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摘  要: 热激蛋白 gp96 可特异性结合来源于肿瘤和病毒的抗原肽，与抗原呈递细胞表面 CD91 等受体作用进

入胞内，并在内质网中将结合的抗原通过抗原呈递链呈递给 MHC I 类分子，激活特异性 T 细胞。同时，与细

胞表面 Toll 样受体 (TLR) TLR2、TLR4 等相互作用，激活天然免疫。近期研究发现调节性 T 细胞 (Treg) 对

gp96 免疫功能有显著抑制作用，随着对影响 gp96 免疫功能的免疫抑制机制的深入了解，以及利用汉逊酵母表

达有免疫活性的全长 gp96 蛋白体系的建立，gp96 将在治疗肿瘤及传染性疾病中发挥更大的作用。 
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Abstract:  Heat-shock protein gp96 associates with antigenic peptides derived from tumor and virus. Exogenous gp96-peptide 
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complexes are taken up by antigen-presenting cells through interaction with its receptor CD91 on the cell surface, and 
cross-present antigenic peptides to MHC class I molecules by a peptide relay line in the endoplasmic reticulum for specific T-cell 
activation. Meanwhile, gp96 has been shown to initiate innate immune responses through interaction with toll-like receptor 2 and 
toll-like receptor 4. Recent studies have shown a gp96-mediated immune balance between CTL and Tregs. With the further 
understanding of counteracting immunosuppressive mechanisms in gp96-induced cellular immune responses, and establishment 
of high level production of recombinant gp96 by the yeast, gp96 appears to be a promising candidate for designing effective 
therapeutic vaccines against tumor and infectious diseases. 

Keywords:  gp96, T cell, regulatory T cell (Treg), tumor, infectious diseases 

热激蛋白 (Heat shock protein，HSP) 广泛存

在于原核和真核生物中，具有高度保守性。细胞

在热激、缺氧、病毒感染等应激条件下热激蛋白

表达显著升高。HSP 根据同源程度及分子量大

小，可以分为 HSP110、HSP90、HSP70、HSP60、

HSP40、小分子 HSP 及泛素等多个亚家族。热激

蛋白 gp96 是 HSP90 家族的成员，在正常生理条

件下定位于细胞内质网中，与细胞质 HSP90 高

度同源。热激蛋白作为分子伴侣，参与新生肽的

正确折叠和成熟。另外，在天然免疫和适应性免

疫中也发挥着重要作用[1]。 

1  gp96 与多肽结合的结构特点 

gp96 在进化过程中高度保守，成熟的 gp96

蛋白由 3 个结构域组成：N 端结构域，含有 ATP/

药物结合区及结合抗原肽的区域；中间结构域；

C 端结构域含有二聚化区，还有内质网定位信号

KDEL 模体[2]。 

gp96 的 N 端有一个与 ATP 结合相关的结构

域，即盖状部分，由 N1、N4 和 N5 组成。当 ATP

与 gp96 结合时，N1 螺旋会有 15 度的旋转位移，

使盖状区域由紧密状态转变为张开状态[2]。另外，

关于 gp96 是否存有 ATP 酶活性问题存在争议，

2007 年 Frey 等证明 gp96 具有 ATP 酶活性[3]。同

时，N 端还包含有与多肽结合区，Vogen 等研究

发现 gp96 N 端片段 N355 内有多肽的结合位

点 [4]，这为其他研究所证实[5]。虽然有研究显示

gp96 的最小多肽结合位点在其 C 端[6]，但没有得

到进一步研究的证实。 

gp96 的 C 端为二聚化区域，双螺旋 C6 与二

聚体中另一个亚基的对应结构相互作用并有效

结合，稳定了二聚体的结构，在正常情况下 2 个

亚基绕二聚体中心轴扭转成“V”字型构象。另

外C端Met-Met模体和疏水残基构成了潜在的蛋

白结合位点[2]。 

2  gp96 参与抗原加工与呈递以及 T 细胞

活化 

gp96 由于具有结合多肽的能力，因而在抗原

加工与呈递中发挥重要作用。内源性或外源性抗

原被细胞中蛋白酶体降解，通过 TAP 分子进入

内质网，进而与 MHC (主要组织相容性复合物) 

