
剂盒由上海微银生物技术有限公司提供。

１．３　方法

１．３．１　ＩＭＡ检测方法　通过清蛋白钴结合试验利用微量蛋

白离心超滤技术以比色法测定ＩＭＡ水平。按照试剂说明书步

骤进行操作。以大于７５Ｕ／ｍＬ临界值为阳性结果。

１．３．２　ＣＫＭＢ检测方法　严格按 ＶＩＴＲＯＳ２５０全自动生化

分析仪和试剂说明书进行 ＣＫＭＢ检测，以 ＣＫＭＢ≥２４．０

Ｕ／Ｌ为阳性结果。

１．３．３　ｃＴｎＴ检测方法　常规方法分离血清后，严格按Ｒｏｃｈｅ

公司仪器和试剂说明书进行ｃＴｎＴ检测，以ｃＴｎＴ≥０．０５ｎｇ／

ｍＬ为阳性结果。

１．４　统计学处理　采用χ
２ 检验。犘＜０．０５为差异有统计学

意义，犘＜０．０１为非常显著差异。

２　结　　果

１２９例患者中男７６例，女５３例，平均年龄（６５．３±１５．４）

岁。其中根据２００７年ＡＣＣ／ＡＨＡ不稳定性心绞痛和非ＳＴ段

抬高心肌梗死治疗指南［２］，诊断ＡＣＳ７６例（５８．９％）非ＡＣＳ５３

例（４１．１％）。ＡＣＳ组与非ＡＣＳ组生化标记物检测值比较见表

１。所有研究对象中 ＡＣＳ组ＩＭＡ、ＣＫＭＢ和ｃＴｎＴ水平均明

显高于非ＡＣＳ组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。７６例 ＡＣＳ

患者中，ＩＭＡ测值水平超过临界值者６８例，阳性率达８９．５％，

而同步测定ｃＴｎＴ阳性者仅４２例，阳性率仅５５．３％，两者差异

有高度统计学意义（χ
２＝２２．２４，犘＜０．０１）。２～６ｈ后ｃＴｎＴ转

阳性者２１例，阳性率达８２．９％，２１例ｃＴｎＴ转阳性者中ＩＭＡ

水平超过临界值者２０例。

表１　　ＡＣＳ组与非ＡＣＳ组生化标记物检测值比较

组别 狀 ＩＭＡ ＣＫＭＢ ｃＴｎＴ

ＡＣＳ组 ７６ ９０．２±２２．９ １５．３±２８．４ ３．１１±７．９７

非ＡＣＳ组 ５３ ６８．４±２０．９ ２．５±３．４ ０．１０±０．３７

犘 － ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　－：无数据。

３　讨　　论

急性冠状动脉综合征包括不稳定心绞痛（ＵＡ）、非ＳＴ段

抬高的心肌梗死（ＮＳＴＥＭＩ）和ＳＴ段抬高的心肌梗死（ＳＴＥ

ＭＩ），诊断通常是很困难的
［３］。在急诊有超过５０％的以胸痛就

诊的患者因未能及时诊断 ＡＣＳ，致使延误治疗发展至心肌梗

死。心肌细胞缺血缺氧超过６ｈ将出现不可逆的损伤。因此，

