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研究报告                                                              

H-2Db四聚体的制备及其在检测 LCMV特异性 CD8+ T
细胞中的应用 

刘  毅 1, 2‡, 徐丽慧 3‡, 曾学思 1, 孙建方 1, 何贤辉 2 
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2暨南大学 生命科学技术学院组织移植与免疫实验中心, 广州 510632 
3暨南大学 生命科学技术学院生物工程研究所, 广州 510632 

摘  要: MHC 四聚体技术是研究抗原特异性淋巴细胞应答的关键技术之一。为研究 H-2Db 基因型(如 C57BL/6)小鼠的特

异性CD8+ T细胞免疫应答, 需要建立H-2Db四聚体制备技术平台。首先以RT-PCR方法克隆H-2Db重链基因的 cDNA, 进

而构建 H-2Db 胞外域与生物素化酶 BirA 底物肽(BSP)融合蛋白的表达载体, 并在大肠杆菌中获得表达。在 LCMV GP33-41

抗原肽(KAVYNFATC, KAV)和人 β2-微球蛋白存在时, 通过稀释法复性获得 H-2Db/KAV 单体。该单体经生物素化并纯化

后与 PE-链亲和素按 4: 1 的比例混合, 即形成四聚体。通过流式细胞术检测经 KAV 肽免疫的 C57BL/6 小鼠体内的 LCMV

特异性 CD8+ T 细胞的频率, 结果表明在外周血、引流淋巴结和脾脏中均可检测到一定频率的 LCMV 特异性 CD8+ T 细

胞, 其中以对外周血标本染色的效果最佳。成功建立了小鼠 H-2Db 四聚体制备技术平台, 为监测及分析基于 H-2Db 基因

型小鼠的实验性免疫治疗创造了条件。 

关键词 : H-2Db, MHC 四聚体 , 淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒 , 原核表达  

Preparation of H-2Db Tetramer and Its Application in    
Enumerating the CD8+ T Cells Specific for Lymphocytic 
Choriomeningitis Virus 
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Abstract: Major histocompatibility complex (MHC) tetramer technology offers a powerful means to study specific T cell popula-
tions of interest. To investigate the immune response of H-2Db-restricted CD8+ T cells in immunotherapy, we prepared the H-2Db 

tetramer and verified its effectiveness in enumerating the CD8+ T cells specific for the lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV). 
First, the cDNA encoding H-2Db heavy chain was cloned by RT-PCR from the spleen of a C57BL/6 mouse. The expression vector for 
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H-2Db-BSP, i.e. the ectodomain of H-2Db fused to a BirA substrate peptide (BSP), was constructed and overexpressed in E. coli 
BL21(DE3). Then, the denatured H-2Db-BSP was refolded in the presence of human β2-microglobulin as well as the GP33-41 peptide 
(KAVYNFATC, KAV)of LCMV. The biotinylated H-2Db/KAV molecules were purified, then bound to streptavidin-PE and tetramer-
ized. Finally, the prepared H-2Db KAV tetramer reagent was verified by detecting the CD8+ T cells specific for HCMV in KAV pep-
tide vaccinated C57BL/6 mouse, with a mouse receiving subcutaneous injection of only adjuvant as negative control. The results 
showed that the tetramer positive rates were 0.27%, 0.11%, and 0.24% within the CD8+ T cell populations in the peripheral blood, 
draining lymph nodes, and spleen of vaccinated mouse, respectively. There was only very low background staining (≤0.01%) of those 
samples from the control mouse. Beside, the best results were achieved in the staining of the peripheral blood sample. In conclusion, 
the established procedure of preparing H-2Db tetramer will facilitate the study of the immune responses of antigen-specific CD8+ T 
cells in the experimental immunotherapy on the mice with H-2Db allele background. 

Keywords: H-2Db, MHC tetramer, lymphocytic choriomeningitis virus, prokaryotic expression 

免疫治疗是通过恢复和增强患者自身的免疫监

视功能, 以治疗某些恶性肿瘤和慢性病毒感染的新
型治疗策略, 因其具有特异性强、疗效持久等潜在
优势而成为当今基础与临床医学研究的热点与发展

方向[1]。然而, 目前多数免疫治疗效果并不理想, 其
原因尚未完全揭示。抗原特异性 CD8+ T细胞是免疫
系统发挥抗病毒和抗肿瘤效应的主要免疫活性细胞, 
分析其细胞频率、免疫表型、分化阶段和功能状态, 
有助于探讨其抗肿瘤和抗病毒的机制, 对于发展免
疫治疗乃至其临床疗效监测均具有重要意义。 

MHC I类分子四聚体技术(tetramer technology)
是目前检测抗原特异性 CD8+ T细胞的金标准[2], 于
1996 年由 Altman 等成功建立 [3], 在此之前应用
pMHC 复合物试图标记抗原特异性 T 细胞的尝试均
未获成功, 其原因在于虽然 TCR对 pMHC复合物的
识别是高度特异性的, 但单价 pMHC与 TCR的亲和
力过低、结合半衰期极短限制了其与相应 TCR的有
效结合[4]。而 MHC四聚体以荧光素标记的链亲和素
为连接体, 使生物素化并负载抗原肽的 MHC I类分
子重链胞外域形成四聚体, 后者与相应 TCR间的高
亲合力是其标记抗原特异性 CTL的基础[3,5]。该技术

