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摘要 ：对 2倒 HCV持续性感染者 2个时间点 NS3区 C求端克隆测序，研 究 HCV NS3蛋 El一十辅 

助 T细胞表位(氨基酸位 1248—1261)在 HCV感染者体内的保守性 ；人工合成该表位进行淋巴细胞 

增殖试验和抑制试验，观察该表位引起免疫应答的水平和特点 ；通过“刺撒一体 息一刺撒”多轮 循环建 

立该表位特异性 的 T细胞 系，井用流式细胞仪鉴定表 型。结果发现该表位在 2个 病人 2，r时间点 

均未变化 ；观察 的 2例 HCV持续性 感染者和 1倒 感染恢复者 均对该 表位有较强 CD4 T 细咆应 

答。建立 了针对该表位的表型均 一的 CIM 辅助 T细咆系。本研究提示该表位是一个序 列保守的 

强辅助 T细胞表位 ，对 HCV T细胞疫苗的研制有 一定意义 
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HCV是病毒性肝 炎的主要病原之一，其持续性感染和慢性化机理还不清楚。已发现感染 

者体内辅助 T细胞应答水平与病情的转归和 IFN疗效关系密切 t-3]。其 中对 HCV NS3蛋 白 

有较强辅助 T细胞应答的病人多呈 自限性发病 J。在 NS3蛋白内存在一个 14个氯基酸的强 

辅助 T细胞表位(氨基酸位 1248—1261)，能被大多数 HLA—DR分子提呈产生应答 。我们研 

究了该表位在不同病人和同一病人不同时间点的序列保守性，在感染恢复者和持续性感染 者 

体内的应答水平和特点，并建立了表位特异性的 T细胞系，为进一步研究打下基础 

1 材料和方法 

1．1 病倒 

2倒 HCV持续性 感染 者 (编号 为 291，941)和 1倒 感染 恢复者 (编 号 为 681)，已随 访多 ，其中 291、 

941HCVRNA和抗．HCV持续阳性，681 HCV RNA转胡，抗．HCV持续胡性。8例健康献血者怍为对照组。 

两组均无菌取外周血 ，用 Ficol1．Paque Pl (瑞典 Pharmacia公司)分离外周血单十核细胞(PBMC)，在液氯 中保 

存备用。 

1．2 ItLA-I1分型 

用泰萨奇 HI．A．Ⅱ分型千板(美国 Onelambda公司)对 3倒患 者进 行 HI A_Ⅱ分型，由解放 307医院免 

疫室协助完成。 
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1．3 序列测定 

RT—PCR扩增 291、941病^ 96、99年两个时间点 HCV NS3区 C端 (1 347 bp)，PCR产物和 T载体(本室 

自制 )连接，克隆 蒯序．观察辅助 T细胞表位(简称 GY)的保守性 扩增引物 ：外引物上游 5'-c ；TTGAGTc 

CATGGA~3 ，F游 5'-GACAAGACAATCCTACCC-3 ；内 日l物上 赫 5'-TCCACCATGGTC'VI'CACGGACAAC． 

3 ，一F游 5'-ATAAGCTTGGTGACGACCTCCAGGT~3 。序列分析采用 Goidkey软件 。 

1．4 表位台成 

用 433A型多肽合成仪(美国 PE公司)合成 GY肽．序列 为 GYKVI VI．NPSVAAT．经 HPI．C讣析，纯度 > 

90％。由军事医学科学 院生物工程研究所协助完成。用无血 清 RPMI1540培 养渣配成 0 5mg／m[一，丹装后 

一 20℃保存备用。 

1．5 淋巴细胞增殖试 验和抑制试验 

3例患者 PBMC丹别用 含 10％人 AB型血 清(美国 Omega公司)的完全 RPMI1640培 养液 (1640．10AB) 