对ＡＣＳ早期诊断与鉴别直接影响着 ＡＣＳ患者的预后。目前

用来诊断心肌缺血的指标存在很大的局限性。常规心肌损伤

标记物心肌ｃＴｎＴ和ＣＫＭＢ虽然特异性高，但仅在不可逆的

细胞损害后才会在血中升高［４］，而且需要４～６ｈ才能在循环

中达到被检测浓度，对可逆的心肌缺血多为阴性。心电图对急

性冠脉综合征灵敏度较低，对于急诊的ＡＣＳ患者，其中大约有

一半心电图是正常的。

缺血修饰清蛋白（ＩＭＡ）是一个在心肌缺血早期就有变化

的敏感生化指标，是一种能早期检测且灵敏度和特异性较高的

心肌缺血标志物［５］。结果证明ＩＭＡ具有在临床早期就诊的急

性胸痛人群中区分 ＡＣＳ与非 ＡＣＳ患者的能力。本研究由于

采用了微量蛋白离心超滤技术测定ＩＭＡ，减少了清蛋白在检

测过程中造成的背景干扰，显著提高了ＩＭＡ测定的特异性。

但ＩＭＡ在非心源性缺血或其他疾病继发心肌缺血时也可出现

ＩＭＡ水平升高。笔者认为应联合应用ＩＭＡ、ｃＴｎＴ及心电图

以提高诊断的灵敏度及特异性。但对于有典型胸痛症状，而

ｃＴｎＴ及ＥＣＧ均无诊断性改变的患者，ＩＭＡ可能是确定 ＡＣＳ

的一个有用的生化指标。若ＩＭＡ阴性则近期发生缺血状况的

危险性小，若ＩＭＡ阳性则提示患者发生心肌缺血的危险性大，

应注意早期积极治疗。
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ＭＡＧＥ１２的ＨＬＡＡ２限制性ＣＴＬ表位肽预测及其三维结构构建
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　　摘　要：目的　从理论上分析、预测黑色素瘤抗原（ＭＡＧＥ）１２的人类白细胞抗原（ＨＬＡ）Ａ２限制性细胞毒性Ｔ淋巴细胞

（ＣＴＬ）表位肽，并构建其三维结构。方法　以肿瘤特异性抗原 ＭＡＧＥ１２为研究目标，采用超基序法、量化基序法、多项式法、延

展基序法与三维结构构建相结合的ＣＴＬ表位预测方法。结果　预测出的 ＭＡＧＥ１２的表位中有４个符合 ＨＬＡＡ２限制性ＣＴＬ

表位要求。结论　预测出的４个ＨＬＡＡ２限制性ＣＴＬ表位为 ＭＡＧＥ１２的表位的可能性较大，经后续实验筛选、鉴定后，可用于

基于 ＭＡＧＥ１２的肿瘤治疗性多肽疫苗的设计研究。

关键词：肿瘤抗原；　黑色素瘤抗原１２；　表位；　人类白细胞抗原Ａ２
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　　黑色素瘤抗原（ＭＡＧＥ）１２是１９９４年发现的肿瘤特异性

