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缩略语表 
 

缩略词 英文全称 中文全称 

AKI acute kidney injury 急性肾损伤 

ANDV Andes virus 安第斯山病毒 

APC antigen-presenting cell 抗原提呈细胞 

BSA bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

CTL cytotoxic T lymphocyte 细胞毒性 T 淋巴细胞 

CXCL10 C-X-C motif chemokine 10 
C-X-C 亚家族 

趋化因子 10 

DAF decay accelerating factor 促衰变因子 

DENV dengue virus 登革热病毒 

DMSO dimethylsulfoxide 二甲基亚砜 

DOBV Dobrava virus 多不拉伐病毒 

dsRNA double-stranded RNA 双链 RNA 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附实验 

ELISPOT enzyme-linked immunospot assay 酶联免疫斑点实验 

FI fluorescence index 荧光指数 

gC1qR globular heads of complement C1q receptor 补体 C1q 球头部受体 

GM-CSF 
granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor 

粒细胞  - 巨噬细胞

集落刺激因子 

GP, Gn/Gc glycoprotein 糖蛋白 
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HCPS Hantavirus cardiopulmonary syndrome 汉坦病毒心肺综合征 

HFRS hemorrhagic fever with renal syndrome 肾综合征出血热 

HLA human leukocyte antigen 人类白细胞抗原 

HPS Hantavirus pulmonary syndrome 汉坦病毒肺综合征 

HRP horseradish peroxidase  辣根过氧化物酶 

HSP70 heat shock protein 70 热休克蛋白 70 

HTLV-1 human T cell leukemia virus type 1 
人类Ⅰ型 T 细胞 

白血病病毒 

HTNV Hantaan virus 汉滩病毒 

IAV influenza A virus 甲型流感病毒 

ICS intracellular cytokine staining 胞内细胞因子染色 

ICTV 
International Committee for Taxonomy of 

virus 
国际病毒分类委员会 

IL  interleukin  白细胞介素 

IQR interquartile range 四分位数间距 

ITAM 
immunoreceptor tyrosine-based activation 

motif 

免疫受体酪氨酸 

活化基序 

LAMP1 lysosomal-associated membrane protein 1 溶酶体相关膜蛋白 1 

mAb monoclonal antibody  单克隆抗体 

NC normal control 正常对照 

NP nucleocapsid protein 核衣壳蛋白 

NYV New York virus 纽约病毒 

ORF open reading frame 开放阅读框 

PBMC peripheral blood mononuclear cell 外周血单个核细胞 
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PBS phosphate buffer solution 磷酸盐缓冲液 

PE fluorescein phycoerythrin 荧光素藻红蛋白 

PUUV Puumala virus 普马拉病毒 

qRT-PCR 
quantitative real time polymerase chain 

reaction 

实时定量聚合酶 

链式反应 

RdRp RNA-dependent RNA polymerase 
RNA 依赖的 RNA 

聚合酶 

ROC receiver operating characteristic curve 受试者工作特征曲线 

SAAV Saaremaa virus 萨拉马病毒 

SEOV Seoul virus 汉城病毒 

SFC spot-forming cell 斑点形成细胞 

SNV Sin Nombre virus 辛诺柏病毒 

Th helper T lymphocyte 辅助性 T 淋巴细胞 

TMB tetramethyl benzidine  四甲基联苯胺 

TNF-α tumor necrosis factor-α 肿瘤坏死因子-α 

YFV yellow fever virus 黄热病毒 

ZIKV Zika virus 寨卡病毒 
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中文摘要 
 

汉滩病毒（Hantaan virus, HTNV）感染人体可引起严重的肾综合征出血热

（hemorrhagic fever with renal syndrome, HFRS），死亡率可高达 15%。细胞毒性 T 淋

巴细胞（cytotoxic T lymphocyte, CTL）应答对于胞内病毒的清除至关重要，且与疾

病的发生、发展及预后关系密切。目前，关于 HTNV 特异性 CTL 应答的研究大多集

中在 HTNV 核衣壳蛋白（nucleocapsid protein, NP）CTL 表位的鉴定，而 HTNV 糖蛋

白（glycoprotein, GP）CTL 表位研究报道极少，这限制了人们对机体 CTL 应答抗

HTNV 感染机制的全面理解。前期研究中，我们筛选得到了 7 条 HLA-A*0201 高亲

和力结合 HTNV-GP 9 肽，并成功合成 HLA-A*0201/9 肽-四聚体（tetramer），利用

tetramer 染色技术流式细胞分析检测到 HLA-A*02+  HFRS 患者外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cell, PBMC）中 HTNV-GP 表位特异性 CTL。本研究

在此基础上，进一步扩大样本量，发现轻型/中型 HFRS 患者急性期 PBMC 中，

HTNV-GP 表位特异性 CTL 频率显著高于重型/危重型 HFRS 患者，提示 HTNV-GP
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表位可能在机体内诱导保护性 CTL 应答。进一步利用酶联免疫斑点实验

（enzyme-linked immunospot assay, ELISPOT）证实 7 条 HTNV-GP 9 肽可分别在体外

诱导 HFRS 患者 PBMC 中表位特异性 CTL 分泌 IFN-γ。在 HTNV 攻毒实验中，选择

HLA-A*0201 亲和力较高、且轻型/中型 HFRS 中特异性 CTL 频率较高的 3 条

HTNV-GP 9 肽，VV9（aa8-aa16, VMASLVWPV）、SL9（aa996-aa1004, SLTECPTFL）

和 LL9（aa358-aa366, LIWTGMIDL）免疫 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠，发现 9 肽表位

免疫后可诱导有效的 CTL 应答，显著降低小鼠肝脏、脾脏和肾脏中的 HTNV 抗原水

平和病毒载量。其中，LL9 免疫保护作用最佳，且对在小鼠肾脏中抑制 HTNV 复制

的作用最为突出，提示 LL9 表位特异性 CTL 应答在肾脏保护过程中发挥重要作用。

本研究在鉴定 HLA-A*02 限制的 HTNV-GP CTL 表位基础上，首次明确 HTNV-GP

表位特异性 CTL 应答与 HFRS 疾病免疫保护有关，证实 HTNV-GP CTL 表位可在

HLA-A2.1/Kb转基因小鼠体内诱导保护性免疫应答，降低感染小鼠主要脏器的 HTNV

抗原水平和病毒载量，为设计 HTNV 多肽疫苗提供重要的实验依据。 

 

关键词：汉滩病毒，肾综合征出血热，HLA-A*0201，糖蛋白，细胞毒性 T 淋巴细胞，

多肽疫苗，HLA-A2.1/Kb转基因小鼠 
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Abstract 
 

Hantaan virus (HTNV) infections can cause severe hemorrhagic fever with renal 

syndrome (HFRS) in humans, with a case-fatality rate as high as 15%. Cytotoxic T 

lymphocyte (CTL) responses contribute to the elimination of intracellular virus and 

closely related to the occurrence, development and prognosis of the disease. To date, most 

HTNV-specific CTL epitopes identified are distributed on nucleocapsid protein (NP), and 

only few study focus on HTNV glycoprotein (GP)-specific CTL epitopes, which limits our 

understanding of CTL responses against HTNV infection in humans. In our previous study, 

seven HTNV-GP epitopes were demonstrated to bind to HLA-A*0201 molecules with 

high affinity and were successfully used to synthesize HLA-A*0201/nonapeptide 

tetramers. Using these tetramers, we detected HTNV-GP epitope-specific CTLs in 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of HLA-A*02+ HFRS patients. In this study, 

we enlarged the sample size and found that the frequencies of each epitope-specific CTL 

were higher in patients with milder HFRS during acute phase, which indicated that the 

epitopes may induce protective CTL responses after HTNV infection. The results of IFN-γ 
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enzyme-linked immunospot assay further confirmed that each HTNV-GP epitope could 

elicit epitope-specific IFN-γ-producing CTL responses in PBMCs of HFRS patients. In an 

HTNV challenge trial, we selected nonapeptides VV9 (aa8-aa16, VMASLVWPV), SL9 

(aa996-aa1004, SLTECPTFL) and LL9 (aa358-aa366, LIWTGMIDL), which showed 

higher HLA-A*0201 binding affinity and higher frequencies of epitope-specific CTLs in 

patients with mild/moderate severity, to immunize HLA-A2.1/Kb transgenic mice. 

Significant inhibition of HTNV replication characterized by lower levels of antigens and 

HTNV RNA loads was observed in major target organs (liver, spleen and kidneys) of 

HLA-A2.1/Kb transgenic mice pre-vaccinated with each nonapeptide. Importantly, LL9 

exhibited the best ability to induce protective CTL responses and showed a prominent 

effect on the kidneys of the mice, potentially preventing kidney injury after HTNV 

infection. Taken together, based on the identification of HLA-A*02-restricted HTNV-GP 

epitopes, we demonstrated the immune protective effect of HTNV-GP epitope-specific 

CTLs in HFRS for the first time and confirmed that HTNV GP-derived 

HLA-A*02-restricted epitopes could induce protective effect by reducing HTNV antigen 

level and RNA load in major organs of HLA-A2.1/Kb transgenic mice challenged with 

HTNV, which may advance the design of safe and effective CTL-based HTNV peptide 

vaccines for humans. 

 

Key words：Hantaan virus, hemorrhagic fever with renal syndrome, HLA-A*0201, 

glycoprotein, cytotoxic T lymphocyte, peptide vaccines, HLA-A2.1/Kb transgenic mice 
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前    言 
 

汉坦病毒（Hantavirus, HTV）属布尼亚病毒目汉坦病毒科正汉坦病毒属, 为有包

膜的单股负链 RNA 病毒[1]。HTV 感染人体后可导致肾综合征出血热（hemorrhagic 

fever with renal syndrome, HFRS）或汉坦病毒心肺综合征（Hantavirus cardiopulmonary 

syndrome, HCPS）[2]。在我国流行的HTV病毒株主要是其原型汉滩病毒（Hantaan virus, 

HTNV），HTNV 感染人体可导致严重的 HFRS[3]。1950 年至 2014 年，我国总计

1,625,002 例 HFRS 病例报道，约占全球病例总数的 90%。受气候、个体免疫力等因

素影响，HFRS 患者死亡率可高达 15%[4, 5]。近年来，HTV 自身的进化以及不同 HTV

种间基因重排（genetic reassortment），导致新 HTV 成员的不断产生及流行，为控制

和预防 HTV 感染带来了更多的挑战[6-10]。HFRS 是我国危害最严重的急性传染病之

一，临床上以发热、出血和急性肾功能损伤为特征。根据 HFRS 患者症状、体征及

实验室检查结果，将 HFRS 病程划分为发热期、低血压休克期、少尿期、多尿期和

恢复期，并根据病情严重程度划分为轻型、中型、重型和危重型[11, 12]。至今，HFRS

发病机制尚不完全清楚，严重制约了对该病的有效预防和治疗。 

HTNV 基因组包含 S、M 和 L 三个基因片段，分别编码核衣壳蛋白（nucleocapsid 

protein, NP）、糖蛋白（glycoprotein, GP）前体（成熟后为 Gn 和 Gc）和 RNA 依赖的

RNA 聚合酶（RNA-dependent RNA polymerase, RdRp）[13]。其中，HTNV 结构蛋白

NP 和 GP 免疫原性强，可诱导机体产生细胞免疫应答和体液免疫应答。我们前期研

究发现，轻型/中型 HFRS 患者急性期辅助性 T 淋巴细胞（helper T lymphocyte, Th）

应答和细胞毒性 T 淋巴细胞（cytotoxic T lymphocyte, CTL）应答频率、强度和宽度

均显著高于重型/危重型 HFRS 患者，提示 T 细胞免疫应答在 HFRS 早期发挥抗病毒

保护作用[12, 14-16]。HTNV 中和抗体对 HFRS 患者及感染动物都具有明显的保护作用，

但特异性抗体出现较晚，并且发现尽管小鼠体内存在高滴度特异性中和抗体，仍可

表现为病毒的持续性感染，提示仅有中和抗体不能完全终止病毒的感染，中和抗体

对细胞内已感染的病毒不能进行有效的清除。而感染小鼠过继转移 HTNV 特异性

CTL 后，血清 HTNV-NP 消失，表明 HTNV 特异性 CTL 是清除胞内 HTNV 感染的主
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要效应细胞[17, 18]。此外，在普马拉病毒（Puumala virus, PUUV）和 HTNV 感染个体