Ⅰ类或Ⅱ类分子结合，供 CD8+ T 或 CD4+ T 细胞

识别。有大量研究表明内质网中的 gp96 蛋白在

这一过程中发挥重要作用，gp96 能结合进入内质

网中的抗原肽并将结合的抗原呈递给 MHCⅠ类

或Ⅱ类分子[7-8]。最近的研究表明进入内质网的

抗原肽经由 gp96 传递给钙网蛋白，再经由 MHC
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Ⅰ类分子提呈，供 CD8+ T 细胞识别，激活 CTL 

(细胞毒性 T 细胞) 反应[9]。我们从 HBV (乙肝病

毒) 感染的肝癌组织中分离纯化 gp96 蛋白，通

过 MALDI 质谱及 C18 反相高效液相色谱法分析

与 gp96 结合的多肽抗原，发现 gp96 结合来源于

HBV 核心蛋白的抗原多肽 [10]，该抗原多肽为

HLA-A11 (人类白细胞抗原，即人类 MHC 分子) 

限制性 T 细胞表位[11]，为 gp96 参与抗原呈递提

供了直接证据。 

gp96 可结合细胞中产生的几乎所有抗原

肽[12]，将细胞中的 gp96 蛋白提取后免疫小鼠，

结合抗原肽的 gp96可与抗原呈递细胞 (如DC细

胞、巨噬细胞) 表面受体 CD91 等分子相互作

用 [13-15]，被抗原呈递细胞內吞进入细胞，从而将

结合的抗原表位呈递给 MHC Ⅰ类分子或Ⅱ类

分子，介导特异性 T 细胞免疫应答。 

3  gp96 与 TLR (Toll 样受体) 相互作用介

导天然免疫应答 

除参与抗原呈递外，Randow 等研究提示

gp96 分子本身对于 Toll 样受体的独特的分子伴

侣功能[16]。随后 Li 等的系列研究表明 gp96 作为

TLR 重要的分子伴侣，在天然免疫中发挥重要作

用。他们构建巨噬细胞中 gp96 敲除的小鼠，发

现在巨噬细胞表面检测不到 TLR 的表达，但可

以检测到其 mRNA，并发现 TLR 蛋白滞留在内

质网中。因此推断 gp96 在内质网中对 TLR 的正

确折叠及运输到膜表面至关重要[17-18]。与野生型

小鼠相比，巨噬细胞中 gp96 敲除的小鼠对李斯

特菌 Listeria 感染敏感，说明小鼠丧失 TLR 介导

的天然免疫功能。gp96 分子 N 端可与 TLR2、

TLR4 等相互作用，激活巨噬细胞和 DC 细胞并

刺激细胞因子的分泌，增强 TLR 介导的天然免

疫与获得性免疫[19-20]。 

4  gp96 免疫功能的优化 

自上世纪 90 年代末美国开始尝试将 gp96 自

体免疫治疗技术用于治疗人类恶性肿瘤，至今已

针对肾细胞癌、结直肠癌、黑色素瘤、胰腺癌、

神经胶质瘤等多种肿瘤开展免疫治疗，相继在美

国、欧盟、俄罗斯等国开展多中心临床试验，发

现 gp96 免疫治疗安全性很高，从未观察到严重

的毒副作用。同时，gp96 免疫可有效激活患者肿

瘤特异性 T 细胞免疫应答，显著提高早期肿瘤患

者的生存期[21-22]。目前 gp96 自体疫苗在美国已

经被 FDA 批准治疗黑色素瘤、肾癌和神经胶质

瘤孤儿药，在欧盟被 EMEA 批准为治疗肾癌及

神经胶质瘤的孤儿药，并于 2008 年在俄罗斯获

批上市治疗肾癌。 

热激蛋白 gp96 作为免疫活性分子可有效激

活 T 细胞免疫应答，但临床试验中对肿瘤的治疗

效果却相对有限，提示肿瘤免疫耐受机制可能发