抗原，不仅大量表达于黑色素瘤，还不同程度地表达于多种组

织类型的其他肿瘤，除睾丸外正常组织均不表达，与 ＭＡＧＥＡ

（即 ＭＡＧＥ１至 ＭＡＧＥ１２）家族其他成员一样，基因位于Ｘ染

色体的ｑ２８区，有大小两个外显子，大外显子编码蛋白 ＭＡＧＥ

１２由３１４氨基酸残基组成，与 ＭＡＧＥ２（９２．７％）、ＭＡＧＥ３

（９１．９％）有高度同源性
［１３］，且 ＭＡＧＥ３黑色素瘤肽疫苗试验

已进入临床Ⅲ期。因此，通过 Ｔ 细胞表位预测方法找到

ＭＡＧＥＡ亚家族成员的共同表位，将为肿瘤多价疫苗的设计

提供依据［４］，这对于选择合适的细胞毒性 Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）

表位、发展肿瘤治疗性细胞免疫疫苗意义重大。由于人类白细

胞抗原（ＨＬＡ）Ａ２阳性人群的比例最高，因而由 ＨＬＡＡ２分

子呈递的肿瘤抗原ＣＴＬ表位在肿瘤免疫治疗中最具应用价

值。而在中国，ＨＬＡＡ２阳性人群达到了５０％以上，因此预测

并鉴定新的 ＭＡＧＥ１２ＨＬＡＡ２限制性ＣＴＬ表位对发展更有

效的肿瘤治疗性多肽疫苗具有重要的意义。本研究采用超基

序方法、量化基序方法、多项式方法、延展基序方法与三维结构

构建相结合的方案预测了４个 ＭＡＧＥ１２的 ＨＬＡＡ２限制性

ＣＴＬ表位，经后续试验筛选、鉴定后，可用于基于 ＭＡＧＥ１２的

肿瘤治疗性多肽疫苗的设计研究。

１　材料与方法

１．１　抗原氨基酸顺序　肿瘤特异性抗原 ＭＡＧＥ１２编码基因

位于Ｘ染色体ｑ２８区，由３１４个氨基酸残基组成，由 ＧＥＮ

ＢＡＮＫ获得的 ＭＡＧＥ１２的氨基酸序列见图１。

图１　　ＭＡＧＥ１２的氨基酸序列

１．２　ＣＴＬ表位预测方案

１．２．１　超基序方法　基于同一 ＨＬＡ家族，甚至不同家族的

ＨＬＡ同种异型分子接纳的抗原肽具有相同或相似的锚定残基

构成的肽基序（即超基序），锚定残基即为第２位（Ｐ２）氨基酸

残基和第９位（Ｐ９）的氨基酸残基，Ｐ２残基为 Ｖ、Ｉ、Ｌ、Ｍ、Ｔ，Ｐ９

与Ｐ２一致。符合上述条件的多肽与 ＨＬＡＡ２有高亲和力，被

拟订为候选表位。本研究采用超基序方法预测由９个氨基酸

残基组成的ＣＴＬ表位，具体方法见参照文献［５］。

１．２．２　量化基序方法　量化基序法的原理是在抗原肽与

ＨＬＡＡ２分子的结合中，抗原肽的侧链效应（锚定、抑制或中

性）主要依赖与相应的氨基酸残基在肽中所处的位置，而受相

邻的氨基酸残基影响较小。假设在一个多肽序列中，每个氨基

酸残基相互独立且影响整个肽与 ＭＨＣⅠ类分子的结合，而该

抗原肽的结合能就是每个位置氨基酸残基结合能的综合。

１９９３年，有研究者等者用肽结合实验分析１５４个九肽与 ＨＬＡ

Ａ２分子的亲和力，并得到一个包含１８０个系数的结合矩阵（见

表１），其中每一个系数反映了相应氨基酸残基在该位置时的

相应结合能。对于某测定多肽各位置相应氨基酸残基结合系

数相乘再乘标准系数０．１５１，即为该肽与 ＨＬＡＡ２的结合力，

判定为表位的阈值为５．０。笔者采用 ＨＬＡＡ２分子的结合矩

阵对超基序法预测出的肿瘤抗原 ＭＡＧＥ１２的ＣＴＬ表位，进

一步采用量化基序进行验证以寻求结合最好的表位。

１．２．３　候选表位限制性抗原肽多项式方法　首先将初步预测

得到的 ＨＬＡＡ２限制性 ＣＴＬ表位抗原肽序列与以往报道

ＣＴＬ表位进行比较，然后对抗原肽采用多项式方案进行量化

分析。当某残基Ｒ出现在某肽的第一位时，在不考虑其他肽

序列的情况下，残基对于整个肽与 ＭＨＣⅠ类分子的结合自由

能提供了一个常量Ｒｉ，２０种氨基酸残基分别在１～９位的Ｒｉ

值列于表２。分别将初步预测的九肽氨基酸残基对应的Ｒｉ值

相加，选择分值大于选定阈值的抗原肽作为可能的候选肽。本

研究选择阈值为－１９．０。

表１　　ＨＬＡＡ２分子限制九肽结合系

氨基酸残基
位置

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

Ａ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００

Ｃ ０．５９７ ０．５００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ ０．０１０

Ｄ ０．０４１ ０．５００ ０．７２６ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ ０．０１０
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续表１　　ＨＬＡＡ２分子限制九肽结合系