体内发现病毒特异性记忆 CTL，且多年后仍持续存在，提示 CTL 应答对于预防 HTV

再次感染具有重要意义[19-21]。因此，搞清 CTL 应答所针对的 HTNV 抗原表位，探究

HTNV特异性CTL应答规律，对HFRS疾病预防以及新型多肽疫苗的设计意义重大。 

目前，对于 HTNV 特异性 CTL 应答的研究大多集中在 HTNV-NP 表位的鉴定及

其诱导的特异性免疫应答功能研究，而 HTNV-GP CTL 表位的鉴定及研究报道极少。

我室在前期工作中鉴定得到了 8 个具有明确 HLA 限制性的 HTNV-NP CTL 表位[16, 22, 

23]。HTV-GP 被证明是诱导体液免疫应答的主要结构蛋白，可诱导中和抗体保护病毒

感染的个体，降低 HTV 引起的病理损伤[24, 25]。而 Kilpatrick 等[26]研究发现，在辛诺

柏病毒（Sin Nombre virus, SNV）感染早期，HCPS 患者血液中 SNV-Gc 表位特异性

CTL 频率显著高于 SNV-NP 表位特异性 CTL 频率。Manigold 等[27]研究发现，与安第

斯山病毒（Andes virus, ANDV）NP 和 Gc 表位相比，ANDV-Gn 表位可作为优势表

位诱导特异性 CTL 应答。在 ANDV 感染后 13 年间，ANDV-NP 表位特异性 CTL 应

答逐渐减弱至消失，而 ANDV-Gn 表位特异性 CTL 应答仍持续存在。以上研究结果

表明 HTV-GP 可作为优势蛋白在 HTV 感染早期诱导特异性 CTL 应答，且部分 GP

表位诱导的特异性 CTL 具有记忆性和长寿特征，可能参与机体抗 HTV 再次感染。

由于 HLA-I 类分子中等位基因 HLA-A*02 在中国人群中分布最广、频率最高（约

30.0%）[28, 29]，因此筛选可诱导保护性 CTL 应答的 HTNV-GP 表位，研究 HLA-A*02

限制的 HTNV-GP CTL 表位及其功能，对全面认识 HTNV 感染后 CTL 免疫应答规律

及免疫保护作用具有重要意义，且具有潜在的应用价值。 

前期研究中，课题组利用 T2 细胞结合试验筛选得到了 HTNV 76-118 株 GP 来源

7 条 HLA-A*0201 高亲和力 9 肽，并成功合成 HLA-A*0201/9 肽-四聚体，用于检测

HLA-A*02+ HFRS 患者 PBMC 中 HTNV-GP 表位特异性 CTL[30]。本研究在鉴定

HLA-A*02 限制的 HTNV-GP CTL 表位基础上，首次明确 HTNV-GP 表位特异性 CTL

与免疫保护有关。随后利用 HLA-A*02 亲和力最高的 3 条 HTNV-GP 9 肽表位免疫

HLA-A2.1/Kb转基因小鼠，进行 HTNV 攻毒实验，证实 HTNV-GP CTL 表位免疫可

降低小鼠主要脏器的 HTNV 抗原水平和病毒载量，发挥免疫保护作用，为设计 HTNV

多肽疫苗提供了重要的实验依据。 
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文献回顾 
 

第一部分 HFRS 及 HTV 概述 

1 HFRS 的流行病学特征 

汉坦病毒（Hantavirus, HTV）属布尼亚病毒目汉坦病毒科正汉坦病毒属，截至

2017 年底，国际病毒分类委员会（International Committee for Taxonomy of virus, ICTV）

正式确定了 41 种汉坦病毒[1]。HTV 感染人体后可导致肾综合征出血热（hemorrhagic 

fever with renal syndrome, HFRS）或汉坦病毒心肺综合征（Hantavirus cardiopulmonary 

syndrome, HCPS），两种疾病均以毛细血管通透性增高和血小板减少为特征[2]。分析

HTV 地理分布特点可发现，啮齿动物是它们的主要储存宿主。近年来发现蝙蝠、食

虫动物和螨虫也在 HTV 传染中扮演重要角色[31, 32]。病毒在储存宿主体内持续复制，

经过尿液、粪便和唾液排泄出病毒，形成气溶胶，经呼吸道感染人体，导致 HFRS

或 HCPS 的发生[5, 33]。新近研究证明，HTV 也可经胃肠道感染人体引发疾病[34]。近

几十年来，人群 HTV 感染在欧亚和美洲周期性暴发。早期研究表明 HTV 的流行暴

发与携带病毒的啮齿动物种群动态变化密切相关[13]。最新发现，啮齿类动物成长及

活动主要受气温和降雨量影响，进而影响 HTV 传播和 HFRS 的流行[35, 36]。而人类的

伐木、耕作、露营和吸烟等活动是 HTV 感染的危险因素[37]。 

在欧洲和亚洲，以汉滩病毒（Hantaan virus, HTNV）、汉城病毒（Seoul virus, 

SEOV）、多不拉伐病毒（Dobrava virus, DOBV）、普马拉病毒（Puumala virus, PUUV）

和萨拉马病毒（Saaremaa virus, SAAV）等旧世界汉坦病毒流行为主，感染人体后主

要引起 HFRS。其中 PUUV 和 SAAV 感染导致的 HFRS 病情通常较轻，而 HTNV 和

DOBV感染导致的HFRS病情较重。在南美洲和北美洲，以安第斯山病毒（Andes virus, 

ANDV）、辛诺柏病毒（Sin Nombre virus, SNV）和纽约病毒（New York virus, NYV）

等新世界汉坦病毒流行为主，感染人体后主要引起 HCPS，也有称作汉坦病毒肺综合

征（Hantavirus pulmonary syndrome, HPS），其中 ANDV 是唯一发现的可在人与人之

间传播的 HTV [2, 3, 11, 38]。全世界每年约有 60,000-100,000 例 HFRS 病例报道，疫情影
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响七十多个国家，特别是欧亚发展中国家。我国流行的主要是 HTNV 和 SEOV [3]。

1950年至2014年，国内总计1,625,002例HFRS病例报道，约占全球病例总数的90%。

受气候、个体免疫力等因素影响，HFRS 患者死亡率可高达 15%[4, 5]。从 2000 年开始，

国内 HFRS 病例报道总体呈下降趋势，但局部地区仍有 HFRS 的流行和 HFRS 病例

的增加。2014 年至 2015 年间，全国 HFRS 病例报道超过 10,000，出现反弹之势[38]。

陕西省是我国 HFRS 高发省份之一，2009 年至 2013 年，陕西省共发现 11,400 例 HFRS

病例，居全国之最。2005 年至 2016 年，陕西省 HFRS 发病人群主要集中在关中平原

一带，并逐渐向北偏移。其中，60 岁以上患病人群从 2005 年的 12%上升至 2016 年

的 25%。因此，有学者建议开发针对高龄人群的新型 HTNV 疫苗[39]。欧洲至今尚未

实行 HTV 疫苗接种，部分国家和地区 HFRS 流行，严危害当地居民健康[40, 41]。1993

年美国首次报道 HCPS，2012 年美国加州公园游客因 HTV 感染出现 HCPS，死亡率

高达 37% ，HCPS的出现标志着 HTV 感染性疾病临床表现愈加复杂和多样化[2, 38, 42]。

近年来，HTV 自身的进化以及不同 HTV 种间基因重排（genetic reassortment），导致

新 HTV 病毒株的产生及流行，为控制和预防 HTV 感染带来了更多的挑战[6-10]。 

2 HFRS 的临床表现及诊断 

HFRS 患者临床表现以发热、出血、急性肾损伤（acute kidney injury, AKI）为特

点，在 HFRS 发病早期可出现贫血、白细胞增多、血小板减少、血清肌酐升高、蛋

白尿和血尿等现象。典型病例病程包括：发热期、低血压休克期、少尿期、多尿期

和恢复期，其中发热、低血压休克和少尿期可发生重叠（详见表 1）[5, 11]。 

根据 HFRS 患者临床表现，将发病 8 天内的发热期、休克期以及少尿早期定义

为 HFRS 发病急性期。根据 HFRS 患者病情严重程度（发热高低、中毒症状轻重、

出血、休克和肾功能损伤严重程度）进行临床分型，包括：轻型、中型、重型和危

重型[43]。 

HFRS 临床诊断依据流行病学史、临床表现和实验室检查结果。其中，实验室检

查可明确诊断，常用的实验室检查方法包括：血清学检查、分子生物学方法和免疫

组化[4]。其中最常用的是血清学检查，应用 ELISA 检测患者血清中 HTV 特异性 IgM

或 IgG 可明确诊断。 
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表 1 HFRS 患者典型病程、临床表现和实验室检查结果 

病程 潜伏期 发热期 低血压休克期 少尿期 多尿期 恢复期 

持续时间 2-4 周 3-5 天 1-2 天 3-5 天 几周-数月 几周-数月 

症状和体征 无明显

症状和

体征 

发热 

头痛 

呕吐 

腹痛 

背痛 

视觉障碍 

低血压 

口渴 

坐立不安 

心动过速 

脉压窄小 

皮肤冰冷 

少尿 

无尿 

肾功能不全 

高血压或 

血压正常 

严重出血 

症状减轻 

尿量增加 

低血压 

肺部症状等 

肌肉无力 

缺少活力 

实验室检查  血小板减少 

白细胞增多 

CRP 升高 

血尿 

蛋白尿 

aPTT 延长 

PT 延长 

AST 增加 

低蛋白血症 

CK 升高 

尿酸升高 

镁离子减少 

血清钙减少 

电解质异常 指标恢复 

CRP, C-reactive protein, C 反应蛋白; aPPT, activated partial thromboplastin time, 活化部分凝血活酶

时间; PT, prothrombin time, 凝血酶原时间; AST, aspartate transaminase, 天冬氨酸转氨酶; CK, 

creatine kinase, 肌酸激酶. 

3 HTV 的基因组及结构蛋白特点 

HTV 是单股负链 RNA 病毒，基因组包含 3 个片段：S（small, 1.8-2.1 kb）、M

（medium, 3.7-3.8 kb）和 L（large, 6.5-6.6 kb）基因片段。每一个基因片段中间都具

有开放阅读框（open reading frame, ORF），其两侧是非编码区。3 个 ORF 分别编码

HTV 核衣壳蛋白（nucleocapsid protein, NP）、糖蛋白（glycoprotein, GP）前体（成熟

后为Gn和Gc）和RNA依赖的RNA聚合酶（RNA-dependent RNA polymerase, RdRp）

[44]。而非编码区末端具有互补核苷酸序列，可形成柄状结构，在 HTV 转录和复制中

发挥重要作用[45]。仓鼠科动物携带的 HTV-S 基因片段具有重叠的 ORF，除了编码

NP，也可编码非结构蛋白 NSs（non-structural proteins, NSs），具有微弱的拮抗干扰

素作用。S 片段编码 NSs 在布尼亚病毒目中较为常见，且多具有一定的抗干扰素作

用[46, 47]。 
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HTV 病毒颗粒多呈球形，直径范围 120-160nm，平均直径 135nm。病毒颗粒内

是由 NP 包裹基因组形成的核糖核蛋白，其外由 5nm 厚的脂质包膜围绕，脂质包膜

表面嵌有 10nm 刺突，每个刺突由 4 个 Gn 和 4 个 Gc 组成[44, 48]。病毒颗粒由超过 50%

蛋白质、20-30%脂质、7%的碳水化合物和 2%的 RNA 组成，十分稳定，室温下可存

活长达 10 天，4℃和-20℃下可存活超过 18 天[4]。 

S 片段编码的 NP 全长包含 429-433 个氨基酸，分子量约 50 kD[9, 49]。NP 在正汉

滩病毒属中高度保守，其 N 端约 100 个氨基酸，是 B 细胞抗原表位存在的主要区域，

大部分 HTV 单克隆抗体均识别、结合该区域[50]。针对 N 端的单抗或多抗血清均可

用于 Western blot，且敏感度高，表明 N 端主要含线性优势表位。已证明，aa175-aa218

和 C 端 100 个氨基酸是 RNA 结合区域。aa100-aa125 在 HTV 中高度保守，而

aa230-aa302 是高变区，此区域可能是血清型特异性抗体表位所在[51]。其中，PUUV-NP

的 aa166-aa175 是交叉反应抗原表位，而 aa251-aa260 是血清型特异性单抗识别表位

[52]。NP 来源的 T 细胞表位鉴定已有多篇报道，这也是我室重点研究方向之一。我室

现已鉴定得到 HTNV-NP 细胞毒性 T 淋巴细胞（cytotoxic T lymphocyte, CTL）9 肽表

位 24 个，其中 8 个表位的 HLA 限制性已明确鉴定[16, 22, 23]。 

M 片段转录的 GP 前体 mRNA（5’-Gn-Gc-3’）有两个信号序列，一个在 5’末端，

引导转录产物至内质网进行翻译，另一个介于 Gn 和 Gc 之间，翻译成为保守性氨基

酸残基序列（WAASA），作为切割位点，可被细胞信号肽酶识别，介导 GP 前体裂解，

成熟为 Gn 和 Gc[44]。HTV-GP 全长包含 1133~1148 个氨基酸，其中 HTNV 76-118 株

全长包含 1135 个氨基酸。未糖基化的 HTNV-Gn 和 Gc 分子量约为 64kD 和 54kD，两

者均在高尔基体内进行天门冬酰胺连接的糖基化（N-糖基化）修饰，糖基化修饰后分

子量约为 72kD 和 57kD，可在脂质包膜上形成刺突[30]。据报道，HTNV-Gn 上有 5 个

N-糖基化位点，HTNV-Gc 上有 2 个。此外，HTV-GP 上还有血凝位点，其中 Gn 上 1

个，Gc 上 6 个。Gn 和 Gc 结构相似，均由 N 端胞外域、疏水性的跨膜序列和 C 端

胞浆序列组成[53]。HTV-Gn 的 C 末端有保守的酪氨酸残基，形成免疫受体酪氨酸活

化基序（ immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ITAM ； HTNV-Gn 为

aa611-aa634），可促进 Gn 的泛素化，进而加快蛋白酶体对其降解。截断 Gn 的 C 末

端 ITAM 序列后，能够增加 Gn 稳定性，阻止其泛素化，使其半衰期延长 3 倍[54, 55]。

对 Gn 晶体结构进行解析，发现 Gn 空间构象在不同正汉坦病毒属高度保守，且 Gn
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对 pH 的变化非常敏感，pH 改变引起 Gn 空间结构变化，促进 Gc 上疏水残基和细胞