具有灵敏度高、便于与其它免疫学技术(如: 表型分
析、细胞内细胞因子染色)联合应用等优点, 从而可
实现在抗原特异性 CD8+ T细胞水平上进行频率、表
型、分化和功能研究[2,6,7]。 

本研究报道了以羧基端融合生物素化酶 BirA 底

物肽(BirA substrate peptide, BSP)的 H-2Db重链胞外

域融合蛋白、人 β2-微球蛋白(β2-microglobulin, β2m)、

抗原肽为材料的 H-2Db四聚体制备流程, 并成功应用

于检测淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒(lymphocytic 

choriomeningitis virus, LCMV)糖蛋白肽 GP33-41特异

性 CD8+ T细胞。该 H-2Db四聚体制备平台为小鼠病

毒感染和肿瘤模型的免疫治疗研究创造了条件。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠购自南方医科大学实

验动物中心。大肠杆菌 (Escherichia coli, E coli) 

DH5α和 BL21(DE3)菌株、质粒 pET-3d购自Novagen; 

质粒 pEGFP-N1购自 Clontech公司; EcoR I、Nco I

和 BamH I、T4 DNA连接酶、PrimeSTAR HS DNA

聚合酶均为大连 TaKaRa 产品; PCR 引物(表 1)全部

由上海英骏生物公司(Shanghai Invitrogen Biotech-

nology Co)合成。TRIzol试剂、ThermoScript RT-PCR

试剂盒购自美国 Invitrogen公司; QIAquick Gel Ex-

traction Kit为德国 QIAGEN公司产品; 蛋白质分子

量标准(DALTON MARK VII-L)购自 Sigma公司; 异

丙基 -β-D-硫代半乳糖苷 (isopropyl-β-D-thiogalacto- 

side, IPTG)为进口分装分析纯试剂。含 BSP编码片 
 

表 1  构建表达载体所用引物序列 
Table 1  Primer sequences used for construction of the 

expression vector 

Primer 
number Primer sequences 

1 5′-ATATGAATTCATGGGGGCGATGGCTCCGC-
GC-3′ 

2 5′-ATATGGATCCTCACGCTTTACAATCTCGGA-
GAGA-3′ 

3 5′-ATATCCATGGGTCCGCATAGCATGCGTTATT-
TCGAAACCGCCGTGTCCCGG-3′ 

4 5′-AGAGCCAGTGGACGGAGGAGGCTC-3′ 

5 5′-CCTCCGTCCACTGGCTCTCTGCATCATATT-
CTG-3′ 

6 5′-GCTAGTTATTGCTCAGCGGTG-3' 
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段的 pET-A2 质粒、人β2m 均为本实验室制备[8,9]。

BirA 购自美国 Avidity 公司。PE-链亲和素 (Strep-

tavidin-PE)为 Molecular Probes公司产品。LCMV的

H-2Db 限制性抗原肽 GP33-41 (KAVYNFATC, 简称

KAV) [10], 由上海英骏生物公司用固相 Fmoc法合成, 

经 HPLC纯化, 纯度大于 95%。KAV肽以 DMSO溶

解, 浓度为 10 g/L, 分装后存−70℃备用。弗氏完全

佐剂(CFA)、弗氏不完全佐剂(IFA)为 Sigma 公司产

品。抗-mCD3-FITC、抗-mCD8-APC 荧光标记单抗

均为 eBioscience公司产品。 

1.2  方法 
1.2.1  小鼠脾细胞总 RNA抽提及 cDNA合成   

断颈处死 C57BL/6 小鼠并摘取脾脏, 按试剂盒

推荐方法, 以 TRIzol试剂提取总RNA, ThermoScript 

RT-PCR进行逆转录反应, 所合成的第一链 cDNA用

于 PCR扩增。 

1.2.2  H-2Db重链全长 cDNA的克隆    

参照GenBank中登记的H-2Db基因序列(登录号: 

U47325)设计引物 1 和引物 2。 PCR 反应在 50 μL

总体积中进行, 以 1 μL第一链 cDNA为模板, 反应

条件为在 94℃预变性 2 min后开始循环, 即 94℃变

性 30 s, 50℃退火 30 s, 72℃延伸 1 min 20 s, 共 35个

循环后, 于 72℃ 延伸 10 min。PCR产物以 QIAquick 

Gel Extraction Kit从凝胶中回收, EcoRⅠ+BamHⅠ

双酶切并再次从凝胶中回收, 与经 EcoRⅠ+BamHⅠ

双酶切的 pEGFP-N1 载体连接后转化 E. coli DH5α

感受态细胞, 以碱裂解法从转化子中提取质粒, 双

酶切法筛选正确接入外源基因的转化子, 克隆的基

因序列由上海英骏公司测定。 

1.2.3  融合 BSP 的 H-2Db重链胞外域(H-2Db-BSP)