氨基酸残基
位置

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

Ｅ ０．５７８ ２．８４０ ０．０５４ １．０００ ０．７５６ ３．２４６ ０．８２０ １．０００ ０．０１５

Ｆ １．０００ ０．５００ １１．３８３ ０．０２７ ６．００４ ４．３６９ ６．３８３ １．０００ ０．００９

Ｇ ０．０４４ ０．５００ ０．０８８ １．０００ ０．８０４ １．０６０ ０．１０５ １．０００ ０．００９

Ｈ １．０００ ０．５００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ ０．０１０

Ｉ ３．４６５ １０．１５１ １．８４９ ０．０７８ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ ０．５３４

Ｋ １．０００ ２０．５２４ ０．０２４ １．０００ ２．０８５ ０．２３９ ０．６０３ １．０００ ０．０１５

Ｌ １．０００ １０３．１８３ ３．６８５ ０．０４６ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ ２．３５７

Ｍ １．０００ ５７．９２０ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．５０１

Ｎ １．０００ ０．５４２ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ ０．００９

Ｐ １．０００ ０．５００ １．２６１ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ ０．０１０

Ｑ １．０００ １０．００６ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ ０．０１０

Ｒ １．０００ ０．５００ ０．０３３ １．０００ １．０００ １．０００ ０．２７７ １．０００ ０．０１０

Ｓ １．０００ ０．５００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ ０．００９

Ｔ １．０００ ６．０８０ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００ ０．００９

Ｖ １．０００ ５．９１９ ２．１７３ １．０００ １．０００ ２．５８８ １．１２０ ０．２９３ ４．８８４

Ｗ １．０００ ０．５００ １２．９７８ １．０００ ２．６８０ ０．２５１ ５．９５１ １．０００ ０．０１０

Ｙ １．０００ ０．５００ ７．６１３ １．０００ ８．００２ ３．４７０ １．０００ １．０００ ０．００９

表２　　多项式系数（ＨＬＡＡ２）

氨基酸残基
位置

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

Ａ －２．３８ －３．２２ －２．８０ －２．６６ －２．８９ －２．７０ －２．３５ －３．０７ －２．４７

Ｃ －２．９４ －１５．００ －２．５８ －１．９６ －３．２９ －２．２２ －２．９７ －２．３７ －１５．００

Ｄ －３．６９ －１５．００ －３．４６ －２．７１ －２．２６ －２．６３ －３．６１ －３．０３ －１５．００

Ｅ －３．６４ －１５．００ －３．５１ －２．６５ －３．３９ －３．４１ －３．２１ －２．６３ －１５．００

Ｆ －１．８９ －１５．００ －２．３５ －２．５０ －１．３４ －２．４３ －２．１８ －１．７１ －１５．００

Ｇ －２．３２ －１５．００ －３．０４ －２．６３ －２．５６ －２．３０ －３．１３ －２．９６ －１５．００

Ｈ －２．６７ －１５．００ －２．５８ －２．５８ －２．０５ －３．３２ －３．１３ －２．１６ －１５．００