膜的融合，参与病毒穿入及病毒核酸释放[56]。HTNV-GP 可以独立介导病毒与细胞融

合，不需要 NP 和 RdRp 的参与[57, 58]。对 HTV-GP 蛋白结构及抗原性进行分析，发现

GP 上至少存在 9 个中和抗原位点，这些中和位点在病毒与的细胞融合过程中发挥着

关键作用[17, 18]。此外，HTV-GP 存在 T 细胞识别的抗原表位，可在动物体内诱导保

护性免疫应答。我们在前期研究中证实，HTNV-GP 来源的 15 肽可诱导保护性 Th 细

胞应答，其优势应答区域为 aa661-aa927，并筛选、鉴定得到 7 条 HLA-A*02 限制的

HTNV-GP 9 肽 CTL 表位，作为本研究基础[12, 30]。 

4 HTV 疫苗的研究进展 

目前 HTNV 疫苗主要包括 3 大类：HTV 灭活疫苗、HTV 基因工程疫苗和 HTV

多肽疫苗。后两者尚处于临床Ⅰ期、Ⅱ期或临床前研究阶段[59, 60]。我国 HFRS 疫苗均

为 HTV 灭活疫苗，包括单价疫苗沙鼠肾细胞灭活疫苗（Ⅰ型，甲醛灭活）、乳鼠脑纯

化灭活疫苗（Ⅰ型，甲醛灭活）、金地鼠肾细胞灭活疫苗（Ⅱ型，β-丙内酯灭活）和双

价疫苗（由沙鼠肾原代细胞、Vero-E6 细胞和金地鼠肾细胞共同制备双价疫苗，含Ⅰ

型和Ⅱ型，甲醛灭活），其中Ⅰ型为 HTNV 灭活疫苗，Ⅱ型为 SEOV 灭活疫苗[61, 62]。HTV

灭活疫苗已在流行区使用，其中单价疫苗可在 80%受试者中诱导中和抗体产生，而

双价疫苗可在约 92%受试者中诱导特异性中和抗体产生，但中和抗体持续 3-6 月后

明显下降，需 1 年后加强注射[61-64]。最新报道，Jung 等[65]对韩国流行区接种灭活 HTV

疫苗的军人群体进行病例对照研究，发现灭活疫苗的预防效果一般，其有效性

（vaccine effectiveness）校正后约为 78.7%。HTV 灭活疫苗可诱导机体产生 HTNV

和/或 SEOV 中和抗体，预防 HFRS 的发生和流行，但 HTV 灭活疫苗刺激机体产生

的中和抗体滴度往往不高，而且诱导产生的细胞免疫应答作用相对较弱[30]，部分人

群接种疫苗后仍感染病毒诱发 HFRS。因此，仍需进一步研制更为有效的新型 HTV

疫苗。 

基因工程疫苗包括基因工程亚单位疫苗、基因工程载体疫苗、核酸疫苗和基因

缺失活疫苗等。目前 HTV 基因工程疫苗的研究主要集中于基因工程亚单位疫苗、基

因工程载体疫苗和核酸疫苗[60, 66-71]。基因工程亚单位疫苗主要是指将体外表达纯化

的蛋白抗原作为疫苗。HTV 结构蛋白 GP 和 NP 具有免疫原性，体外表达 HTV 单个
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结构蛋白抗原分子或表达融合蛋白，纯化后作疫苗可诱导机体产生免疫应答。Li 等[71]

利用原核表达载体表达热休克蛋白 70（heat shock protein 70, HSP70）-NP 融合蛋白，

免疫小鼠后可显著增强适应性免疫应答。Cheng 等[72]表达嵌合 HTNV 样病毒颗粒（包

含 HTNV-NP、GP、GM-CSF 和 CD40L）免疫小鼠，显著增强小鼠机体抗 HTNV 感

染作用。基因工程载体疫苗是利用微生物（如慢病毒、腺病毒和牛痘病毒等）作为

载体，将保护性抗原基因重组到微生物基因组中，使其能够在机体内表达保护性抗

原，诱导保护性免疫应答，其优点在于用量少、载体本身可作为佐剂增强免疫应答，

而缺点在于已对载体已免疫的个体免疫效果差。Yu 等[67]利用慢病毒构建 HTNV-GP

表达载体 rLV-M，在小鼠体内诱导保护性免疫应答，且中和抗体滴度高于 HFRS 灭

活疫苗组。Cheng 等[25]利用腺病毒融合 HSP70 C 末端基因、HTNV-Gn 基因和 0.7 kb 

HTNV-NP 基因片段，构建 rAd-GnS0.7-pCAG-HSP70C 表达载体，可加强 HTNV-Gn

免疫原性，增强小鼠抗 HTNV 感染免疫应答。 

核酸疫苗即 DNA 疫苗，是将一种或多种目的抗原基因克隆到真核质粒表达载体，

接种机体后在细胞中表达目的抗原。其优点在于易制备和保存，并可构建含多个优

势抗原的多价疫苗或联合抗原提呈相关蛋白基因增强免疫应答，缺点在于可能诱导

抗核酸抗体和发生外源性核酸整合。Schmaljohn 等[60]利用 pWRG7077 质粒作为载体，

构建表达HTNV-GP的DNA疫苗，成功在小鼠体内诱导HTNV中和抗体的产生。Jiang

等 [63] 利 用 pVAX 质 粒 ， 融 合 HTNV-GP 基 因 和 溶 酶 体 相 关 膜 蛋 白 1

（lysosomal-associated membrane protein 1, LAMP1)基因构建 DNA 疫苗，在小鼠体内

诱导产生更为长效的免疫保护。而 Hooper 等[70]研究发现，HTNV-GP DNA 疫苗不仅

可以在小鼠体内诱导高滴度中和抗体，也可在非灵长类动物恒河猴中诱导高滴度中

和抗体抵抗 HTNV 感染。临床研究中，部分 HTV 基因工程载体疫苗和核酸疫苗虽能

诱导个体产生高滴度中和抗体，但整体血清阳转率较低，约 50%[59]。Hooper 等[73]

通过肌肉电穿孔方式，混合 PUUV 和 HTNV-GP DNA 疫苗进行免疫，在 80%（7/9）

患者体内成功诱导中和抗体产生，且受试者无毒副反应，提示可尝试不同免疫途径

改善疫苗免疫效果。 

多肽疫苗具有特异性强、安全性高和容易保存等优点，并可利用多抗原表位的

线性串联、MAP 空间模式、脂肽模式和表位基因重组方式进行优化，增强疫苗的免

疫效果[74]。猫来源的过敏原多肽免疫机体，成功诱导调节性 T 细胞的产生，形成免
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疫耐受，并已进入临床Ⅱ期试验[75]。利用髓磷脂来源的表位诱导调节性 CD8+T 细胞，

可抑制小鼠自身免疫性脑脊髓炎[76]。动物实验中，靶向血管紧张素Ⅱ的多肽疫苗应用

于高血压和心力衰竭的预防和治疗已取得一定疗效，利用载脂蛋白 B100 来源的多肽

诱导特异性 CTL 应答可减轻动脉粥样硬化的形成[77, 78]。肿瘤优势表位疫苗联合其它

免疫策略，如纳米圆盘（Nanodiscs），显著增强了抗肿瘤 T 细胞应答的特异性和安全

性[79-85]。近年来，利用多肽疫苗诱导特异性 CTL 应答，抗登革热病毒（dengue virus, 

DENV）、流感病毒及人类Ⅰ型 T 细胞白血病病毒（human T cell leukemia virus type 1, 

HTLV-1）等病毒感染取得一定进展[86-90]。我们在前期研究中，筛选得到了 HLA-A*02

限制的 HTNV-NP CTL 表位 FA9（FVVPILLKA, FA9），并已证实 FA9 表位免疫可在

HLA-A2.1/Kb转基因小鼠体内诱导特异性 CTL 应答，发挥抗 HTNV 感染作用[16, 23]，

为设计安全、有效的 HTNV 多肽疫苗打下基础。 

 

第二部分 HTV CTL 表位鉴定及 CTL 功能研究进展 

1 HTV 结构蛋白 CTL 表位研究进展 

病毒特异性 CTL 应答在抗病毒免疫中发挥着重要作用，且与病情的发生、发展

及预后关系密切。目前关于 HTNV 特异性 CTL 应答的研究大多集中在 HTNV 核蛋

白 CTL 表位的鉴定及其特异性免疫应答功能研究。我室在前期工作中鉴定得 24 个

HTNV-NP CTL 表位，其中 8 个 HTNV-NP CTL 表位的 HLA 限制性明确鉴定，分别

是 HLA-A*02 限制性 9 肽 aa129-aa137（FVVPILLKA），HLA-A*11 限制性 9 肽

aa197-aa205（RYRTAVCGL），HLA-A*24 限制性 9 肽 aa245-aa253 （KLLPDTAAV），

HLA-B*07 限制性 9 肽 aa258-aa266（GPATNRDYL），HLA-A*33 限制性 9 肽

aa167-aa175（DVNGIRKPK）和 aa277-aa285（ETKESKAIR），以及 HLA-B*35 限制

性 9 肽 aa131-aa139（VPILLKALY）和 aa247-aa255（LPDTAAVSL）[16, 22, 23]。此外，

SNV 和 PUUV-NP 特异性 CTL 表位也有报道。包括 HLA-B*35 限制性 SNV-NP 9 肽

aa131-aa139 （ LPIILKALY ）， HLA-Cw*07 限制性 SNV-NP 9 肽 aa234-aa242

（ERIDDFLAA），HLA-B*07/B*08限制性PUUV-NP 9肽 aa173-aa181（RPKHLYVSM），

HLA-B*08 限制性 PUUV-NP 9 肽 aa243-aa251（ECOFIKPEV）和 HLA-A*02 限制性

PUUV-NP 9 肽 aa204-aa212（GLFPTQIQV）[91, 92]。Sankar 等[93]利用生物信息技术，
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分析得到 1 条 CTL 9 肽表位 MRNTIMASK，此表位在正汉坦病毒属 HTNV、DOBV、

SEOV、AMRV（Amur virus）和 GOUV（Gou virus）中高度保守，预测其具有 HLA-B*27

限制性、强抗原性、侧翼蛋白酶体切割位点和抗原加工相关转运物结合活性，但尚

未实验证实。 

在以往对 HTV-GP 特异性 CTL 细胞表位的研究中，研究者已经鉴定得到

PUUV-Gc 来源的 HLA-A*24 限制性 CTL 表位 aa731-aa939（HWMDATFNL）[19]，

ANDV-Gn 来源的 HLA-B*35 限制性 CTL 表位 aa465-aa473（LMPDVAHSL）[27]，以

及 SNV-Gc 来源的 HLA-B*35 限制性 CTL 表位 aa664-aa673（TAHGVGIIPM）和

aa746-aa755（YPWQTAKCFF）[26]。但关于 HTNV-GP 来源的 CTL 表位鉴定研究报

道极少。Ma 等 [94]鉴定得到了 H-2Kb 限制的 HTNV-GP CTL 表位 aa456-aa463

（ITSLFSLL），并证实其可在小鼠体内诱导特异性 CTL 应答，参与机体抗 HTNV 感

染。本课题组前期研究中，利用 T2 细胞结合试验和四聚体（tetramer）染色筛选、

鉴定得到了 7 条 HLA-A*02 限制的 HTNV-GP CTL 表位。有趣的是，Liepe 等[95]报道

称，蛋白酶体降解、拼接形成的多肽约占整个 HLA-Ⅰ类分子免疫多肽组

（immunopeptidome）的 1/3，对拼接多肽进行分析，有助于感染疾病的预防和肿瘤

的治疗。 

2 HTV 及其他急性病毒感染中特异性 CTL 功能研究进展 

普遍认为，T 细胞免疫应答在 HTV 感染中发挥双刃剑作用：一方面发挥免疫保

护作用，清除胞内病毒；另一方面过度激活，杀伤靶细胞，释放大量炎性因子引起

免疫病理损伤[5, 96]。在 HFRS 患者的肾小管细胞中，CTL 被募集攻击肾小管组织，

可能与上皮细胞渗漏、损伤相关，并参与急性肾损伤。然而，HFRS 患者组织切片中

并未发现明显的细胞病变。研究发现，ANDV 和 HTNV 可通过 NP 抑制凋亡相关蛋

白酶，保护感染的内皮细胞和上皮细胞，这或许可解释这一矛盾现象[9]。Kilpatrick

等[26]发现，重型 HCPS 患者急性期 SNV 表位特异性 CTL 频率显著高于中型 HCPS

患者，提示 CTL 在 HCPS 中发挥病理损伤作用。而我们前期研究发现，轻型/中型急

性期 HFRS 患者辅助性 T 淋巴细胞（helper T lymphocyte, Th）应答和 CTL 应答频率、

强度和宽度均显著高于重型/危重型 HFRS 患者，提示 T 细胞免疫应答在 HTNV 感染

型 HFRS 患者发病早期发挥抗病毒保护作用[12, 14-16]。Wang[97]等发现，重型/危重型
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HFRS 患者发病早期，PBMC 中 HTNV 特异性 CTL 功能受损，表明疾病早期 CTL

应答失能可能是引起 HFRS 病情加重的主要原因，功能正常的 CTL 在早期发挥抗病

毒用，控制病毒感染数量，可减轻病情。Koivula 等[98]发现，HFRS 患者急性期调节

性 T 细胞（regulatory T cell, Treg）功能活跃程度与病情正相关，提示 Treg 早期抑制

适应性免疫应答对病毒的清除，可能加重病情，也说明了早期 CTL 应答对减轻患者

病情的重要性。小鼠 HTNV 感染模型中，高滴度 HTNV 中和抗体不能完全终止病毒

感染，而过继转移 HTNV 特异性 CTL 后，血清 HTNV-NP 消失，表明 HTNV 特异性

CTL 是清除胞内 HTNV 感染的主要效应细胞[17, 18]。近期，我们利用 HLA-A2.1/Kb

转基因小鼠进行 HTNV 攻毒实验，证明 HLA-A*02 限制的 HTNV-NP FA9 表位可诱

导特异性 CTL 分泌 IFN-γ、TNF-α 和颗粒酶 B，抗 HTNV 感染[23]。 

研究报道，不同株、不同种属病毒间存在交叉反应的表位特异性 CTL，可抗多

种病毒感染。Valkenburg 等[99]发现，利用较为保守的甲型流感病毒（influenza A virus, 

IAV）蛋白来源的 HLA-A*02 限制性多肽免疫 HLA-A2.1/Kb 转基因小鼠，可对不同

IAV 株产生保护性免疫应答，这可能是 TCR 识别个别位点突变的多肽片段后，诱导

自身 α、β 亚基做出一定程度的适应性改变引起。Sridhar 等[100]发现，交叉反应性 CTL

可降低流感流行的风险。此外，寨卡病毒（Zika virus, ZIKV)）和 DENV 感染模型中，

也发现了交叉反应的表位特异性 CTL，并证实其具有免疫保护作用[90, 101]。早期研究

中，Hooper 等[70]利用 HTNV-GP 基因构建 DNA 疫苗免疫小鼠，发现 HTNV-GP DNA

疫苗在诱导抗 HTNV 感染的同时，还可诱导小鼠产生抗 SEOV 和 DOBV 感染免疫应

答，提示 HTV 可能诱导交叉反应性 CTL 应答。 

记忆性 CTL 具有效应 CTL 特点，再次识别抗原表位后可快速活化，发挥杀伤功

能，同时又兼具初始 T 细胞的特点，即具有多潜能性，并可在淋巴结、脾脏等外周

淋巴组织和血液间循环[102]。最新研究发现，效应 CTL 分化过程中转录活跃，其中对

核糖体蛋白转录本转录的调控可能是记忆 CTL 的形成的关键[103]。Akondy 等[104]利用

氘标记 CD8+T 细胞后进行长期示踪研究，发现黄热病毒（yellow fever virus, YFV）

减毒活疫苗免疫个体中存在 HLA-A*02 限制的 NS4B 表位特异性记忆 CTL

（CD45RA+CCR7+CD28++CD127++），这些记忆 CTL 在首次免疫的两周内活跃分裂，

并可存活至少 1-2 年。进一步分析发现，记忆 CTL 虽然不表达颗粒酶 B 等杀伤介质，

但表观遗传分析结果显示其杀伤功能相关基因处于开放状态，这或许能够解释记忆
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CTL 在病原体侵入机体时为何能快速反应、杀伤靶细胞。在 PUUV 和 HTNV 感染