挥作用。鉴于 gp96 免疫学功能很大程度上依赖

于 T 细胞的激活，我们对影响 gp96 活化 T 细胞

的因素进行了系统研究，发现调节性 T 细胞 

(Treg) 对 gp96 介导的特异性 T 细胞活化有明显

的抑制作用，揭示 gp96 调控 CTL 与 Treg 之间的

平衡[23]。在此基础上我们利用抗 CD25 抗体清除

Treg，可以显著提高 gp96 介导的肿瘤特异性的 T

细胞免疫应答及抗肿瘤免疫活性[24]。以上研究表

明通过靶向 Treg 等免疫负调控因素可有效提高

gp96 的免疫学功能，这为设计更有效的 gp96 疫
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苗和制定联合免疫策略提供了依据。 

5  gp96 在治疗传染性疾病中的应用 

大 量 研 究 表 明 ， gp96 与 肿 瘤 抗 原 如

Her-2[25]，或病毒抗原如 HPV、HBV、HIV 等[26-29]

体外组装成 gp96-抗原复合物，可有效激活抗原

特异性 CD4+和 CD8+ T 细胞，在抗肿瘤和传染

性疾病中发挥重要免疫学作用。然而，目前用

于治疗肿瘤的 gp96 疫苗均为从患者肿瘤组织中

提取，利用大肠杆菌表达的 gp96 蛋白容易形成

多聚体而降解，且内毒素很难去除[20,23,26]，因此

进一步研究 gp96 免疫学功能及研发 gp96 抗传

染病的治疗性疫苗都需要建立体外大量制备

gp96 蛋白的方法。我们首次利用汉逊酵母表达

全长 gp96 蛋白，表达的重组蛋白与天然提取的

gp96 蛋白在与抗原的结合特性及蛋白结构方面

非常相似，同时，重组蛋白具有与天然蛋白相

似的免疫学功能，可有效激活 HBV 特异性 T 细

胞，而大肠杆菌表达的蛋白则不能有效激活病

毒特异性 T 细胞 [30]。我们进一步将乙肝抗原 

(HBsAg 和 HBcAg) 与 gp96 体外组装制备乙肝

治疗性疫苗，利用 HBV 转基因小鼠模型研究

gp96 佐剂疫苗激活乙肝特异性 T 细胞免疫和对

病毒的抑制。小鼠试验表明，gp96 佐剂疫苗大

幅降低 Treg 的数量，可有效打破免疫耐受，激

活 HBV 特异性 T 细胞，小鼠免疫 5~8 周后血清

中的 HBV S 抗原降低 50％以上，病毒 DNA 拷

贝数下降 1 000 倍以上，肝脏细胞中病毒清除率

达到 90％~95％，表明 gp96 治疗性疫苗免疫能

有效清除病毒[31-32]。这为研发新型乙肝治疗性

疫苗提供了依据。 

6  展望 

热激蛋白 gp96 作为新型免疫活性分子和潜

在疫苗佐剂，可同时激活天然免疫和获得性免疫

应答，直接参与抗原交叉呈递，是目前唯一用于

临床治疗的天然佐剂分子，已经用于多种肿瘤治

疗，自身免疫原性很低，安全可靠，对早期肿瘤

患者疗效显著。同时，由于 gp96 最大的特点是

将外源抗原交叉呈递给 MHC I 类分子进而激活

CD8+ T 细胞，因此在传染性治疗中具有很大的

应用前景。随着对影响 gp96 免疫功能的免疫抑

制机制/因素的进一步深入研究和了解，以及对蛋

白体外表达系统的完善，gp96 将在治疗肿瘤及传

染性疾病中发挥更大的作用。 
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