Ｉ －１．６５ －２．５５ －２．８０ －３．４４ －２．７４ －２．７９ －２．２０ －２．６９ －２．１０

Ｋ －２．５１ －１５．００ －３．６５ －２．９３ －３．３４ －３．７７ －２．９７ －３．２７ －１５．００

Ｌ －２．３２ －１．７０ －２．０９ －２．４９ －２．７１ －２．６３ －２．６２ －２．０１ －２．７４

Ｍ －０．３９ －１．３９ －１．７９ －３．０１ －３．４３ －１．３８ －１．３３ －０．９７ －２．９６

Ｎ －３．１２ －１５．００ －３．３１ －２．２２ －２．３６ －２．３０ －３．１４ －３．３１ －１５．００

Ｐ －３．６１ －１５．００ －２．９７ －２．６４ －２．４２ －２．３１ －１．８３ －２．４２ －１５．００

Ｑ －２．７６ －１５．００ －２．８１ －２．６３ －３．０６ －２．８４ －２．１２ －３．０５ －１５．００

Ｒ －１．９２ －１５．００ －３．４１ －２．６１ －３．０５ －３．７６ －２．４３ －３．０２ －１５．００

Ｓ －２．３９ －１５．００ －２．０４ －２．１２ －２．８３ －３．０４ －２．７３ －２．０２ －１５．００

Ｔ －２．８９ －３．５８ －２．６０ －２．４８ －２．１７ －２．５８ －２．６７ －３．１４ －３．７０

Ｖ －２．４４ －２．６４ －２．６８ －３．２９ －２．４９ －２．２５ －２．６８ －２．８０ －１．７０

Ｗ －０．１４ －１５．００ －１．０１ －２．９４ －１．７７ －２．７７ －２．８５ －２．１３ －１５．００

Ｙ －１．４６ －１５．００ －１．６７ －２．７０ －１．９２ －２．３９ －１．３５ －３．３７ －１５．００

１．２．４　ＣＴＬ表位预测的延展基序方法　多肽与 ＨＬＡＡ２分

子的有效结合不仅与初级锚点有关，还取决于二级锚点的存

在。另外，某些非允许的、不利于结合的氨基酸残基的存在则

会阻碍二者的结合，其与初级锚点、二级锚点共同构成了延展
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基序［１］。本研究在初步预测得到的九肽氨基酸残基中进一步

筛选理想的 ＨＬＡＡ２结合的ＣＴＬ表位（即具有高或中等亲和

力），筛选原则为候选表位不包含不利于结合的氨基酸残基，或

有利于结合的残基多于不利于结合的残基，见图２。

图２　　九肽中与 ＨＬＡＡ２分子结合或不结合有关的

氨基酸残基

１．２．５　表位肽的三维结构构建　应用ＳｉｌｉｃｏｎＧｒａｐｈｉｃｓ图像

工作站及ＩｎｓｉｇｈｔⅡ软件，分别构建 ＭＡＧＥ１２的４个ＣＴＬ预

测表位与 ＨＬＡＡ２结合的三维结构。

１．２．６　候选表位获得方案　多肽序列选用超基序方法、量化

基序方法、延展基序方法、多项式方法与三维结构构建相结合

预测候选表位。

２　结　　果

２．１　采用超基序方法与量化基序方法相结合进行 ＭＡＧＥ１２

的ＣＴＬ表位预测　采用超基序方法与量化基序方法相结合进

行 ＭＡＧＥ１２的ＣＴＬ表位预测，初步得到多条可能结合的九

肽，根据预测分值排序，选取预测分值最高的１０条九肽为候选

肽，分 别 为：（１）ＡＬＳＲＫＭＡＥＬ（１０８～１１６）（７５．０８）；（２）

ＫＭＡＥＬＶＨＦＬ（１１２～１２０）（５３．３５）；（２）ＫＡＳＥＹＬＱＬＶ（１５３～

１６１）（５．９０）；（４）ＨＬＹＩＬＶＴＣＬ（１７４～１８２）（５５．３４）；（５）ＹＩＬ

ＶＴＣＬＧＬ（１７６～１８４）（１３．３１）；（６）ＧＬＬＧＤＮＱＩＶ（１８８～１９６）

（１２．１０）；（７）ＫＩＷＥＥＬＳＶＬ（２２０～２２８）（１０．３９）；（８）ＳＶＦＡＨ

ＰＲＫＬ（２３７～２４５）（６．６４）；（９）ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ（２７１～２７９）