个体中发现病毒特异性记忆 CTL，且多年后仍持续存在，提示 CTL 应答对于预防

HTV 再次感染具有重要意义[19-21]。Kilpatrick 等[26]研究发现，在 SNV 感染早期，HCPS

患者血液中 SNV-Gc 表位特异性 CTL 频率显著高于 SNV-NP 表位特异性 CTL 频率。

Tobias 等[27]研究发现，与 ANDV-NP 和 Gc 表位比较，ANDV-Gn 表位作为优势表位

诱导特异性 CTL 应答。在 ANDV 感染后 13 年间，ANDV-NP 表位特异性 CTL 应答

逐渐减弱至消失，而 ANDV-Gn 表位特异性 CTL 应答持续存在。以上研究结果表明

HTV-GP 可作为优势蛋白在 HTV 感染早期诱导特异性 CTL 应答，且部分 GP 表位诱

导的特异性 CTL 具有记忆性和长寿特征，可能参与机体抗 HTV 再次感染。因此，

搞清 CTL 应答所针对的 HTNV-GP 抗原表位，探究 HTNV-GP 表位特异性 CTL 应答

规律，对预防 HFRS 以及新型 HTNV 多肽疫苗的设计意义重大。 

 

第三部分 CTL 表位鉴定及特异性 CTL 功能研究方法 

CTL 表位鉴定及特异性 CTL 功能体外研究方法包括：tetramer 染色、酶联免疫

斑点实验（ enzyme-linked immunospot assay, ELISPOT）和胞内细胞因子染色

（intracellular cytokine staining, ICS）等。新近出现一种检测技术 CaFlux，可在单细

胞水平检测激活但尚未分泌杀伤介质的 CTL，灵敏度高[105]。而 HLA 转基因小鼠则

是评价 HLA 限制性多肽体内免疫保护效果最常用的动物模型。 

1 Tetramer 染色 

单体 MHC/抗原肽复合物和 TCR 亲和力低，不能直接用于表位特异性 CTL 的检

测。利用半胱氨酸的巯基与生物素的结合，将 1 个荧光标记的链亲和素与 4 个生物

素标记的 MHC/抗原肽复合物偶联，形成 MHC/抗原肽-tetramer。Tetramer 极大提高

MHC/抗原肽稳定性及其与 TCR 的亲合力，在与 TCR 结合后，可通过流式细胞仪进

行检测。现已广泛应用于 T 细胞表位 MHC 限制性的分析，表位特异性 CTL 的检测

及其表型分析、分离和克隆等[106, 107]。近期，Nauerth 等[108]建立一种基于流式细胞术

的 TCR-ligand-koff-rate 技术，它结合传统 tetramer 染色技术，可对不同亲合力的 CTL

进行分析。Bentzen 等[109]利用个体 DNA 条形码（DNA barcode）标记 MHC/抗原肽

-tetramer 库，在个体单样本中进行高通量筛选，可分析个体在疾病及正常状态下，
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1000 多种表位特异性 CTL 的变化情况。 

2 ELISPOT 技术 

ELISPOT 是基于酶促反应放大效应的免疫学检测技术。该技术原型可追溯到

1978 年牛津大学 Don Mason 教授开发的“胶片上的斑点技术”。5 年后，由 Sedgwich

和 Czerkinsky 真正创立。其原理是将目的抗原的抗体包被在固体基板上，结合样品

细胞分泌的抗原，再用酶标抗体检测固体基本上的抗原，通过底物显色检测斑点形

成细胞（spot-forming cell, SFC）。也可采用生物素标记的抗体和酶联链亲和素放大显

色反应。其优点是能在单细胞水平检测细胞分泌功能[107]。 

3 ICS 

ICS 是基于流式细胞术的检测单细胞细胞因子表达水平的实验方法。其原理是利

用蛋白转运抑制剂阻断表达蛋白的分泌，并用目的蛋白抗体标记后进行检测。其最

大优点在于可对细胞表面标志进行染色，分析不同细胞或细胞亚群中表达目的蛋白

细胞的百分比，以及通过平均荧光强度分析目的蛋白表达水平[110]。 

4 CaFlux 检测技术 

T 细胞激活过程中，胞内 Ca2+浓度增加，可作为 T 细胞激活的标志。且 Ca2+浓

度的变化发生较早，在 T 细胞尚未分化、发挥效应之前即出现。近期，Nadia 研究团

队开发了一种新的检测技术 CaFlux。研究者利用钙依赖的荧光蛋白标记 CTL，在荧

光显微镜实时、动态地观察多肽刺激下单个 CTL胞内 Ca2+的变化，通过分析胞内 Ca2+

信号的变化，评估单个 CTL 应答状态[105]。相同条件下，利用 CaFlux 和 ELISPOT 技

术检测特异性 CTL，前者检测的特异性 CTL 频率约后者 2 倍。 

5 HLA 转基因小鼠 

HLA 转基因小鼠，是将小鼠 H-2 基因抗原肽结合结构域的编码区替换为 HLA

基因抗原肽结合结构域的编码区，其余基因序列不变，使得转基因小鼠可以提呈 HLA

限制的多肽，模拟人体适应性免疫应答的过程。其中，HLA-A2.1/Kb 转基因小鼠是将

C57BL/6 小鼠 H-2Kb基因的 α1 和 α2 结构域编码区替换为 HLA-A*0201 基因的 α1 和

α2 结构域编码区，H-2Kb 的 α3 结构域不变，使得人源化的小鼠 H-2Kb 分子在结合



空军军医大学硕士学位论文 

-21- 

HLA-A*0201 限制性多肽的同时，又可与小鼠 TCR 共受体 CD8 分子结合，模拟人体

CTL 应答。现已广泛用于病毒疫苗和肿瘤疫苗体内免疫效果的评价[23, 85, 99, 101, 111-115]。

此外，HLA-B*0702、HLA-A*0101 和 HLA-DR4 等转基因小鼠也有应用，并可在 HLA

转基因小鼠基础上联合固有免疫应答相关基因缺陷，如联合 IFN-α/β 受体基因缺陷，

降低固有免疫应答的影响，评价疫苗诱导的适应性免疫应答保护作用[90, 101, 112]。 
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正    文 

 

第一部分 HLA-A*02 限制性 HTNV-GP CTL

表位可诱导 HFRS 患者保护性免疫应答 
 

实验一 HFRS 患者急性期 PBMC 中

HLA-A*02 限制的 HTNV-GP 表位特异性  

CTL 频率与 HFRS 病情相关 
 

前期研究中，我们利用 SYFPEITHI 和 BIMAS （The Bioinformatics and Molecular 

Analysis Section）数据库对 HTNV 76-118 株 GP 序列中可能由 HLA-A*0201 限制的

CTL 9 肽表位进行预测，得到了 34 条候选 9 肽。随后利用 T2 细胞结合试验，从 34

条候选 9 肽筛选得到了 7 条 HLA-A*0201 高亲和力 9 肽，并成功合成 HLA-A*0201/9

肽-tetramer。利用PE标记的HLA-A*0201/9肽-tetramer进行染色，在HLA-A*02+ HFRS

患者 PBMC 中检测到 7 条 HLA-A*02 限制的 HTNV-GP 表位特异性 CTL[30]。本研究

在此基础上，进一步扩大 HLA-A*02+ HFRS 患者急性期 PBMC 样本量，并增加

HLA-A*02+健康个体作为正常对照。检测 PBMC 中 HLA-A*02 限制的 HTNV-GP 表

位特异性 CTL 频率，分析其与 HFRS 病情的关系，从而判断 HTNV-GP 表位特异性

CTL 应答在 HFRS 患者中是否具免疫保护作用。 

1 材料 

1.1 HFRS 患者知情同意、样本采集及患者资料 

45 例 HLA-A*02+ HFRS 患者均为本校唐都医院传染科住院病人（2013 年-2016

年）。住院期间，经血清学检测 HTNV 特异性 IgM 或 IgG 抗体阳性确诊。无 HFRS

病史，且血清学检测 HTNV 特异性 IgM 或 IgG 阴性的 10 名 HLA-A*02+健康个体作

为正常对照（normal control, NC），NC 样本采集自我校西京输血科。该研究经第四

http://www.syfpeithi.de/0-Home.htm
https://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind/
https://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind/
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军医大学伦理审查委员会批准，每一个研究对象均在样本采集前签署了知情同意书。

根据HFRS患者临床表现，将发病 8天内的发热期、休克期以及少尿早期定义为 HFRS

发病急性期。采集急性期患者全血样本一份用于实验。根据病情严重程度，将 HFRS

患者划分为轻型、中型、重型和危重型。HFRS 患者临床基本信息详见表 1-1。 

表 1-1 HFRS 患者临床基本信息 

 轻型/中型 重型/危重型 

病人数 22 23 

年龄 （岁） 40(23-58) 46(37-62) 

男性/女性 17/5 20/3 

急性期临床指标 

白细胞计数最大值（×109/L） 
8.35 

(6.22-16.04) 

13.79 

(9.30-24.16) 

血小板计数最小值（×109/L） 
60 

(47-93) 

33 

(13-46) 

尿素氮最大值（mmol/L） 
6.58 

(5.32-16.51) 

22.40 

(14.38-31.45) 

肌酐最大值（μmol/L） 
115.00 

(79.00-312.70) 

343.20 

(183.00-412.00) 

注：各参数值均用中位数及相应四分位数间距表示 

1.2 定制 HLA-A*0201/9 肽-tetramer 

定制 PE（fluorescein phycoerythrin）标记的 HLA-A*0201/9 肽-tetramer（中国北

京旷博生物技术股份公司），其中 9 肽详细信息见表 1-2[30]。 

表 1-2 数据库预测及 T2 细胞结合试验筛选的 HLA*0201 高亲和力 HTNV-GP 9 肽 

GP 氨基酸序列 缩写 氨基酸位置 
SYFPEITHI  BIMAS 

 

T2 细胞结合

试验 

排序 分值  排序 分值 FI 

VLIEGKCFV VFV9 179-187 5 27  1 2666.3  1.31 

VMASLVWPV VV9 8-16 8 26  2 1473.1  3.67 

SLFSLLPGV SV9 458-466 7 27  3 1006.2  1.23 

SLTECPTFL SL9 996-1004 2 30  5 591.9  2.35 

FLLVLESIL FL9 635-643 32 23  6 481.7  1.13 

LIWTGMIDL LL9 358-366 22 24  13 149.1  2.55 

VIGQCIYTI VI9 448-456 27 23  18 95.3  1.50 
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FI（fluorescence index）指荧光指数 

FI = (T2 细胞加载肽平均荧光强度-未加载肽平均荧光强度) / (T2 细胞未加载肽平均荧光强度)  

FI ≥ 1 代表高亲和力 9 肽 

1.3 试剂 

名称 公司 

人淋巴细胞分离液 达科为 

小鼠抗人 HLA-A*02-PE 抗体及同型对照 BioLegend 

小鼠抗人 CD3-FITC 抗体及同型对照 BioLegend 

小鼠抗人 CD8-PerCP-Cy5.5 抗体及同型对照 BioLegend 

RPMI 1640 无血清培养基 Gibco 

PBS 片 MP Biomedicals 

1.4 仪器 

名称 公司 

电子天平 Sartorius 

超纯水制备仪 MilLipore 

台式离心机 Eppendorf 

流式细胞仪 BD 

2 方法 

2.1 分离 HFRS 患者和正常人 PBMC 

1) 10ml EDTA 抗凝采血管采集住院患者和正常人外周静脉血 。 

2) 将全血用等体积 RPMI 1640 无血清培养基稀释、混匀。 

3) 在 15 ml 离心管中加入约 6 ml 人淋巴细胞分离液。 

4) 用弯头滴管吸取稀释的样本，缓慢加入人淋巴细胞分离液表面，操作轻柔防止破

坏分离界面（加入样本与淋巴细胞分离液体积比约 1:1）。 

5) 750 g 室温离心 30 min。 

6) 吸取中间白膜层（PBMC）至装有约 45 ml RPMI 1640 无血清培养基的 50 ml 离

心管中，吹打混匀，细胞计数。 

7) 250g 室温离心 5min，倒掉上清（洗去血小板）。 
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2.2 流式细胞术筛选 HLA-A*02 阳性样本  

