6种。对上述各种参数 的 

预测 比较表明，各种 方案 预测 的正确率均不高。研 

究人员正在不断改进新的预测方法和加入新的计算 

方法 ，一些新 的分析软件也被相继开发使用 ，如吴氏 

法、万氏法和 ABCpred软件等l_2引。 

以往合成的序列肽仅模拟蛋 白质的线性表位 ， 

这无疑会遗漏众多 的构象型表位信息 。近几年来 ， 

随着生物信息学和分子生物学技术的飞速发展，采 

用计算机预测和试验相结合的方法进行构象型表位 

分析和定位得到了迅速发展 ，一些可用 的基于 网络 

的预测软件和服务算法 已经公 布，这类算法试验基 

础扎实，预测结果更为可靠 。其主要局限在于 

只能预测出确定的单克隆抗体亲和表位。 

此外，还有一些其他方法用于 B细胞抗原表位 

的研究，如抗原表位中个别氨基酸的定点突变技术、 

表面胞质 团共 振技术 (surface plasmon resonance， 

SPR)等，但在实际研究中应根据具体情况选择合适 

的方法。 

3 结语 

抗原表位是免疫原抗原性 的物质基 础，开展对 

抗原表位的研究将对病原的诊断以及分子疫苗的设 

计等具有重要 的意义。对抗原表位的研究人们探讨 

出了很多方法，但一方面由于机体 内免疫应答机制 
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的复杂性 ，试验中所鉴定的抗原表位还不能完全反 

应体内的实际情况；另一方面许多研究方法还存在 

明显的局限性，给抗原表位的研究带来了很多不便。 

只有将各种研究方法和实验室工作更加紧密地结合 

起来才能不断补充新的试验数据 ，完善现有 的研究 

方法和创建更加先进准确的研究方法。相信随着各 

学科的不断发展，对抗原表位的研究将取得 突破性 

进展。 
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piggyBac转座子应用研究进展 

杨 欢欢 。，魏 峰。，刘 全 
(1．中国人民解放军军事医学科学院军事兽医研究所，吉林省人兽共患病预防与控制重点实验室，吉林长春 130062 

2．吉林农业大学生命科学学 院，吉林 长春 130118) 

摘 要：piggyBac转座子是来 源于鳞翅 目昆 虫粉 纹夜蛾 (Trichoplusia ni)的 DNA 型转座 子。 目前 

piggyBac转座子 已成为在昆虫中应用最广泛的转座子之一。近年 来国内外研 究者更将其应用领域拓宽到 

了鱼类，寄生虫和哺乳动物等转基 因研究中。随着对 piggyBae转座子功能和分布的深入认识 ，piggyBac转 

座子将更多应用于基因功能研究，基因治疗，转座子介导的细胞 系基 因诱变及基 因工程蛋白表达等基础研究 

和应用研究中。 

关键词 ：piggyBac转座子 ；转基 因；应用 

中图分类号 ：Q782 文献标识码 ：A 

转座子是一类能在宿主基 因组 中变更插入位置 

的可移动遗传因子，其变更插入位置的过程被称为 

转座 。自1951年美国 Mclintock B在玉米中发现了 

第一个转座子以来 ，转座子被发现存 在于大多数 的 

微生物和动植物类型中，从噬菌体到线虫 、到 昆虫和 

人 ，再到玉米和水稻 ，这些生物的基 因组中都 留下了 

转座子的足迹。利用转座子特有 的转座功能 ，将带 

有标记的转座子插入 目的基 因或基 因组 ，产生 了转 

座子标签技术 、转座子定点杂交技术、转座子基因打 

靶技术和非病毒载体基因增补技术等，早已使转座 

子成为了各种生物基因分析的有效工具[1]。随着基 

因工程和功能基因组学的发展 ，转座子正逐渐成为 

文章编 号：1007—5038(2010)12-0091-04 

研究热点 。其 中尤 以 piggyBac转座子具有转 座时 

携带 目的基因不受大小 限制 ，目的基 因能够在基因 

组中表达 ，而且表达具有遗传性 ，遵循孟德尔遗传规 

律，能够被稳定地转移到下一代等特点而受到重视 

和关注。 

1 piggyBac转座子的基本结构 

piggyBac转座子是来源于鳞翅 目昆虫的 DNA 

型转座子，病毒遗传学家 Fraser M J和 同事们在杆 

状病毒 (Baculovirus)侵染 粉纹夜蛾 (Trichoplusia 

ni) TN一368 细 胞 株 系 时 首 次 分 离 得 到 

最早 被称 为IFP2的转座 子 。现在越来 越多 的研 
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Progress Oil Approaches for Antigen Epitope Study 

SONG Shuai，LI Chun—ling，JIA Ai～qing，YANG Dong—xia，LI Miao 

(Guangdong Open Laboratory of Veterinary Public Health，Institute of Veterinary Medicine， 

GuangdongAcademy ofAgricultural Science，Guangzhou．Guangdong，510640，China) 

Abstract：Antigenic epitopes which are the major functional units can effectively stimulate the host’S cellu— 

lar and humoral immunity．The approaches of B and T cell epitopes study had been greatly improved with 

the advanced immunology and bioinformatics technology．This paper reviewed the prediction and identifica— 

tion methods for the T cell epitope study in recent years，and the approach for B cell epitope study using 

the epitope peptide scanning，proteolytic fragmentation，phage display epitope libraries，X—ray diffraction， 

nuclear magnetic resonance，epitope prediction methods，et a1．the approaches for every epitope study were 

compared，in order tO provide references for the researchers in the field of antigen epitopes，then facilitate 

the development of epitope vaccines and diagnostic method． 

Key words：T cell epitope；B cell epitope；predication；identification 