（９６８．４３）；（１０）ＶＴＬＲＥＶＰＡＡ（４８～５６）（６．６２）。

２．２　采用超基序方法与多项式方法相结合进行 ＭＡＧＥ１２

ＣＴＬ表位预测　采用超基序方法与多项式方法相结合进行

ＭＡＧＥ１２的ＣＴＬ表位预测，选择阈值为－１９．０，相应肽序列

为：（１）ＡＬＧＬＶＧＡＱＡ（２２～３０）（－２２．２７）；（２）ＧＬＶＧＡＱＡＰＡ

（２４～３２）（－２２．３０）；（３）ＴＡＳＳＳＳＴＬＶ（３８～４６）（－２２．５２）；（４）

ＶＴＬＲＥＶＰＡＡ（４８～５６）（－２３．７３）；（５）ＧＡＳＴＬＰＴＴＩ（６７～７５）

（－２２．９９）；（６）ＱＶＡＬＳＲＫＭＡ（１０６～１１４）（－２３．６９）；（７）

ＡＬＳＲＫＭＡＥＬ（１０８～１１６）（－２１．１７）；（８）ＫＭＡＥＬＶＨＦＬ

（１１２～１２０）（－２１．８９）；（９）ＭＡＥＬＶＨＦＬＬ（１１３～１２１）

（－２２．３５）；（１０）ＫＡＳＥＹＬＱＬＶ（１５３～１６１）（－２０．８０）；（１１）

ＱＬＶＦＧＩＥＶＶ（１５９～１６７）（－２２．７０）；（１２）ＲＩＧＨＬＹＩＬＶ（１７１～

１７９）（－２１．１０）；（１３）ＨＬＹＩＬＶＴＣＬ（１７４～１８２）（－２２．２２）；

（１４）ＹＩＬＶＴＣＬＧＬ（１７６～１８４）（－２２．１０）；（１５）ＣＬＧＬＳＹＡＧＬ

（１８１～１８９）（－２３．４４）；（１６）ＧＬＬＧＤＮＱＩＶ（１８８～１９６）

（－１９．８１）；（１７）ＩＶＰＫＴＧＬＬＩ（１９５～２０３）（－２１．３９）；（１８）ＧＬ

ＬＩＩＶＬＡＩ（２００～２０８）（－２２．３３）；（１９）ＬＬＩＩＶＬＡＩＩ（２０１～２０９）

（－２２．５２）；（２０）ＬＩＩＶＬＡＩＩＡ（２０２～２１０）（－２３．７３）；（２１）ＫＩ

ＷＥＥＬＳＶＬ（２２０～２２８）（－２３．０１）；（２２）ＳＶＦＡＨＰＲＫＬ（２３７～

２４５）（－２３．８４）；（２３）ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ（２７１～２７９）（－１９．４７）；

（２４）ＬＶＥＴＳＹＶＫＶ（２７８～２８６）（－２３．８２）；（２５）ＫＶＬＨＨＬＬＫＩ

（２８５～２９３）（－２２．４９）。

２．３　采用超基序方法、量化基序方法、多项式方法、延展基序

方法与三维结构构建相结合筛选候选表位多肽　ＨＬＡＡ２限

制性ＣＴＬ表位抗原肽序列与报道的ＣＴＬ表位进行比较，其中

３条已被证实的抗原肽分别为 ＭＡＧＥ３２０１２０９（ＬＬＩＩＶＬＡＩＩ），

ＭＡＧＥ３２７１２７９（ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ），ＭＡＧＥｎ１５９１６７（ＱＬＶＦ

ＧＩＥＶＶ），同时发现 ＭＡＧＥ１２表位 ＫＭＡＥＬＶＨＦＬ（１１２１２０）

与 ＭＡＧＥ２表位ＫＭＶＥＬＶＨＦＬ（１１２１２０）相似。对抗原肽采

用超基序方法、量化基序方法、多项式方法、延展基序方法与三

维结构构建相结合进行量化分析，获得候选表位多肽见表３，

候选表位肽的三维结构图见图３（Ａ１～５）。

表３　　ＭＡＧＥ１２表位结预测果

氨基酸位置 序列 得分 系数分

１１２～１２０ ＫＭＡＥＬＶＨＦＬ ５３．３５ －２１．８９

１０８～１１６ ＡＬＳＲＫＭＡＥＬ ７５．０８ －２１．１７

１８８～１９６ ＧＬＬＧＤＮＱＩＶ １２．１０ －１９．８１

１７６～１８４ ＹＩＬＶＴＣＬＧＬ １３．３１ －２２．１０

２７１～２７９ ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ ９６８．４３ －１９．４７

　　Ａ１：候选表位肽ＡＬＳＲＫＭＡＥＬ（１０８～１１６）（７５．０８）；Ａ２：候选表位

肽ＫＭＡＥＬＶＨＦＬ（１１２～１２０）（５３．３５）；Ａ３：候选表位肽 ＹＩＬＶＴＣＬＧＬ

（１７６～１８４）（１３．３１）；Ａ４：候选表位肽 ＧＬＬＧＤＮＱＩＶ（１８８～１９６）

（１２．１０）；Ａ５：对照表位肽ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ（２７１～２７９）（９６８．４３）

