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　　摘　要：目的　探讨鼻咽癌（ＮＰＣ）患者对ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒ病毒（ＥＢＶ）潜伏膜蛋白（ＬＭＰ）１、２的细胞免疫应答。方法　采用人

类白细胞抗原（ＨＬＡ）肽四聚体法检测１４例ＮＰＣ患者（ＮＰＣ组）及１０例ＥＢＶ阳性无症状者（对照组）外周血８个ＬＭＰ１、ＬＭＰ２

表位特异性细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）频率。结果　ＮＰＣ组 ＡＬＬ、ＦＬＹ、ＬＬＷ 表位特异性ＣＴＬ频数分别为（０．２５±０．１４）％、

（０．２８±０．２２）％、（０．２６±０．１９）％，低于对照组的（０．４５±０．２０）％、（１．０３±０．６３）％、（０．６４±０．３５）％（犘＜０．０５），其余５个表位特

异性ＣＴＬ频数组间比较无统计学差异（犘＞０．０５）。结论　与ＥＢＶ阳性无症状者比较，ＮＰＣ患者对ＡＬＬ、ＦＬＹ、ＬＬＷ的特异性免

疫应答能力减弱，相应表位特异性ＣＴＬ或许也可用于ＮＰＣ免疫治疗。
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　　鼻咽癌（ＮＰＣ）是一种常见肿瘤，与 ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒ病毒

（ＥＢＶ）感染密切相关
［１］。潜伏膜蛋白（ＬＭＰ）１、２（ＬＭＰ１、

ＬＭＰ２）等ＥＢＶ抗原可诱导异性细胞免疫应答。ＣＤ８＋Ｔ淋巴

细胞可识别由人类白细胞抗原（ＨＬＡ）Ⅰ类分子递呈的多肽，

在抗病毒感染和抗肿瘤免疫过程中发挥重要作用。定量分析

抗原特异性细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）对研究特异性细胞免

疫应答具有重要意义。四聚体技术可用于特异性Ｔ细胞的定

量检测［２］。本研究采用ＥＢＶＬＭＰ１、ＬＭＰ２部分表位肽，合成

ＨＬＡ肽四聚体，利用ＦＡＣＳ流式细胞术定量检测ＮＰＣ患者外

周血特异性ＣＴＬ，探讨患者外周血Ｔ淋巴细胞对ＥＢＶＬＭＰ１、

ＬＭＰ２抗原的特异性细胞免疫应答。

１　资料与方法

１．１　一般资料　纳入１４例经病理学确证的 ＮＰＣ患者（患者

组）及１０例ＥＢＶ阳性无症状者（对照组）。

１．２　仪器与试剂　ＦＡＣＳＡｒｉａＴＭ 流式细胞仪、ａｎｔｉＣＤ３ＰＥ

ｃｙ５、ａｎｔｉＣＤ８ＦＩＴＣ（美国ＢＤ）、淋巴细胞分离液（天津灏洋）、

ＨＬＡ配型序列特异性引物（ＳＳＰ）试剂盒（美国ＰｅｌＦｒｅｅｚ）。多

肽由深圳市翰宇生物工程有限公司合成，其 ＨＬＡ限制性均已

鉴定［３４］，序列见表１，相应的多肽四聚体由广州泰默生物技术

有限公司合成。

表１　　ＥＢＶ多肽的ＣＴＬ表位

命名 肽序列 蛋白 氨基酸残基 ＨＬＡ限制性

ＹＬＱ ＹＬＱＱＮＷＷＴＬ ＬＭＰ１ １５９～１６７ Ａ０２

ＹＬＬ ＹＬＬＥＭＬＷＲＬ ＬＭＰ１ １２５～１３３ Ａ０２

ＡＬＬ ＡＬＬＶＬＹＳＦＡ ＬＭＰ１ ５１～６０ Ａ０２

ＣＬＧ ＣＬＧＧＬＬＴＭＶ ＬＭＰ２ ４２６～４３４ Ａ０２

ＦＬＹ ＦＬＹＡＬＡＬＬＬ ＬＭＰ２ ３５６～３６４ Ａ０２

ＧＬＧ ＧＬＧＴＬＧＡＡＩ ＬＭＰ２ ２９３～３０１ Ａ０２

ＬＬＷ ＬＬＷＴＬＶＶＬＬ ＬＭＰ２ ３２９～３３７ Ａ０２

ＳＳＣ ＳＳＣＳＳＣＰＬＳＫＩ ＬＭＰ２ ３４０～３５０ Ａ１１

１．３　方法　（１）分离外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）：采集受试者

静脉血５０ｍＬ，枸橼酸钠抗凝，按淋巴细胞分离液试剂说明书

分离外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ），用淋巴细胞冻存液调整细胞

浓度至１×１０９／Ｌ，液氮冻存。（２）ＨＬＡ分型：提取细胞ＤＮＡ，

采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）ＳＳＰ技术进行 ＨＬＡ分型；反应体系

为ＰＣＲ缓冲液５８０μＬ、纯水２７０μＬ、Ｔａｑ酶７．５μＬ、ＤＮＡ

（７５～１２５ｎｇ／μＬ）８０μＬ；ＰＣＲ反应步骤为９６℃６０ｓ，９６℃２５
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ｓ、７０℃５０ｓ、７２℃４５ｓ循环５次，９６℃２５ｓ、６５℃５０ｓ、７２℃