1) 取约 1×105 PBMC 于流式管中。 

2) 加入 2 ml 流式洗涤液（含 5% FBS 和 0.2%NaN3的 PBS 缓冲液）重悬，250 g 室

温离心 5 min 。 

3) 倒掉上清，加入 5 μl HLA-A*02-PE 抗体，同时于另一管中加入相应同型对照抗

体作为阴性对照，4℃孵育 30 min。 

4) 同步骤 2)，洗涤 2 次。加入约 300 μl 流式洗涤液，流式细胞仪检测。 

5) HLA-A*02 阳性 PBMC 用于后续实验。 

2.3 Tetramer 染色检测 HFRS 患者 PBMC 中 HTNV-GP 表位特异性 CTL 频率 

1) 取 HLA-A*02 阳性的 PBMC，每支实验管中加入 3×106~5×106个 PBMC。 

2) 加入约 2 ml 流式洗涤液重悬，250 g 室温离心 5 min，弃去上清，涡旋混匀。 

3) 取出 HLA-A*0201/9 肽-tetramer，低温 14,000 g 离心 5 min，取上清。 

4) 每支实验管加入 10 μl HLA-A*0201/9 肽-tetramer，室温避光孵育 10 min。 

5) 同时设置同型对照管，取约 5×105 个 PBMC，流式洗涤液洗涤后加入同型对照

抗体。 

6) 流式洗涤液洗涤 2 次（方法同步骤 2），加入小鼠抗人 CD3-FITC 抗体和小鼠抗人

CD8-PerCP-Cy5.5 抗体，4℃避光孵育 30 min。 

7) 流式洗涤液洗涤 2 次（方法同步骤 2），弃上清，加入约 300 μl 流式洗涤液，涡

旋混匀细胞。 

8) 流式细胞仪检测，收集至少 1×106 个细胞，CD3+CD8+tetramer+ T 细胞即为

HLA-A*02 限制的 HTNV-GP 表位特异性 CTL。 

2.4 统计方法 

1) 应用 FlowJo X 软件对 tetramer 染色结果进行分析，首先以 CD3-FITC 及 SSC 设

门，圈出 CD3+T 细胞。再以同型对照设门，分析 tetramer-PE 和 CD8-PerCP-Cy5.5

双阳性细胞的频率。 

2) 应用 GraphPad Prism 6 软件对数据进行统计学分析。两组间频率的比较采用非参

数 Mann–Whitney U 检验。7 条 HTNV-GP 表位特异性 CTL 频率用中位数及相应

四分位数间距（interquartile range, IQR）表示。双侧 p 值< 0.05 具有统计学意义。 
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3) 以 HFRS 血清学诊断为金标准，利用 GraphPad Prism 6 软件绘制受试者工作特征

曲线（receiver operating characteristic curve, ROC），选取阳性似然比最大值处的

CTL 频率作为截断值，分析 7 种 tetramer 染色的灵敏度和特异度。 

3 结果 

3.1 轻型/中型 HFRS 患者急性期 PBMC 中 HLA-A*02 限制的 HTNV-GP 表位特异

性 CTL 频率高于重型/危重型患者 

前期研究中，我们利用 HLA-A*0201/9 肽-tetramer 检测到 HFRS 患者 PBMC 中 7

条 HLA-A*02 限制的 HTNV-GP 表位特异性 CTL（图 1-1A）[30]。本研究在此基础上，

扩大了 HLA-A*02+ HFRS 患者急性期外周血样本量，并增加了 10 个 HLA-A*02+健

康个体PBMC作为正常对照。轻型/中型HFRS患者PBMC中，VFV9（VLIEGKCFV）、

VV9（VMASLVWPV）、SV9（SLFSLLPGV）、SL9（SLTECPTFL）、FL9（FLLVLESIL）、

LL9（LIWTGMIDL）和 VI9（VIGQCIYTI）表位特异性 CTL 频率分别为 0.17% 

(0.10%-0.47%)、0.21% (0.13%-0.68%)、0.15% (0.13%-0.30%)、0.37% (0.25%-0.43%)、

0.20% (0.11%-0.52%)、0.38% (0.20%-0.45%)和 0.42% (0.27%-0.48%)；重型/危重型

HFRS 患者 PBMC 中，VFV9、VV9、SV9、SL9、FL9、LL9 和 VI9 表位特异性 CTL

频率分别为 0.07% (0.05%-0.24%)、0.08% (0.05%-0.21%)、0.13% (0.05%-0.16%)、0.22% 

(0.13%-0.30%)、0.11% (0.07%-0.14%)、0.24% (0.18%-0.30%) 和 0.27% (0.14%-0.38%)；

正常对照 PBMC 中，VFV9、VV9、SV9、SL9、FL9、LL9 和 VI9 表位特异性 CTL

频率分别为 0.05% (0.03%-0.09%)、0.03% (0.02%-0.08%)、0.06% (0.03%-0.09%)、0.11% 

(0.09%-0.19%)、0.09% (0.05%-0.10%)、0.07% (0.04%-0.08%)和 0.07% (0.06%-0.09%) 。

结果显示，急性期轻型/中型 HFRS 患者 PBMC 中，7 条 HTNV-GP 表位特异性 CTL

频率显著高于急性期重型/危重型患者和正常对照（p < 0.05，图 1-1B），提示 7 条

HTNV-GP 表位可能在 HFRS 患者疾病早期诱导保护性 CTL 应答。轻型/中型 HFRS

患者 PBMC 中 VV9、SL9、LL9 和 VI9 表位特异性 CTL 频率高于 VFV9、SV9、FL9

表位特异性 CTL 频率，且重型/危重型 HFRS 患者 PBMC 中，VV9、SL9、LL9 和 VI9

表位特异性 CTL 频率显著高于正常对照（p < 0.05，图 1-1B），而 VFV9、SV9、FL9

表位特异性 CTL 频率与正常对照无显著差异，提示 VV9、SL9、LL9 和 VI9 表位可

能具有较强的刺激特异性 CTL 增殖的能力。 
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图 1-1 Tetramer 检测 HFRS 患者 PBMC 中 HTNV-GP 表位特异性效应 CTL 频率 

（A）同一 HFRS 病人及 NC PBMC 中 HTNV-GP 表位特异性 CTL 频率。（B）不同病情 HFRS

患者急性期及 NC PBMC 中 HTNV-GP 表位特异性 CTL 频率的比较。M/M（mild/moderate）表示

轻型/中型患者，S/C（severe/critical）表示重型/危重型患者，NC（normal control）表示正常对照。

*表示 p < 0.05，**表示 p < 0.01，***表示 p < 0.001，****表示 p < 0.0001，ns 表示无统计学意义。 

3.2 HLA-A*0201/LL9-和 HLA-A*0201/VI9-tetramer 染色具有高灵敏度和特异度 

以 HFRS 血清学诊断作为金标准，根据 ROC 曲线结果选取各 tetramer 染色的截

断值，并计算分析 7 种 tetramer 染色的灵敏度和特异度（详见表 1-3）。结果显示，

以 0.09%作为截断值时，HLA-A*0201/LL9-tetramer 染色具有 100%敏感度和 90.0%特
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异度；以 0.11%作为截断值时，HLA-A*0201/VI9-tetramer 染色具有 96.0%敏感度和

90.0%特异度。 

表 1-3 Tetramer 染色灵敏度和特异度分析 

血清学 阳性 阴性 

A. HLA-A*0201/VFV9-tetramer 

阳性 15 1 

阴性 11 9 

截断值 = 0.11% 灵敏度 = 57.7% 特异度 = 90.0% 

灵敏度和特异度的 95%置信区间分别为(36.9%, 76.7%)和(55.5%, 99.8%) 

B. HLA-A*0201/VV9-tetramer 

阳性 22 4 

阴性 2 6 

截断值= 0.04% 灵敏度 = 91.7% 特异度= 60.0% 

灵敏度和特异度的 95%置信区间分别为(73.0%, 99.0%) 和 (26.2%, 87.8%) 

C. HLA-A*0201/SV9-tetramer 

阳性 16 1 

阴性 11 9 

截断值 = 0.14% 灵敏度 = 59.3% 特异度 = 90.0% 

灵敏度和特异度的 95%置信区间分别为（38.8%, 77.6%) 和（55.5%, 99.8%） 

D. HLA-A*0201/SL9-tetramer 

阳性 18 1 

阴性 7 9 

截断值 = 0.19% 敏感度 = 72.0% 特异度 = 90.0% 

灵敏度和特异度的 95%置信区间分别为(50.6%, 87.9%)和(55.5%, 99.8%) 

E. HLA-A*0201/FL9-tetramer 

阳性 18 1 

阴性 7 9 

截断值 = 0.10% 敏感度 = 72.0% 特异度 = 90.0% 

灵敏度和特异度的 95%置信区间分别为(50.6%, 87.9%) 和 (55.5%, 99.8%) 

F. HLA-A*0201/LL9-tetramer 

阳性 25 1 

阴性 0 9 

截断值 = 0.09% 敏感度 = 100% 特异度 = 90.0% 

灵敏度和特异度的 95%置信区间分别为(86.3%, 100%) 和 (55.5%, 99.6%) 

G. HLA-A*0201/VI9-tetramer 

阳性 24 1 

阴性 1 9 

截断值 = 0.11% 灵敏度 = 96.0% 特异度 = 90.0% 

灵敏度和特异度的 95%置信区间分别为(79.7%, 99.9%) 和 (55.5%, 99.8%) 
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4 讨论 

我们在前期研究工作中，系统鉴定了 HTNV-GP Th 表位，并证实 HTNV-GP 表

位特异性 Th 细胞可能通过多种途径在 HFRS 病程中发挥抗病毒的作用[12]。病毒特异

性 CTL 应答在抗病毒免疫中也发挥着重要作用，且与病情的发生、发展及预后关系

密切。目前关于 HTNV 特异性 CTL 应答的研究大多集中在 HTNV-NP CTL 表位的鉴

定及其特异性免疫应答功能研究，而 HTNV-GP CTL 表位的研究寥寥无几，且

HTNV-GP 表位特异性 CTL 应答与 HFRS 患者病情的关系尚无报道。因此，研究

HTNV-GP CTL 表位及其功能对全面认识 HTNV 感染后 CTL 应答规律及免疫保护

作用具有重要意义。中国人群 HLA-A*02 等位基因分布最广、频率最高（约 30.0%），

研究 HLA-A*02 限制性 CTL 表位，对于设计我国人群更为特异、有效的疫苗具有更

高参考价值。 

本研究利用 tetramer 染色，在急性期 HLA-A*02+ HFRS 患者 PBMC 中检测到 7

条 HLA-A*02 限制的 HTNV-GP 表位特异性 CTL，证实 HLA-A*02/9 肽复合物可被

HFRS 患者 PBMC 中 CTL 识别结合，提示 HLA-A*02+ HFRS 患者病毒感染细胞提呈

上述HTNV-GP 9肽可作为CTL应答的靶细胞。值得注意的是，急性期轻型/中型HFRS

患者 PBMC中 HTNV-GP表位特异性CTL频率高于重型/危重型患者，提示 HTNV-GP

表位特异性 CTL 可能在 HTNV 感染早期发挥免疫保护作用。HFRS 患者中 HTNV-GP

表位特异性 CTL 频率低于 0.1%（接近正常对照水平）多为重型/危重型患者，提示

在HTNV感染早期，HTNV-GP表位特异性CTL频率较低者更易发展为严重的HFRS。

这与我们前期关于HTNV-NP CTL表位的研究结果吻合，轻型/中型 HFRS患者 PBMC

中 HTNV-NP 表位特异性 CTL 频率显著高于重型/危重型患者[15, 16]。Wang 等[97]同样

发现，HTNV 特异性 CTL 应答与免疫保护相关。其它一些研究结果亦表明，HTV 特

异性细胞免疫应答在 HTV 感染过程中发挥免疫保护作用。在仓鼠 ANDV 和 SNV 感

染模型中，研究者证实仓鼠 HCPS 样免疫病理损伤主要由激活的固有免疫应答细胞

（单核/巨噬细胞、中性粒细胞或内皮细胞等）导致，而 T 细胞免疫应答主要发挥免

疫保护作用，可降低仓鼠病理损伤[55]。 

而 Kilpatrick 等[26]鉴定出 3 个 HLA-B*35 限制的 SNV CTL 表位，并发现重型

HCPS 患者 SNV 表位特异性 CTL 频率显著高于中型 HCPS 患者。CTL 应答可发挥
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免疫保护作用清除胞内病毒，同时 CTL 过度激活杀伤靶细胞、释放炎性因子也可引

起免疫病理损伤。CTL 应答免疫保护和免疫损伤平衡点受多方面影响，其中 HLA 等

位基因限制性和 HTV 病毒种类可能是影响 CTL 应答强度和疾病转归的重要因素。

在 Kilpatrick 的研究中，重型 HCPS 患者 PBMC 中 3 个 SNV 表位特异性 CTL 频率总

和高达 44.2%，而中型 HCPS 患者均未超过 10%[26]。本研究中，HTNV-GP 表位特异

性 CTL 频率范围均较低（0.02%-1.17%），且前期研究中发现，发挥免疫保护作用的

HTNV-NP 表位特异性 CTL 频率同样维持在较低水平（0.01%-0.70%）[16]，提示将病

毒特异性 CTL 频率维持在合适的水平，既能有效发挥抗病毒应答，又可避免对机体

过度损伤。 

对于 HTV 病毒感染性疾病的诊断基于患者流行病学史、临床表现和阳性血清学

检测结果，如特异性 IgM 或 IgG 抗体检测[5]。本研究中，HLA-A*0201/LL9-tetramer

染色具有 100%敏感度和 90.0%特异度；HLA-A*0201/VI9-tetramer 染色具有 96.0%敏

感度和 90.0%特异度，提示应用 HLA-A*0201/LL9-和 HLA-A*0201/VI9-tetramer 染色

检测 HFRS 患者血液中特异性 CTL 频率，可辅助 HFRS 早期临床诊断，并对患者病

情判断具有一定帮助。 
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实验二 HTNV-GP 9 肽表位可体外刺激

HLA-A*02+ HFRS 患者效应 CTL 分泌 IFN-γ 

 