图３　　候选表位肽的三维结构图

３　讨　　论

从１９９１年Ｆａｌｋ等
［６］总结发现了大部分与 ＨＬＡＡ２有较

高亲和力的九肽第２位残基和第９位残基的特点构建基序方

案，到近期构建的人工神经网络预测方法，越来越多的ＣＴＬ表

位预测方法已相继构建，本文采用的超基序法、量化基序法、多

项式法、延展基序法与三维结构构建就是其中的几种基本

方法。

事实上，简单基序对于抗原肽与 ＭＨＣⅠ类分子的结合既

非充分也非必要条件，通过多肽结合实验证明，存在简单基序

的多肽中仅有约３０％可与 ＭＨＣⅠ类分子发生有效结合。

Ｒｕｐｐｅｒｔ等
［７］通过大量多肽与 ＨＬＡＡ２分子的多肽结合实验

和其中氨基酸残基出现频率的统计分析，证明多肽与 ＭＨＣⅠ

类分子的有效结合不仅与初级锚点有关，还应取决于二级锚点

的存在。另外某些非允许的、不利于结合的氨基酸残基的存在

也会阻碍二者的结合［７１０］，其与初级锚点、二级锚点共同构成

了延展基序。Ｒｕｐｐｅｒｔ等
［７］在其研究中证明：应用该基序预测

的多肽中约７０％可与 ＨＬＡＡ２分子有效结合，准确率较基于

简单的测序方法明显提高。因此，本文研究采用超基序法、量

化基序法、多项式法、延展基序法与三维结构构建相结合对

ＭＡＧＥ１２的 ＨＬＡＡ２限制性ＣＴＬ表位进行预测，这一方案

大大提高了预测效率。首先采用超基序法和量化基序法对所

有可能为 ＭＡＧＥ１２的ＨＬＡＡ２限制性ＣＴＬ表位进行初步筛

选，发现符合ＣＴＬ表位有１０条，采用超基序法、多项式法对所
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有可能为 ＭＡＧＥ１２的ＨＬＡＡ２限制性ＣＴＬ表位进行初步筛

选，发现符合ＣＴＬ表位有２５条，采用超基序法、量化基序法、

多项式法、延展基序法与三维结构构建相结合进行量化分析，

获得候选表位多肽分别为：ＡＬＳＲＫＭＡＥＬ、ＫＭＡＥＬＶＨＦＬ、

ＹＩＬＶＴＣＬＧＬ、ＧＬＬＧＤＮＱＩＶ、ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ（对照）。这一结