４５ｓ循环２１次，９６℃２５ｓ，５５℃６０ｓ，７２℃２ｍｉｎ；用ＤＮＡ级

琼脂糖和０．５×ＴＢＥ缓冲液配置浓度为２％的琼脂糖凝胶，

１５０Ｖ电泳１２ｍｉｎ后紫外灯下观察结果和成像，采用ｐｅｌ

ＦｒｅｅｚＳＳＰ分析软件进行分析。（３）四聚体流式细胞术检测：取

１×１０６ 个ＰＢＭＣ，用ＦＡＣＳ洗液［含１０ｇ／ＬＮａＮ３ 及１ｇ／Ｌ牛

血清清蛋白（ＢＳＡ）磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）］洗１次后悬浮于５０

μＬＦＡＣＳ洗液中，加入四聚体１μｇ，以ＨＬＡＡ错配的肽四聚

体为阴性对照管，４℃避光３０ｍｉｎ，加入１０μＬａｎｔｉＣＤ３ＰＥ

ｃｙ５和ａｎｔｉＣＤ８ＦＩＴＣ，４℃避光３０ｍｉｎ，用ＦＡＣＳ洗液洗２次，

悬浮于鞘液后上机检测，用ＢＤＦＡＣＳＤｉｖａＴＭ 软件获取并分

析信号，前向散射（ＦＳＣ）和侧向散射（ＳＳＣ）以线形信号收集，荧

光强度以对数度量收集。计数（３～５）×１０４ 个ＣＤ８＋Ｔ淋巴细

胞，同时计数ＣＤ８和四聚体双阳性细胞，计算其在ＣＤ８＋Ｔ淋

巴细胞中所占百分比。

１．４　统计学处理　数据采用ＳＳＰＳ１３．０软件处理，采用成组狋

检验，显著性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　四聚体检测特异性ＣＴＬ　 以ＦＬＹ四聚体为例，分别检