第一部分实验中，我们已经证实HLA-A*02+ HFRS患者PBMC中存在HLA-A*02

限制的 HTNV-GP 表位特异性 CTL，且轻型/中型 HFRS 患者急性期 HTNV-GP 表位

特异性 CTL 频率高于重型/危重型患者，提示 HTNV-GP 表位可在 HFRS 患者体内诱

导保护性 CTL 应答。进一步我们利用 ELISPOT 检测分泌 IFN-γ 的表位特异性 CTL

频率，进而判断 HTNV-GP 9 肽是否可在体外诱导效应 CTL 应答。 

1 材料 

1.1 HFRS 患者知情同意、样本采集及患者资料 

详见第一部分（材料 1.1）。因分离的 HFRS 患者 PBMC 有限，我们在实验中首

先满足第一部分实验 tetramer 染色的需求。10 名 HFRS 患者（6 名轻型/中型患者和 4

名重型/危重型患者）余部分 PBMC，用于此部分实验。 

1.2 HTNV-GP 9 肽合成 

根据 HTNV-GP CTL 表位鉴定结果，委托中国北京旷博生物技术股份公司利用

蛋白质自动合成仪合成 7 条 HTNV-GP 9 肽，分别为 VFV9、VV9、SV9、SL9、FL9、

LL9 和 VI9（详见表 1-2）。每条 9 肽合成 10mg（2mg/支），利用高效液相色谱法和

质谱分析测定纯度均大于 90%。9 肽干粉于-20℃保存。 

1.3 试剂 

名称 公司 

人 IFN-γ ELISPOT 预包被试剂盒 达科为 

人淋巴细胞分离液 达科为 

RPMI-1640 无血清培养基 Gibco 

胎牛血清 四季青生物工程材料公司 

PBS 片 MP Biomedicals 
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1.4 仪器 

名称 公司 

ELISPOT 读数仪 CTL 公司 

超纯水制备仪 MilLipore 

台式离心机 Eppendorf 

2 方法 

2.1 分离 HFRS 患者和正常人 PBMC 

详见第一部分方法 2.1。 

2.2 流式细胞术筛选 HLA-A*02 阳性样本  

详见第一部分方法 2.2。 

2.3 多肽溶解 

所有的 HTNV-GP 9 肽均先用 20 μl 无菌 DMSO 溶解，完全溶解后，加入无菌 PBS

配置终浓度 1 mM 的 9 肽溶液，分装后于-70℃冻存。 

2.4 ELISPOT 检测 HLA-A*02+ HFRS 患者 PBMC 中分泌 IFN-γ的 HTNV-GP 表位

特异性效应 CTL 频率 

1) 加入 200 μl/孔 RPMI-1640 无血清培养基，室温静置 10 min 后扣出液体。 

2) 加入 200 μl/孔含 2×105 个 PBMC 的完全培养基（含 10% FBS 的 RPMI-1640 培

养基）。 

3) 实验孔分别加入 40 μM 的 9 肽或 7 条 9 肽混合物，阳性对照孔加入 10 μg/ml 植

物血凝素，阴性对照孔不加入任何刺激物。 

4) 盖好盖子，37℃、5% CO2培养箱培养 32 h，期间不移动板子。 

5) 倾倒出孔内 PBMC及培养基。加入 4℃去离子水，200 μl/孔，4℃冰箱放置 10 min，

低渗裂解细胞。 

6) 倾倒孔内液体，加入 1×washing buffer，200 μl/孔，洗涤 6 次。每次停留 60 s，

最后一次扣干。 

7) 在各孔中加入 100 μl 生物素标记的抗体工作液，37℃孵育 1 h。 

8) 洗板子：同步骤 6。 
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9) 在各孔中加入 100 μl 酶联亲和素工作液，37℃孵育 1 h。 

10) 同步骤 6。 

11) 现配置 AEC 显色液，100 μl/孔。室温避光孵育约 30 min（具体时间根据显色情

况判断）。 

12) 倾倒孔内液体，揭开板子底座，用水冲洗板子正反面及底座，终止显色。放置阴

凉处自然晾干后，合上板子底座。 

13) 用 ELISPOT 读数仪对 SFC 进行计数。 

2.5 统计方法 

1) 利用 CTL 公司 ELISPOT 读数仪计数并计算 SFC，并标准化为 SFC/106细胞。计

算公示：SFC/106细胞=[（阳性实验孔斑点数－阴性对照孔斑点数）/每孔加入的

效应细胞总数]×106 

2) 应用 GraphPad Prism 6 软件对数据进行统计学分析。两组间频率的比较采用非参

数 Mann–Whitney U 检验。7 条 HTNV-GP 表位特异性效应 CTL 频率（SFC/106

细胞）用中位数及相应 IQR 表示。双侧 p 值< 0.05 具有统计学意义。 

3 结果 

HTNV-GP 9 肽表位可在体外刺激 HLA-A*02+ HFRS 患者效应 CTL 分泌 IFN-γ 

体外用单独的HTNV-GP 9肽或7条 9肽混合刺激HLA-A*02+ HFRS患者PBMC，

均可检测到分泌 IFN-γ 的斑点形成（图 2-1A），表明 7 条 HTNV-GP 9 肽均能刺激特

异性效应 CTL 分泌 IFN-γ。接着我们对 7 条 HTNV-GP 表位特异性效应 CTL 频率

（SFC/106细胞）进行分析。由于病人 PBMC 数量有限，没有获得足够的样本量对不

同病情 HFRS 患者之间效应 CTL 频率进行比较。因此，合并轻型/中型患者与重型/

危重型患者的数据，对 HFRS 患者与正常对照之间进行统计学比较。结果显示，HFRS

患者中，VFV9、VV9、SV9、SL9、FL9、LL9 和 VI9 表位特异性效应 CTL 频率分

别为 73 (35-114) SFC/106 细胞、41 (8-112) SFC/106细胞、57 (32-164) SFC/106 细胞、

61 (35-90) SFC/106细胞、33 (6-101) SFC/106细胞、62 (51-87) SFC/106 细胞和 33 (2-72) 

SFC/106 细胞；正常对照中，VFV9、VV9、SV9、SL9、FL9、LL9 和 VI9 表位特异

性效应 CTL 频率分别为 9 (1-15) SFC/106细胞、15 (11-20) SFC/106 细胞、10 (4-10) 
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SFC/106 细胞、12 (8-13) SFC/106 细胞、10 (7-13) SFC/106细胞、9 (7-15) SFC/106细胞

和 10 (7-17) SFC/106细胞。结果显示，VFV9、SV9、SL9 和 LL9 表位特异性效应 CTL

频率显著高于正常对照（p < 0.05，图 2-1B）。VV9 组 HFRS 患者与正常对照组之间

效应 CTL 频率无显著差异，但剔除其中的重型/危重型患者数据后，HFRS 患者 VV9

表位特异性 CTL 频率显著高于正常对照（p < 0.05），提示轻型/中型患者 VV9 表位

特异性效应 CTL 频率高于重型/危重型患者。表 2-1 中列出了不同病情 HFRS 患者

PBMC 中 HTNV-GP 表位特异性效应 CTL 频率中位数及 IQR，观察其变化趋势提示

轻型/中型患者 HTNV-GP 表位特异性效应 CTL 频率高于重型/危重型患者。 

 

图 2-1 ELISPOT 检测 HFRS 患者 PBMC 中 HTNV-GP 表位特异性效应 CTL 频率 

（A）同一 HFRS 病人 PBMC 中检测到分泌 IFN-γ 的 HTNV-GP 表位特异性 CTL 频率。（B）HFRS

患者急性期及正常对照（normal control, NC）PBMC 中 HTNV-GP 表位特异性 CTL 频率的比较。

阴性对照孔不加入任何刺激物。黑点代表轻型/中型患者，红点代表重型/危重型患者。**表示 p < 

0.01，****表示 p < 0.0001，ns 表示无统计学意义。 
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表 2-1 不同病情 HFRS 患者 PBMC 中 HTNV-GP 表位特异性效应 CTL 频率 

 VFV9 VV9 SV9 SL9 

 M/M S/C M/M S/C M/M S/C M/M S/C 

Median 101 47 55 23 133 36 61 57 

IQR 75-127 24-70 25-150 23-134 70-195 28-43 35-90 30-206 

 FL9 LL9 VI9 - 

 M/M S/C M/M S/C M/M S/C - 

Median 60 33 62 62 34 38 - 

IQR 3-117 13-52 50-87 45-106 7-60 0-76 - 

IQR, interquartile range, 四分位数间距 

M/M, mild/moderate, 轻型/中型; S/C, severe/critical, 重型/危重型 

4 讨论 

本部分研究利用 ELISPOT 证实筛选的 HLA-A*02 限制性 HTNV-GP 9 肽表位具

有免疫反应性，可在体外诱导 HFRS 患者 PBMC 中 CTL 分泌 IFN-γ。在重型/危重型

HFRS 患者发病早期，PBMC 中 HTNV 特异性 CTL 功能可能受损，提示早期 CTL

应答失能可能是引起 HFRS 病情加重的主要原因[97]。在 HTNV 持续感染的小鼠模型

中，几乎检测不到分泌 IFN-γ 的 CTL，而表现为一过性 HTNV 感染的小鼠模型中存

在大量效应 CTL，表明效应 CTL 是清除 HTNV 的主要细胞[17, 116]。VV9 组 ELISPOT

结果中，HFRS 患者与正常对照组之间分泌 IFN-γ 的效应 CTL 频率无显著差异，但

剔除重型/危重型 HFRS 患者数据后，HFRS 患者 VV9 表位特异性分泌 IFN-γ 的 CTL

频率显著高于正常对照，提示轻型/中型患者 VV9 表位特异性效应 CTL 频率高于重

型/危重型患者。观察 HTNV-GP 表位特异性分泌 IFN-γ 的 CTL 频率中位数趋势，结

果同样提示，轻型/中型患者效应 CTL 频率高于重型/危重型患者。结合第一部分

tetarmer 染色实验结果，轻型/中型 HFRS 患者外周血中 HTNV-GP 表位特异性 CTL

频率高于重型/危重型患者，我们推测在 HTNV 感染早期，轻型/中型 HFRS 患者血液

中 HTNV-GP 表位特异性 CTL 快速激活，并发挥杀伤作用，及时清除细胞内感染的

HTNV 病毒，防止 HTNV 进一步扩散和病情的恶化。而重型/危重型患者中，由于疾

病早期血液中 HTNV-GP 特异性 CTL 频率较低、功能可能异常，无法及时清除胞内

感染病毒，导致病毒复制、扩散，最终病情加重，甚至危及生命。 
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阐明 CTL 应答所针对的 HTNV 抗原表位及 CTL 应答特点，可为设计 HTNV 多

肽疫苗提供重要实验依据。特定的病毒多肽刺激下，CTL 分泌的细胞因子谱和增殖

能力等功能特征表现出一定异质性[115, 117, 118]。由于细胞数目有限，本实验仅研究了

多肽刺激下 CTL 分泌 IFN-γ 的水平。IFN-γ 主要由活化的 T 细胞和 NK 细胞产生，

参与固有免疫应答与适应性免疫应答。小鼠 IFN-γ 或 IFN-γ 受体缺失后，固有免疫应

答和适应性免疫应答功能严重受损，出现致死性的细菌和病毒感染[119]，表明 IFN-γ

在机体抗感染免疫应答中占有重要地位。IFN-γ 通过上调病原体感染细胞/肿瘤细胞

HLA-Ⅰ类分子的表达，增强感染细胞/肿瘤细胞抗原提呈能力，使其更易被 CTL 识别

杀伤。另一方面，IFN-γ 可促进初始 T 细胞向 Th1 细胞分化，增强 Th1 应答，辅助

CTL 杀伤靶细胞，进而增强机体抗感染、抗肿瘤等作用[120, 121]。本实验证明 HTNV-GP 

9 肽表位可诱导 HFRS 患者外周血 CTL 分泌 IFN-γ，HFRS 患者体内 HTNV-GP 表位

特异性 CTL 可能通过分泌 IFN-γ 发挥抗 HTNV 感染的作用。 

Tetramer 和 ELISPOT 都是检测表位特异性 CTL 的常用实验技术。本实验中，

ELISPOT 检测到的 7 条 HTNV-GP 表位特异性 CTL 频率均低于 tetramer 检测结果。

Tuuminen 等[122]同样发现，PUUV 感染患者急性期，ELISPOT 检测到的 PUUV-NP 表

位特异性 CTL 频率低于 tetramer 检测结果。应用两种方法对特异性 T 细胞频率进行

多次检测，统计学分析两者的多次检测结果，发现 tetramer 染色较 ELISPOT 展现出

了更高的精确性[107, 123]。从原理上分析，tetramer 染色是在体外模拟 HLA/肽复合物

与 TCR 的相互作用，也就是 T 细胞接受第一刺激信号的过程，而 ELISPOT 检测有

赖于T细胞的激活及效应应答，如分泌 IFN-γ，使得两种方法检测结果存在差异 [106]。

体外实验中，高浓度抗原或多肽表位刺激强度/阈值的不同，可诱导 T 细胞凋亡或失

能，导致克隆清除[110, 124]。功能耗竭或终末分化的 T 细胞在体外长时间培养（24-48 h）

过程中，可能尚未分泌足够 IFN-γ 供 ELISPOT 检测便已凋亡，而 tetramer 染色可检

测到终末 T 细胞[103, 105]。功能异常的 CTL 在 IL-2 刺激下可恢复正常功能，而体外实

验无法模拟体内复杂环境，体外 CTL 可能因缺乏其他刺激，如 Th 细胞功能辅助，

而处于功能低下状态，使其不能被 ELISPOT 检测[125]。以上原因，共同引起 ELISPOT

和 tetramer 染色检测特异性 CTL 频率的不同。 
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第二部分 HLA-A*02 限制性 HTNV-GP CTL

表位可在 HLA-A2.1/Kb 转基因小鼠体内诱导

保护性免疫应答 

 