果与张秀敏等［１１］预测ＣＴＬ表位结果中有２条完全一致，分别

为ＡＬＳＲＫＭＡＥＬ、ＧＬＬＧＤＮＱＩＶ，与李艳秋等
［１２］预测ＣＴＬ表

位结果中有１条完全一致，为ＧＬＬＧＤＮＱＩＶ。ＭＡＧＥ１２亚家

族ＣＴＬ表位远程预测结果
［１，１１１３］中有３条已被不同研究证实

为 ＨＬＡＡ２限制性ＣＴＬ表位，这一结果证实抗原表位预测方

法可靠，与实验方法获得的结果具有平行性，其他候选表位有

待进一步体外实验筛选、鉴定。与 ＭＡＧＥＡ亚家族 ＨＬＡＡ２

限制性ＣＴＬ表位比较结果
［１］，ＭＡＧＥ１２的ＣＴＬ表位２７１～

２７９，２０１～２０９，１１２～１２０以及 ＭＡＧＥ３的２７１～２７９，２０１～

２０９，１１２～１２０可作为共有表位。据报道，许多肿瘤在表达黑

色素瘤抗原时往往不是单一表达，而是同时表达多种 ＭＡＧＥ

Ａ亚家族抗原
［４］。所以，通过 ＨＬＡＡ２限制性ＣＴＬ表位预测

结合表位序列同源性分析，有利于在肿瘤治疗性疫苗中选择合

适的ＣＴＬ表位，同时利用共有表位制成的肽疫苗可同时杀伤

表达不同 ＭＡＧＥＡ抗原的肿瘤细胞，为进一步研制更具广谱

性的肿瘤抗原肽疫苗提供依据。

本研究采用超基序法、量化基序法、多项式法、延展基序法

与三维结构构建联合应用的方案极大地提高了试验结果的预

见性和成功率，减少确定ＣＴＬ表位实验的盲目性，预测出的４

个ＨＬＡＡ２限制性ＣＴＬ表位为 ＭＡＧＥ１２的表位的可能性较

大，经后续实验筛选、鉴定后，可用于基于 ＭＡＧＥ１２的肿瘤治

疗性多肽疫苗的设计研究。
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·临床免疫学与检验论著（全军检验大会优秀论文）·

ＩＬ６在蛛网膜下腔出血后脑血管痉挛发病机制中作用的研究


胡晓芳１，袁　笑
１，２，王玉红１，苏　晓

１，２，张英辉１，郑　伟
１

（１．沈阳军区总医院检验科，辽宁沈阳１１０８４０；２．辽宁医学院研究生院，辽宁锦州１２１００１）

　　摘　要：目的　探讨ＩＬ６与蛛网膜下腔出血（ＳＡＨ）后脑血管痉挛（ＣＶＳ）之间的相关性。方法　分别检测ＳＡＨ患者和健康

者外周血和脑脊液（ＣＳＦ）白细胞（ＷＢＣ）、白细胞介素６（ＩＬ６）水平。结果　ＳＡＨ患者外周血 ＷＢＣ、中性粒细胞百分比（ＮＥ％）和

ＣＳＦＷＢＣ、多个核细胞数均高于对照组（犘＜０．０５）；血清和ＣＳＦＩＬ６水平也显著高于对照组（犘＜０．０５）。ＳＡＨ患者痉挛组外周

血 ＷＢＣ、ＮＥ％与未痉挛组比较无统计学意义（犘＞０．０５），ＷＢＣ、多个核细胞数显著高于未痉挛组（犘＜０．０５），血清和ＣＳＦＩＬ６显

著高于未痉挛组（犘＜０．０５）。ＳＡＨ患者痉挛组外周血 ＷＢＣ、ＮＥ％和ＣＳＦＷＢＣ、多个核细胞数在第１、２、３、５、７天均显著高于对

照组（犘＜０．０５）；ＳＡＨ患者痉挛组血清和ＣＳＦＩＬ６水平在第１、２、３、５、７天也均显著高于对照组（犘＜０．０５）。结论　ＳＡＨ后患者

机体存在高强度全身和局部炎症，其中局部炎症与ＣＶＳ的发生密切相关。而ＣＳＦ中高水平的ＩＬ６可能正是通过诱导局部炎症

来介导ＣＶＳ的发生。与此同时，在ＣＶＳ发生后患者血清和ＣＳＦＩＬ６水平的持续升高可能正是通过维持高强度的炎症进而参与

ＣＶＳ的发生。

关键词：蛛网膜下腔出血；　脑血管痉挛；　炎症；　白细胞；　白细胞介素６

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２０．０１８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２０２４７４０４

　　脑血管痉挛（ＣＶＳ）是蛛网膜下腔出血（ＳＡＨ）后一种常见

并发症，是蛛网膜下腔中脑动脉持续性狭窄的病理状态［１］。

ＣＶＳ的发生与动脉瘤破裂密切相关，也常见于外伤性脑损伤

后［２］。ＣＶＳ引起血供中断导致的神经缺失、梗死和不可逆的
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