配成 1×1 ／m! ．96孔板每孔 200 P【 ．并加 GY肽至 10 ／ml 。每例 患者加肽和不加肽刺激各 做 3个 复孔， 

在 37℃，5 0％ c02的培养箱中培养 5 d，细胞 收获前 16 h在 每孔中加 入 I P Ci H．TdR (20 Ci／mmo1．美国 

NEN life science公司)，收获细咆澳I渣闪。结果用刺激指数 sl表示 (sl=加肽孔每分 钟脉j申数(cpm)／不加赋 fL 

cpm)． SI>2为有明显增殖作用。对照 组操作相同。抑 制试验 ：在做增殖 试验时．加 GY肽的同时分 别加 

CD4或 CD8单 抗(北京邦定泰克公可)，观察其对淋巴细胞增殖的抑制作用。 

1．6 T细胞系的建立 

采用“刺激．休息．刺激”法_5】 取 941病^ PBMC，PBS洗两遍 ．用 1640．10AB配戚 0．5×10 ／ml ．24孔板 

每孔 2mL，并加 GY肽至 l0／~g／ml ，在 37℃．5．0％ c 的培养 箱中培养。第 5天加重组人 II，2(军事医学科 

学院生物工程研 究所产)至 200 u／ml ．第 l4天用 Ficoll—Paque分离 T细咆．2×105T细胞与 1×l0‘经丝裂霉 

素 C处理的 941PBMC(作为滋养细胞和抗原提呈细胞 )混合．加 GY肽和 lt：2至 l0 ／ml 和 200 u／ml ．进行 

第 2轮刺激 。以后每 2周刺激 1次．4轮刺激之后做 FACS检测 T细咆 系表型均一性。 

I．7 T细胞系 FACS分析 

2×1 05刺激 4轮 T细咆用洗液 (含 2％小牛血清，0．02％ NaN3的 PBS)洗两遍．分别加 CD4或 CD8单 抗 

置冰上 30min．洗 3遍 后加 FITC标羊抗 鼠 lgG(华美公 司)置 冰上 30min，洗 3遍，1％多聚 qi醛固 定后做 

FACS。941 PBMC同样操作怍对照。 

2 结果 

2．1 HLA．Ⅱ分型 

结果见表 1。 

衰 l 3倒标车 HLA．I丹莹结暴 

Ta’le l Hl_A class Ⅱ typing of three patients 

雪 ⋯HIⅡ．A- H 
941 

29l 

6B1 

DR1 1．7{DR52．53}IⅪ 2 7 

DR8 I 5；DR52 一 ；rg~,i．一 

DR4，7；DR53．一；D( ．一 

2．2 序列测定 

对 2例 HCV持续性感染者(291、941) 

两个时间点 (96年，98或 99年 )HCV NS3 

区 c端进 行 了克 隆 测 序，序 列结 果 已在 

GenBank注册．注册号 分 别 为 AF156794。 

AF156795，AF152343，AF156793。用 Gold— 

key软件将序列翻译成氨基酸．其 中部分序 

列比较如下 (图 1)，可 见辅 助 T细胞 表位 

GY的序列(图 1中划线部分)在两个病人两个时间点均相同。 
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2 3 淋巴细胞增殖试验和抑制试验 

结果见表 2。3例 HCV感染者 291、941、681的刺激指数(sI)均大 于 2，表 明 3例患者对 

GY表位均有明显增殖作用，而对照组 sI均小于 1．6，抑制试验显示，在加入 CD4单抗后 T 

细胞增殖被抑制，而加入 CD8单抗后仍有明显增殖。表 明为 CD4阳性细胞增殖。 

94[96 

94I蚺  

29196 

29198 

94196 

94199 

29196 

29i98 

94196 

94199 

29196 

29198 

VFTONSSPPAVPQ'I'FQVAHLHAPT{；,SGKSTI(VPAAYAA 婪! ! ￡§ 丛!LGFC,AYT 
VPTI)NSSPPAVPQTFQVAHLI~APTGSGKSTKVPAAYAAQ鳢 避S!丛!LGFGAYM 

VFTDNSSPPAVPQTI~VAHIJIAPTGSGKSTKVPAAYAA 型  ￡ 丛!LGFGAYId 
VY'TDNSSPPGVPQTFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYAA ￡S 丛 ! FGAYM 