前一部分实验中，我们利用 tetramer 染色发现轻型/中型 HLA-A*02+ HFRS 患者

PBMC 中 HTNV-GP 表位特异性 CTL 频率高于重型/危重型患者，提示 HLA-A*02 限

制性 HTNV-GP CTL 表位可能在机体内诱导保护性 CTL 应答，并利用 ELISPOT 实验

证实 HTNV-GP CTL 表位具有免疫反应性，可在体外诱导特异性 CTL 分泌 IFN-γ。

其中 VV9、SL9 和 LL9 表位与 HLA-A*0201 亲和力最高（表 1-2），且其特异性 CTL

在轻型/中型 HFRS 患者 PBMC 中频率较高（图 1-1），提示 VV9、SL9 和 LL9 表位

可能具有更强的诱导保护性 CTL 应答的能力。为探究 HTNV-GP CTL 表位是否可在

体内诱导保护性免疫应答，我们选择 VV9、SL9 和 LL9 表位分别免疫 HLA-A2.1/Kb 转

基因小鼠，并进行 HTNV 攻毒实验，检测小鼠主要脏器中 HTNV 抗原水平和病毒载

量。通过比较实验组与对照组的 HTNV 含量，评价 HLA-A*02 限制性 HTNV-GP CTL

表位在转基因小鼠体内的免疫保护作用，为设计新型 HTNV 多肽疫苗提供客观的实

验依据。 

1 材料 

1.1 HTNV 病毒 

HTNV 76-118 株，为国际标准株，由我校微生物学教研室保存。 

1.2 HTNV-GP 9 肽合成 

选择 3 个 HLA-A*0201 亲和力最高的 HTNV-GP 9 肽表位，VV9、SL9 和 LL9，

委托中国北京旷博生物技术股份公司利用蛋白质自动合成仪合成。同时合成

HLA-B*3501 限制的 HTNV-NP 9 肽 VY9（aa131-aa139, VPILLKALY），作为无关肽

对照组。每种 9 肽合成 10mg（2mg/支），利用高效液相色谱法和质谱分析测定纯度

均大于 90%。9 肽干粉于-20℃保存。 
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1.3 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠 

HLA-A2.1/Kb转基因小鼠均为雄性纯合子，6~8 周龄，从第三军医大学免疫学教

研室购买获得。饲养在我校 SPF 级动物房，可维持适宜的温度、湿度、气流、光照

和空气清洁度，保证小鼠健康生活。将 C57BL/6 小鼠 H-2Kb基因的 α1 和 α2 编码区

替换为 HLA-A*0201 基因的 α1 和 α2 编码区，即成为 HLA-A2.1/Kb 转基因小鼠。 

1.4 试剂 

名称 公司 

HFRS 双价灭活疫苗 浙江天元公司 

小鼠 glycoprotein 96（gp96） 达科为 

抗 HTNV NP mAb 1A8 微生物学教研室提供 

TMB 显色液 eBioscience 

ELISA 酶标板 Nunc 

非冻型组织 RNA 保存液 北京索莱宝科技有限公司 

动物组织总 RNA 提取试剂盒 天根生化科技（北京）有限公司 

RNA 反转录试剂盒 Takara 

荧光定量 PCR 染料 SYBR Takara 

qPCR 引物 北京六合华大基因科技有限公司 

RNase free tips Corning 

RNase free water Hyclone 

PBS 片 MP Biomedicals 

1.5 仪器 

名称 公司 

电子天平 Sartorius 

超纯水制备仪 Miuipore 

实时定量 PCR 仪 Bio-Rad 

高速低温离心机 Eppendorf 

酶标读数仪 Bio-Rad 

Nano Drop 2000 ThermoFisher 
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2 方法 

2.1 HTNV 攻毒预实验 

1) 取 4 只未免疫的 HLA-A2.1/Kb 转基因小鼠，随机分为 2 组（HTNV 攻毒组和阴

性对照组）。 

2) HTNV 攻毒组小鼠后肢肌肉注射 HTNV，1×105 pfu/只。 

3) 攻毒后第 4 天，脱颈处死小鼠，无菌条件下取出肝脏、脾脏、肾脏、心脏、肺和

脑组织。 

4) 称重后加入 PBS 研磨，制成 10%（W/V）悬液，-70℃/37℃冻融 3 次后，3000 rpm，

离心 30min，取上清，用于 ELISA 检测组织中 HTNV 抗原水平。 

2.2 HTNV-GP 9 肽免疫 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠 

5) 将 HLA-A2.1/Kb 转基因小鼠随机分为 6 组（VV9 免疫组、SL9 免疫组、LL9 免

疫组、VY9 免疫组、HFRS 灭活疫苗免疫组和 PBS 阴性对照组），每组 6 只。 

6) 溶肽：20 μl 无菌 DMSO 溶解多肽粉末，充分溶解后加入 2ml PBS 配置成 1mg/ml

的多肽溶液。 

7) 每只小鼠按照 50 μg 多肽和 30 μg gp96 免疫用量计算，将多肽与 gp96 混合，生

理盐水定容至 3 ml。 

8) 加入等体积完全弗氏佐剂（3 ml），用三通管“研磨”10 min。 

9) 换超声研磨抗原，最大功率研磨 15 min。 

10) 小鼠背部皮下 4 点注射抗原溶液（200 μl/点）。 

11) 阳性对照组皮下注射 HFRS 双价灭活疫苗（50 μg/只），阴性对照组皮下注射等体

积 PBS。 

12) 第 10 天和第 20 天分别进行第二次和第三次免疫，其中完全弗氏佐剂更换为不完

全弗氏佐剂，其余操作同前。 

2.3 HTNV 攻毒试验 

1) 第三次免疫后，于第 10 天对小鼠进行 HTNV 攻毒。后肢肌肉注射 HTNV，1×

105 pfu/只。 

2) 每日观察小鼠各项体征，注意观察是否有异常情况发生。 
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3) 攻毒后第 4 天，脱颈处死小鼠，无菌条件下取出肝脏、脾脏、肾脏、心脏、肺和

脑组织。 

4) 将各脏器一分为二： 

a) 一份称重后加入 PBS 研磨，制成 10%（W/V）悬液，-70℃/37℃冻融 3 次后，

3000 rpm，离心 30min，取上清，用于 ELISA 检测组织中 HTNV 抗原水平。 

b) 一份放入非冻型组织 RNA 保存液中保存，用于 qRT-PCR，检测组织中 HTNV

病毒载量。 

2.4 ELISA 法检测组织 HTNV 抗原水平 

1) 配置 ELISA 相关溶液： 

包被缓冲液（0.1 M 碳酸盐缓冲液，pH 9.5） Na2CO3 1.59 g 

NaHCO3 7.13 g 

双蒸水补至 1 L 

洗涤液（0.15 M PBS，pH 7.4） KCl 0.2 g  

NaCl 8.0 g 

KH2PO4 0.2 g 

Na2HPO4·12H2O 2.9 g 

Tween-20（0.05%）0.5 ml 

双蒸水补至 1000 ml 

抗体稀释液 含有 0.1% BSA 的 PBS 

终止液 2M H2SO4 

2) 包被缓冲液 1:100 稀释 mAb 1A8，100 μl/孔，4℃过夜。 

3) 洗涤 3 次，拍干后加入各脏器组织悬液，100 μl/孔，37℃孵育 1 h。 

4) 洗涤 3 次，拍干后加入 HRP 标记的 mAb 1A8，100 μl/孔，37℃孵育 1 h。 

5) 洗涤 4 次，拍干后加入 TMB 显色液，100 μl/孔，37℃孵育 15 min（根据显色情

况调整终止时间）。 

6) 加入 2M H2SO4终止显色，100 µL/孔，酶标仪 450 nm 波长读取吸光度值（A450）。 

7) 结果判定：以 A450 > 0.1 且 P/N 值大于 2.1 为阳性，即组织中存在 HTNV 抗原，

其中 P（positive）代表各实验组 A450，N（negative）代表阴性对照组 A450。 
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2.5 qRT-PCR 法检测攻毒小鼠各脏器组织中 HTNV 病毒载量  

2.4.1 提取各脏器组织总 RNA 

1) 取 20 mg 脏器组织，加入 300 μl 裂解液 RL（已加入 1% β-巯基乙醇），彻底研磨。 

2) 研磨完成后，加入 10 μl Proteinase K 和 590 μl RNase-Free ddH2O。混匀，放置

56℃处理 20 min。 

3) 随后 12,000 rpm，4℃离心 5min，取上清用于后续实验。 

4) 缓慢地加入无水乙醇（0.5 倍上清体积），混匀，并将得到的溶液和沉淀一起放回

吸附柱 CR3 中。 

5) 12,000 rpm，4 ℃离心 60 s。弃掉收集管中废液，将 CR3 放回至收集管。 

6) CR3 中加入 350 μl 去蛋白液 RW1。12,000 rpm，4℃离心 60 s。弃掉收集管中废

液，将 CR3 放回至收集管。 

7) 新 RNase-Free 离心管中加入 10 μl DNase I 储存液和 70 μl RDD 溶液，轻柔地混

匀，配置完成 DNase I 工作液。 

8) CR3 中央加入 80 μl 配置好的 DNase I 工作液，室温放置 15 min。 

9) CR3 中央加入 350 μl 去蛋白液 RW1。12,000 rpm，4℃离心 60 s。弃掉收集管中

废液，将 CR3 放回至收集管。 

10) CR3 中加入 500 μl 漂洗液 RW，室温静置 2 min。 

11) 12,000 rpm，4℃离心 60 s，弃掉收集管中废液，将 CR3 放回至收集管。 

12) 重复上述步骤 10)。 

13) 12,000 rpm，4 ℃离心 2 min，倒掉废液。 

14) CR3 于室温放置数分钟，彻底晾干 CR3 中残余的漂洗液，避免影响 RT 实验。 

15) 将 CR3 转入新 RNase-Free 离心管中，向吸附膜中间部位滴加 100 μl RNase-Free 

ddH2O，室温放置 2 min。 

16) 12,000 rpm，4℃离心 2 min，得到所需的 RNA 溶液。 

17) 使用 Nanodrop 仪器进行 RNA 定量。 

2.4.2 RNA 反转录为 cDNA 

使用 Takara 的 RNA 反转录试剂盒，将各组织中提取的 RNA 反转录为 cDNA，

反转录体系如下： 
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RNA 1 μg 

5x Mix buffer 4 μl 

Reverse transcriptase 2 μl 

RNase free water To a total 20 μl 

反应条件：37℃ 15 min→85℃ 5s。 

反应完成后，cDNA 用 RNase free water1:5 稀释，-20℃保存。 

2.4.3 荧光定量 qPCR 检测攻毒小鼠各组织 HTNV 病毒载量 

以 2.4.2 中制备的 cDNA 为反应模版，进行荧光定量 qPCR 反应。本实验检测

HTNV S 片段 RNA 含量，因此设计 S 片段 cDNA 的 PCR 引物。 

1) 引物序列如下： 

Gene Forward primers (5’-3’) Backward primers (5’-3’) 

HTNV S GATCAGTCACAGTCTAGTCA TGATTCTTCCACCATTTTGT 

mouse β-actin CGTTGACATCCGTAAAGACC AACAGTCCGCCTAGAAGCAC 

2) qPCR 反应体系如下： 

2x SYBR 5 μl 

Forward primer （10 μM） 0.4 μl 

Backward primer（10 μM） 0.4 μl 

cDNA 1 μl 

H2O 3.2 μl 

3) qPCR 反应步骤： 

a) 预变性 95℃ 10 min。 

b) 95℃ 5 s，60℃ 30 s。 

c) 重复步骤 b)，40 个循环。 

d) 确认溶解曲线。 

4) 计算 2−ΔΔCt进行相对定量。 

2.6 统计方法 

应用 GraphPad Prism 6 软件对数据进行统计学分析及绘图。两组间 HTNV 抗原

水平或HTNV病毒载量的比较采用Student's t检验。双侧p值< 0.05具有统计学意义。 
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3 结果 

3.1 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠肝脏、肾脏和脾脏是 HTNV 感染的主要靶器官 

预实验中，利用 ELISA 检测攻毒小鼠与未攻毒小鼠的脑、心脏、肝脏、脾脏、

肺和肾脏中 HTNV 抗原水平。攻毒小鼠和未攻毒小鼠心、脑和肺中均未检测到 HTNV

抗原（P/N < 2.1，图 3-1），表明 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠的心、脑和肺不是 HTNV

感染的靶器官。攻毒小鼠的肝脏、脾脏和肾脏中，均检测到不同水平的 HTNV 抗原

（P/N > 2.1，图 3-1），而未攻毒小鼠肝脏、脾脏和肾脏中均未检测到 HTNV 抗原（P/N 

< 2.1，图 3-1），表明 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠的肝脏、脾脏和肾脏是 HTNV 感染的

主要靶器官。 

 

图 3-1 ELISA 检测未免疫 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠各器官 HTNV 抗原水平 

3.2 VV9、SL9 和 LL9 9 肽分别免疫 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠可降低攻毒后小鼠肝、

脾和肾中 HTNV 抗原水平 

同预实验结果一致，小鼠的肺、脑和心脏中均未检测到 HTNV 抗原（图 3-1 和

图 3-2A），表明小鼠肺、脑和心不是 HTNV 感染的靶器官。PBS 组（阴性对照组）

小鼠肝脏、脾脏和肾脏中均检测到了高水平的 HTNV 抗原，而其余各组小鼠肝脏、

脾脏和肾脏中 HTNV 水平较阴性对照组均有不同程度降低（图 3-2B），表明小鼠肝

脏、脾脏和肾脏是 HTNV 感染的主要靶器官。与 PBS 组比较，VV9 免疫组小鼠肝脏
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中 HTNV 抗原水平显著降低（p < 0.05），SL9 免疫组小鼠肝脏和脾脏中 HTNV 抗原

水平显著降低（肝脏 p < 0.01，脾脏 p < 0.05），LL9 免疫组小鼠肝脏和肾脏中 HTNV

抗原水平显著降低（肝脏 p < 0.05，肾脏 p < 0.01）（图 3-2B）。值得注意的是，LL9

免疫组小鼠肝脏和肾脏中 HTNV 抗原水平较无关肽 VY9 免疫组小鼠显著降低，且与

HFRS 疫苗免疫组小鼠 HTNV 抗原水平接近，提示 LL9 诱导的 CTL 应答可能在肝脏

和肾脏中抗病毒作用较突出。以上结果表明，LL9、VV9 和 SL9 免疫 HLA-A2.1/Kb

小鼠均可诱导保护性 CTL 应答，其中 LL9 免疫保护作用最为显著。 

 

图 3-2 ELISA 检测攻毒后 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠各器官 HTNV 抗原水平 

*表示 p < 0.05，**表示 p < 0.01，ns 表示无统计学意义。 

3.3 VV9、SL9 和 LL9 9 肽分别免疫 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠可降低攻毒后小鼠肝、

脾和肾中 HTNV 病毒载量 

以上研究结果表明，肝脏、脾脏和肾脏是 HTNV 感染的主要靶器官，VV9、SL9

和 LL9 9 肽免疫 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠可降低攻毒后小鼠各靶器官中 HTNV 抗原