测 ＨＬＡ错配及ＨＬＡ匹配ＰＢＭＣ，结果显示ＨＬＡ错配ＰＢＭＣ

几乎不出现ＣＤ８和四聚体双阳性群（图１Ａ），而 ＨＬＡ匹配

ＰＢＭＣ出现双阳性群（图１Ｂ、Ｃ）。其他７个肽四聚体具有类

似结果。

　　Ａ：ＦＬＹ四聚体检测 ＨＬＡ 错配 ＰＢＭＣ；Ｂ、Ｃ：ＦＬＹ 四聚体检测

ＨＬＡ匹配ＰＢＭＣ。

图１　　四聚体检测特异性ＣＴＬ

２．２　患者组及对照组特异性ＣＴＬ检测　在所检测的８个位点

中，患者组 ＡＬＬ、ＦＬＹ及ＬＬＷ 表位特异性ＣＴＬ频数分别为

（０．２５±０．１４）％、（０．２８±０．２２）％和（０．２６±０．１９）％，低于对照

组相应表位特异性ＣＴＬ的频数，即（０．４５±０．２０）％、（１．０３±

０．６３）％和（０．６４±０．３５）％，且差异有统计学意义（犘＜０．０５），其

余５个表位特异性ＣＴＬ的平均频数组间比较差异无统计学意

义（犘＞０．０５），见图２。

　　：与患者组比较，犘＜０．０５。

图２　　患者组（灰色）及对照组（黑色）特异性ＣＴＬ平均频数

３　讨　　论

ＮＰＣ的发生与ＥＢＶ感染密切相关，几乎所有低分化和未

分化ＮＰＣ患者均为ＥＢＶ阳性。ＥＢＶ在 ＮＰＣ中处于Ⅱ型潜

伏期感染，表达ＥＢＶ核抗原１（ＥＢＮＡ１）、ＬＭＰ１、ＬＭＰ２等，其

中ＥＢＮＡ１存在甘氨酸－丙氨酸重复序列，不能以 ＨＬＡⅠ类

分子途径递呈至ＣＤ８＋Ｔ细胞，而ＬＭＰ１、ＬＭＰ２可通过 ＨＬＡ

Ⅰ类分子途径递呈至ＣＴＬ，使ＮＰＣ患者外周血中存在一定数

量的ＬＭＰ１、ＬＭＰ２特异性ＣＴＬ。因此，ＬＭＰ１、ＬＭＰ２是 ＮＰＣ

免疫治疗的最佳靶点。

四聚体技术在检测特异性ＣＴＬ方面具有灵敏度高，无需

事先扩增ＣＴＬ等优点
［２］。本研究选择ＬＭＰ１、ＬＭＰ２的８个

抗原表位合成四聚体，经流式细胞术检测，发现 ＮＰＣ患者

ＡＬＬ、ＦＬＹ及ＬＬＷ表位特异性ＣＴＬ平均频数均高于ＨＢＶ阳

性无症状者（犘＜０．０５），可能与ＮＰＣ患者免疫功能受损，导致

对ＬＭＰ１、ＬＭＰ２的免疫应答减弱有关。本研究采用四聚体技

术检测获得的ＣＴＬ频数高于 Ｗｈｉｔｎｅｙ等
［５］采用ＥＬＩＳＰＯＴ技

术检测获得的结果，可能与检测方法不同及标本来源存在差异

有关。过继性免疫治疗是可用于 ＮＰＣ治疗的方法之一，尤其

是ＥＢＶ多肽疫苗在ＮＰＣ免疫治疗中的应用已逐渐受到重视。

Ｌｏｕｉｓ等
［６７］将体外扩增的ＣＴＬ用于ＥＢＶ相关ＮＰＣ的过继性

治疗，取得较好疗效。本研究结果则提示 ＡＬＬ、ＦＬＹ及ＬＬＷ

表位特异性ＣＴＬ或许也可用于ＮＰＣ的免疫治疗。

综上所述，本研究有助于对 ＮＰＣ特异性免疫应答的深入

认识，可为免疫治疗和免疫监测提供一定的依据和途径。

参考文献

［１］ 时景伟，刘彬，魏成国，等．ＥＢＶ引起人类相关疾病及其影响因素

分析［Ｊ］．中国实验诊断，２０１１，１５（２）：３０４３０６．

［２］ ＡｌｔｍａｎＪＤ，ＭｏｓｓＰＡ，ＧｏｕｌｄｅｒＰＪ，ｅｔａｌ．Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎ

ｔｉｇｅｎｓｐｅｃｉｆｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９６，２７４（５２８４）：９４９６．

［３］ ＤｕｒａｉｓｗａｍｙＪ，ＢｕｒｒｏｗｓＪＭ，ＢｈａｒａｄｗａｊＭ，ｅｔａｌ．Ｅｘｖｉｖｏａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆＴｃｅｌｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓｅｎｃｏｄｅｄｏｎｃｏｇｅｎｅｌａｔｅｎｔ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１ｒｅｖｅａｌｓｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｅｐｉｔｏｐｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎ

ｖｉｒｕｓｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍｄｉｖｅｒｓｅｇｅｏｇｒａｐｈｉｃｒｅｇｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００３，７７

（１４）：７４０１７４１０．

［４］ＳｔｒａａｔｈｏｆＫＣ，ＬｅｅｎＡＭ，ＢｕｚａＥＬ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｌａｔｅｎｔ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ２ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｉｎＣＴＬｌｉｎｅｓｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ＥＢＶｐｏｓｉｔｉｖｅｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｌｙｍｐｈｏｍａ［Ｊ］．ＪＩｍ

ｍｕｎｏｌ，２００５，１７５（１２）：４１３７４１４７．

［５］ ＷｈｉｔｎｅｙＢＭ，ＣｈａｎＡＴＣ，ＲｉｃｋｉｎｓｏｎＡＢ，ｅｔａｌ．ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＥｐ

ｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓｓｐｅｃｉｆｉｃｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｎｔｈｅｂｌｏｏｄｏｆ

ＳｏｕｔｈｅｒｎＣｈｉｎｅｓｅｂｌｏｏｄｄｏｎｏｒｓａｎｄｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｐａ

ｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＭｅｄＶｉｒｏｌ，２００２，１２（６７）：３５９３６３．

［６］ＬｏｕｉｓＣＵ，ＳｔｒａａｔｈｏｆＫ，ＢｏｌｌａｒｄＣＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅｉｎｖｉｖｏ

ｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆａｄｏｐｔｉｖｅｌｙｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄＥＢＶｓｐｅｃｉｆｉｃＣＴＬｗｉｔｈｌｙｍ

ｐｈｏｄｅｐｌｅｔｉｎｇＣＤ４５ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎＮＰＣｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．

Ｂｌｏｏｄ，２００９，１１３（１８）：２４４２２４５０．

［７］ ＬｏｕｉｓＣＵ，ＳｔｒａａｔｈｏｆＫ，ＢｏｌｌａｒｄＣＭ，ｅｔａｌ．Ａｄｏｐｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｅｒｏｆ

ＥＢＶｓｐｅｃｉｆｉｃＴｃｅｌｌｓｒｅｓｕｌｔｓｉｎｓｕｓｔａｉｎｅｄｃｌｉｎｉｃａｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｐａ

ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｌｏｃｏｒｅｇｉｏｎａｌｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕ

ｎｏｔｈｅｒ，２０１０，３３（９）：９８３９９０．

（收稿日期：２０１２０６０９）

·６２３２· 国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１９