SI(̂HGIDPSI盯 GVRTITTGSPITYS丁YGKFLADGGCSGGAYGIIICDEQISTDSTTIIX； 

SKAIiGIDPSIRTGvRTITTGSPI丁YSTYGKFLADC,GCSGGAYDI IICDEC~ 1Ⅸ =丌 ILG 

SI(̂HGIDPSIRTGVRTITTGSPITYSTYGxFLADGGCSC,GAYDIIMCDECItSTDSTTILG 

l6TVL Ĝ̂ RLVVL̂ T̂TPPGSVTVP胛NIqEVALSNE EIPFYCAAIPIEAIKGG 

IGTV[ I)OAETAGARLVVLATATPPGSVTVPI~NI。EVALSNTC~IPFYcKAIPIEAIKGG 

IGTVLD口AETAGARLW LAT T̂PPGSVTVPHPNl。EVAt SNTGEIPFYGKAIPIÊ IKGG 

IGTVLDQAETAGARLVVLATATPPGsITVPHPNI。EV 

图 I 2倒持续性感染者 2十时间点 HCV NS3区部分氰基醴序列比较 

Fig 1 PartM ⋯  ~clds ⋯ of HCV NS3 region of[WO ch⋯ patients in twD dilfe~nt time 

衰 2 淋巴细胞增殪试验和抑制试驻结果 

Table 2 Sumrrmry of T lymphocyte Prolif~atlon A~say a Inhibltloe Experim~ t 

2．4 T细胞系的建立和 FACS分析 

HCV感染者 941PBMC经 GY肽反复刺激 4轮后建立了 T细胞系，FACS分析结 果：941 

PBMC中 CIM 细胞为 34．9％，而 T细胞系中 CD4 细胞为 86．4％(图2)，考虑 T细胞系中仍 

有滋养细胞存在．可认为 已获得较均一的 T细胞系。 

3 讨论 

丙型肝炎的发病机理十分复杂，已知机体的细胞免疫起重要作用 1,6-8]。其 中 HCV特 异 

性 CD4 辅助 T细胞能识别和 MHCII类分子结合的病毒抗原．是感染过程的主要免疫调节细 

胞．与 HCV感染 的恢 复 有关_2】。 已发 现对 IFN 治 疗敏 感 的患者 中 CIM T 细胞 反 应较 

强 3· 。在约 50％的慢性丙型肝炎中有对一个或多个 HCV抗原的 CD4 T细胞反 应，最多的 

是对 c蛋自．萁次是对 NS4蛋自；而在急性 自限性丙肝病人中，有更多对 NS3蛋自的 CD4 T 
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A 

FI1℃ 

B 

图 2 T细胞 系 FACS分析结果 

Fig 2 Faes analysis of T·cë ]iae 

A：smlning withⅡCD4 McAb B：staining with 8 CD8 M cAb 

细胞反应。Diepolder等【 】发现在 NS3蛋白内存在一个 14个氨基酸的强辅 助 T细胞表位 (氨 

基酸位 1 248．1 261)，能被大多数 HLA-DR分子提呈产生应答，针对该表位的辅助 T细胞应答 

强度与 HCV感染的控制和疾病的转归密切相关，认为该表位对发展 HCV T细胞疫苗有重要 

意义。我们检索了 GeneBank中 33个 HCV全序列，发现仅有 4个序列该表位存在 1个氨基酸 

的差异，表明该表位是高度保守的。本研究对 2倒 HCV持续性感染者 2个时间点 NS3区 c 

末端进行了克隆测序，结果显示GY表位均未发生改变，证实该表位不易发生变异，有进一步 

研究的必要。 

我们合成了 GY表位，进行了体外淋巴细胞增殖试验 ，结果显示 3倒 HCV感染者均对该 

表位有 明显增殖反应 ，但他们的 HLAⅡ类型别却不同，表明该表位能被不同 HLA．DR分子提 

呈。国外研 · 0 认为急性 自限性丙肝患者对该表位的应答较强．慢性患者则较弱或检测 不 

到，而我们的结果显示 2例持续性感染者也有明显应答。这 2倒感染者感染 10年来，肝功能 
一 直正常，无明显发病迹象，推测其体内较强的辅助 T细胞应答对控制病情的发展有 一定作 

用 。 

我们用 CD4和 CD8单抗做了增殖抑制试验，结果表明增殖反应能被 CD4单抗抑制，却不 

被 CD8单抗抑制，证实 了针对 GY表位的反应 是 CD4’辅助 T细 胞应答。将患者 941的 

PBMC经过 GY表位的多轮刺激，建立了特异性 的 T细胞系，FACS结 果表 明，T细胞 系表型 

为均一的 CD4 。GY表位特异性 T细胞 系的建立为获得特 异性 T细胞克 隆，进一步研究该 

表位的功能特点及作为 T细胞疫苗的可能性打下基础。 
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The Study of a Helper T-cell Epitope in Hepatitis 

C Virus Non-structural 3 Protein 

xu Jun-jie。WANG Tao．Qf Lian—quan，WANG Hai—tao 

(Institute of Microbiology and Epidemiology，Academy 0，Military Medical Science，Beijing 100O71，Chim~t 

Abstract：The genes of C terminal of HCV NS3 region of two chronic patients in two different 

tim e were sequenced to analyse 出e conservation of a helper T—cell epitope in HCV NS3 protein 

(amino acids 1248 to 1261) The epitope was synthesized and the immune response to it in a self— 

liroited patient and two chronic patients was detected using T lymphocy~e proliferation assay and 

inhibition experiment．The epitope—specific T—cell line was established by several cycles of“stiro u一 

1ation-relax．stimulation” and analysed with a FACScan． The results indicated that the epitope 

didn’t change in two chronic patients，all three patients had strong CD4 T—cell reponse to the 

epitope ．and epitope—specific CEM T-cell line was established These data suggest hat the ep。 

tiope is a conserved strong helper T．cell epitope and could become a promising candidate for de— 

signing  a CD4 T．cel1 vaccine． 

Key words：Hepatitis C virus；Helper T—cell；Epitope；T—cell line 
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