水平。进一步，我们利用更为敏感和精确的 qRT-PCR 法检测小鼠肝脏、脾脏和肾脏

中 HTNV S 片段 RNA 水平，进一步评估 3 条 9 肽的免疫保护作用。在 PBS 组和 VY9

无关肽对照组小鼠肝脏、脾脏和肾脏中检测到高水平 HTNV RNA 含量（图 3-3），进
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一步证实肝脏、脾脏和肾脏是 HTNV 感染的靶器官。与 PBS 组及无关肽对照组比较，

VV9、SL9 和 LL99 肽免疫小鼠均可显著降低小鼠肝脏、脾脏和肾脏中 HTNV RNA

载量（p < 0.05，图 3-3），表明 VV9、SL9 和 LL9 表位可在小鼠体内诱导特异性 CTL

应答，抑制肝脏、脾脏和肾脏中 HTNV 的复制，发挥抗病毒作用。值得注意的是，

SL9 和 LL9 免疫组小鼠肾脏 HTNV 病毒载量与 HFRS 疫苗免疫组小鼠无显著差异，

提示 SL9 和 LL9 表位诱导的 CLT 应答可能在肾脏部位发挥更为突出的抗病毒作用。 

进一步，我们进一步比较 VV9、SL9 和 LL9 免疫各组之间小鼠各脏器 HTNV 病

毒载量。结果显示，在肝脏、脾脏和肾脏中，SL9 和 LL9 免疫组小鼠 HTNV 病毒载

量均显著低于 VV9 免疫组小鼠（p < 0.05，图 3-3），表明 SL9 和 LL9 表位较 VV9 表

位，具有更强的诱导抗病毒 CTL 应答的能力。与 SL9 免疫组比较，LL9 免疫组小鼠

各脏器中 HTNV 病毒载量更低，表明 LL9 表位诱导的 CTL 应答抗病毒作用更为显

著（图 3-3）。 

 

图 3-3 qRT-PCR 检测攻毒后 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠各器官 HTNV RNA 载量 

*表示 p < 0.05，**表示 p < 0.01，***表示 p < 0.001，****表示 p < 0.0001，ns 表示

无统计学意义。 

4 讨论 

接种疫苗是预防病毒感染最有效和最经济的手段。部分人群接种 HTNV 灭活疫

苗后，产生的中和抗体滴度较低、细胞免疫应答强度较弱，感染 HTNV 后仍会发生

HFRS[25, 67, 126]。因此，需进一步探索和设计更为有效的 HTNV 疫苗。Steffensen 等[127]
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研究发现，能诱导亚优势表位（subdominant epitope）CTL 应答的疫苗可增加 T 细胞

应答宽度，但有可能减弱 CTL 早期抗病毒感染作用。Eickhoff 等[128]在研究克氏锥虫

（Trypanosoma cruzi, TS）疫苗中发现，与可同时诱导优势表位（immunodominant 

epitope）和亚优势表位 CTL 免疫应答的疫苗比较，仅诱导优势表位 CTL 免疫应答的

TS 疫苗免疫保护作用更加显著和有效，提示 CTL 应答宽度的增加可能减弱优势表位

CTL 应答，降低疫苗免疫保护作用。而含亚优势表位的疫苗降低免疫保护作用的原

因，可能是亚优势表位特异性 CTL 竞争性结合抗原提呈细胞（antigen-presenting cell, 

APC），空间上阻碍优势表位特异性 CTL 与 APC 的识别、结合，减少了优势表位效

应 CTL 的产生，进而减弱了优势表位应答，使得早期病原体感染不能得到快速、有

效地控制[129]。HTNV 灭活疫苗免疫机体，可能同时诱导优势表位和亚优势表位特异

性 CTL 应答，限制机体最佳 CTL 应答的产生。而 HTNV 多肽疫苗可诱导表位特异

性 CTL 应答，应用 HTNV 优势表位作为疫苗，可诱导优势表位 CTL 应答，更加有

效地预防 HTNV 感染。因此，鉴定 HTNV 保护性 T 细胞表位，挑选优势表位，可为

设计更为安全和有效的 HTNV 多肽疫苗提供实验基础。 

第一部分实验二中，我们已经证明 HLA-A*02 限制的 HTNV-GP CTL 表位具有

免疫反应性，可在体外诱导特异性 CTL 分泌 IFN-γ。接着我们选择 HLA-A*0201 亲

和力最高的 3 条 9 肽 VV9、SL9 和 LL9 分别免疫 HLA-A2.1/Kb Tg 小鼠，进行 HTNV

攻毒试验，通过比较不同组转基因小鼠主要脏器的 HTNV 抗原水平和病毒载量，判

断 HTNV-GP 表位是否可在小鼠体内诱导保护性 CTL 应答，发挥抗病毒作用。

HLA-A2.1/Kb转基因小鼠 H-2Kb基因的 α1 和 α2 结构域被 HLA-A*0201 基因的 α1 和

α2 替换，使得转基因小鼠细胞可提呈 HLA-A*0201 限制的多肽，模拟人体 CTL 应答

过程[23, 115]，可用于建立 HTNV 体内感染复制模型，研究 HLA-A*0201 限制 HTNV-GP

表位特异性CTL应答，评价多肽疫苗保护效果。与 PBS组和无关肽免疫对照组比较，

VV9、SL9 和 LL9 表位分别免疫小鼠可显著降低攻毒后小鼠肝脏、脾脏或肾脏中

HTNV 抗原水平和病毒载量，表明 VV9、SL9 和 LL9 表位可在 HLA-A2.1/Kb 转基因

小鼠体内诱导保护性 CTL 应答，并可能在 HLA-A*02+ HFRS 患者体内发挥相似的免

疫保护作用。病原体的结构蛋白质具有丰富的多肽序列，但 CTL 应答倾向于有限的

部分表位，这部分表位可优化作为候选多肽疫苗[130]。LL9 表位免疫组小鼠肝脏、脾

脏和肾脏中 HTNV 抗原水平和病毒载量均较 VV9 和 SL9 表位免疫组更低，其肾脏
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中 HTNV 抗原水平和病毒载量甚至与 HFRS 疫苗免疫组相当，提示 LL9 表位可作为

优势表位诱导更为强烈的保护性 CTL 应答，并在肾脏部位发挥更为显著的抗病毒作

用。 

早期研究发现，HTV-Gn 来源的表位较 NP 和 Gc 来源的表位具有更强的免疫原

性，可诱导优势表位免疫应答，发挥免疫保护作用，可作为新型基因工程疫苗的主

要候选者[25, 27, 94]。本研究中，优势表位 LL9（aa358-aa366）同样位于 HTNV-Gn

（aa19-aa648）序列，而亚优势表位 VV9（aa8-aa16）和 SL9 （aa996-aa1004）分别

定位于信号肽序列（aa1-aa18）和 HTNV-Gc（aa649-aa1135）序列。这是一个非常有

趣的现象。HTV-Gn 的 C 末端有保守的酪氨酸残基，形成 ITAM（HTNV-Gn 位于

aa611-aa634），可促进 Gn 的泛素化，进而加快蛋白酶体对其降解[54, 55]。蛋白酶体降

解形成的内源性多肽与内质网内 HLA-Ⅰ类分子结合，经高尔基体提呈至细胞表面，

供 CTL 识别，启动 CTL 应答[95]。HTV 感染后，Gn 的 ITAM 序列增强蛋白酶体对

Gn 降解，使得 Gn 多肽快而多的形成，并被提呈至细胞表面供 CTL 识别和结合，产

生高频率的 CTL 应答，这或许能够部分解释为何体内 Gn 相关疫苗诱导的 T 细胞应

答抗病毒作用更加显著。推而广之，病原体蛋白质多肽片段的“随机”产生，因肽

段自身或上下游氨基酸序列或蛋白质空间结构等因素影响，而具有一定的倾向性，

使得某些肽段高概率或高频率地产生，相应的被 HLA-Ⅰ类分子提呈的概率或频率也

较高，进而能够较快地被 CTL 识别。具备这种特征的肽段可作为优势表位，优势表

位免疫机体，可使机体提前拥有优势表位效应 CTL 和（或）记忆 CTL。当病原体侵

入机体细胞时，效应 CTL 和（或）记忆 CTL 能够高效率或高频率识别、杀伤感染细

胞，在早期即能有效地控制胞内病原体的扩散。 

HLA-Ⅰ类分子提呈的多肽长度通常为 8~10 个氨基酸，并对肽段上特定的 2~3 个

位点具有一定的选择性，这些位点称锚定位点，对应氨基酸为锚定氨基酸。

HLA-A*0201 限制的 9 肽表位，其锚定位点为 N 端第 2 位氨基酸（多为亮氨酸 L）

和 C 末端氨基酸（多为缬氨酸 V 和亮氨酸 L）[131, 132]。有趣的是，HTNV-GP LL9 多

肽 LIWTGMIDL 在 SEOV (LIWRGLIDL) 和 DOBV (LIWEGYIDL)中相对保守，锚定

氨基酸并未发生改变，仅其余个别位点氨基酸产生变化。非锚定氨基酸的改变可影

响肽段与 HLA-Ⅰ类分子的亲和力（或增强或减弱），但新近研究发现第 3，6 和 7 位

氨基酸突变对肽段免疫原性几乎没有影响[131]。更令人兴奋的是，Valkenburg 等[99]利
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用较为保守的 IAV 蛋白来源的 HLA-A*0201 限制性多肽免疫 HLA-A2.1/Kb转基因小

鼠，发现对不同 IAV 株可产生保护性免疫应答，这可能是由于 TCR 识别个别位点突

变的多肽片段后，诱导自身 α、β 亚基发生一定程度的适应性改变而产生。ZIKV 和

DENV 感染模型中，也发现了交叉反应的表位特异性 CTL，并证实交叉反应性 CTL

对两种病毒感染均有保护作用[101]。此外，早期研究中，Hooper 等[70]利用 HTNV-GP

基因构建 DNA 疫苗免疫小鼠，发现 HTNV-GP DNA 疫苗在诱导抗 HTNV 感染的同

时，还可诱导小鼠产生抗 SEOV 和 DOBV 感染免疫应答。综上，我们猜测相对保守

的 LL9 表位在诱导机体抗 HTNV 感染的同时，也可能发挥一定的抗 SEOV 和 DOBV

感染作用，预防 HFRS 的发生。今后的研究中，我们将用实验去验证 HTNV-GP LL9

表位是否可诱导交叉反应性 CTL 应答，抗 SEOV 和 DOBV 感染。 

利用多肽表位自身特点可发展新型的更为有效和安全的疫苗，用于超敏反应[75]、

自身免疫病[76]、心血管疾病[77, 78]和肿瘤[79-85]等的预防和治疗。近年来，利用 HLA 分

子限制的多肽表位诱导特异性 CTL 应答，预防机体病毒感染也取得一定进展。Ando

等 [86]过继转移  HTLV-1 Tax180-188 表位脉冲致敏的大鼠树突状细胞，可诱导

Tax180-188 表位特异性 CTL 应答，促进感染大鼠受损 CTL 功能的恢复，显著降低大

鼠 HTLV-1 病毒载量。Elong [90]等利用 HLA B*0702 转基因小鼠证实，DENV 多肽诱

导的特异性 CTL 应答可降低小鼠病毒含量，发挥免疫保护作用。我们鉴定得到

HLA-A*02 限制性 HTNV-GP CTL 表位 LL9，可在 HLA-A2.1/Kb 转基因小鼠体内诱导

显著的保护性 CTL 应答，为推动 HTNV 新型多肽疫苗的设计及 HFRS 特异性治疗打

下一定基础。人体肾脏是 HTNV 感染的主要靶器官之一，HTNV 感染后，多出现肾

损伤，严重者甚至出现致死性 AKI。以往研究表明，HTNV 特异性 CTL 频率与尿素

氮和肌酐水平呈负相关，提示 HTNV 特异性 CTL 有助于降低 HFRS 患者肾损伤，预

防 AKI 的发生[133, 134]。本研究发现，HTNV-GP LL9 表位免疫转基因小鼠后，在小鼠

肾脏部位可发挥更为显著的抗病毒作用，提示基于 LL9 优势表位的 HTNV 疫苗可能

有助于降低 HTNV 感染者肾脏损伤。而前期研究中，我们鉴定得到 HLA-A*02 限制

的 HTNV-NP CTL 表位 FA9 在肝脏和脾脏抗病毒作用更为显著[23]，这可能是组织地

址素（addressin）分布差异、特异性 CTL 归巢受体（homing receptor）表达差异和组

织特异性 APC 功能差异等多因素共同决定，最终引起不同表位特异性 CTL 组织分布

的倾向性[135-137]。 



空军军医大学硕士学位论文 

-49- 

该研究已证明，LL9 表位可作为优势表位诱导较佳的保护性 CTL 应答，并在肾

脏部位发挥显著的抗病毒作用。基于此，在后续研究中，我们将对 LL9 表位进行优

化，在保留多肽疫苗特异性强、安全性高及容易保存的优点基础上，进一步增强其

免疫原性、延长其半衰期，如联合 T、B 细胞表位和设计脂肽疫苗等，为设计新型

HTNV 多肽疫苗打下基础。 
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小    结 
 

1. 首次证实 HLA-A*02 限制的 HTNV-GP 表位特异性 CTL 应答以免疫保护为主，

与 HFRS 患者病情相关，轻型/中型患者特异性 CTL频率高于重型/危重型患者。 

2. HTNV-GP 9 肽可在体外刺激 HLA-A*02 HFRS 患者效应 CTL 分泌 IFN-γ，可能

与免疫保护有关。 

3. HLA-A*02 限制性 HTNV-GP CTL 表位免疫 HLA-A2.1/Kb转基因小鼠，可降低

攻毒后小鼠主要脏器 HTNV 抗原水平和病毒载量；LIWTGMIDL 表位特异性

CTL 应答可在肾脏部位发挥更为显著的免疫保护作用。 

4. 以上发现和实验结果，不仅对深入了解 HTNV 感染后细胞免疫分子机制有理论

意义，而且为设计新型 HTNV 多肽疫苗提供了重要的实验依据。 
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