表达载体的构建   

H-2Db重链胞外域(成熟蛋白序列 1−280)羧基端

连接 BSP (LHHILDAQKMVWNHR), 其表达载体的

构建方法如下: 首先, 分别扩增 H-2Db 重链胞外域

和 BSP的编码序列。根据 H-2Db重链胞外域的基因

编码序列设计引物 3和引物 4, 以扩增 H-2Db重链胞

外域羧基端 1−280氨基酸序列的 DNA片段。同时根

据 pET-A2 质粒[5]中的 BSP 编码序列设计引物 5 和

引物 6, 以扩增 BSP编码序列。分别以 1 μL经测序

验证的 H-2Db 全长 cDNA 和 pET-A2 质粒为模板, 

反应条件同上, PCR产物以 QIAquick Gel Extraction 

Kit从凝胶中回收。然后, 以所扩增的 H-2Db重链胞

外域和 BSP编码序列为模版进行 PCR反应, 选用引

物 3 和引物 6, 反应体系及条件同前。PCR 产物以

QIAquick Gel Extraction Kit 从凝胶中回收 , Nco 

I+BamH I 双酶切并再次从凝胶中回收, 与经 Nco 

I+BamH I双酶切的表达载体 pET-3d连接后转化 E. 

coli DH5α感受态细胞, 以碱裂解法从转化子中提取

质粒 , 双酶切法筛选接入正确外源基因的转化子 , 

克隆的基因序列由上海英骏公司 测定。 

1.2.4  H-2Db-BSP融合蛋白的表达与鉴定    

H-2Db-BSP融合蛋白的表达方法同文献[8,11]。

表达质粒转化 BL21(DE3), 以 IPTG诱导融合蛋白表

达。SDS-PAGE浓缩胶浓度为 50 g/L, 分离胶浓度为

150 g/L, 以考马斯亮蓝 R-250染色显示蛋白质条带。 

1.2.5  H-2Db-BSP/KAV复合物单体的重折叠   

按已报道的方法制备[8,11], 简述如下: 首先将 2 

mg KAV肽以移液器滴加入 200 mL预冷的复性缓冲

液中, 然后将 6 mg H-2Db-BSP和 5 mg 人 β2m快速

注入, 在 4℃搅拌复性 3 d。超滤浓缩至 5 mL左右, 

对 10 mmol/L Tris-HCl缓冲液(pH 8.0, 含 0.2 mmol/L 

PMSF)透析,离心去除沉淀后进行生物素化。 

1.2.6  H-2Db-BSP/KAV单体的生物素化及纯化   

按已报道的方法进行 [8,11], 简述如下 : 在

H-2Db-BSP/KAV 单体溶液中加入生物素化酶 BirA, 

30℃反应 40 min。反应完成后透析, 上样至 MonoQ 

5/50 GL 柱中进行线性梯度洗脱(Amersham AKTA 

UPC-9000)。SDS-PAGE分析后合并含有生物素化的

H-2Db/KAV(同时含重链和轻链 β2m)的洗脱峰, 透析

后超滤浓缩至 300 μL左右, 加 4 mL PBS后再浓缩

至 300 μL, 测定蛋白浓度后置 4℃备用。 

1.2.7  H-2Db-BSP/KAV四聚体的制备和鉴定   

将生物素化的 H-2Db/KAV 单体与 PE-链亲和素

按 4: 1 的比例混合后即形成四聚体。按前文[8]报道

方法测定生物素化程度。 

1.2.8  LCMV KAV抗原肽免疫 C57BL/6小鼠   

100 μg KAV抗原肽与佐剂等体积混匀, 充分乳

化后双足垫注射, 2周、4周后以相同剂量抗原肽分

别加强免疫一次。初次免疫以 CFA 为佐剂, 加强免

疫则应用 IFA。同时, 另取小鼠以等量 PBS代替KAV

抗原肽与相应佐剂乳化后注射, 用作阴性对照。 

1.2.9  LCMV 特异性 CD8+ T细胞的检测   
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末次免疫 2周后, 经眼静脉采集 200 μL血液至

肝素抗凝管中。断颈处死小鼠后取腹股沟淋巴结及

脾脏, 常规制备淋巴结和脾脏细胞悬液。分别取肝

素抗凝静脉血 100 μL、2×106 腹股沟淋巴结细胞、

2×106脾脏细胞, 加入 0.5 μg H-2Db KAV四聚体, 于

室温避光孵育 15 min; 加入 0.2 µg 抗 -CD8 

mAb-APC和 0.5 μg 抗-CD3 mAb-FITC, 于 4℃避光

孵育 20 min; 外周血及脾脏细胞标本尚需加入 3 mL

红细胞裂解液, 于室温避光放置 6～8 min, 离心弃

上清, 淋巴结标本略去本步骤; 以含 1%小牛血清的

PBS洗涤 1次, 加 0.3 mL 4%多聚甲醛固定; 24 h内以

流式细胞仪(FACSCalibur, Becton Dickinson)检测, 收

集 300 000个细胞的参数; 用WinMDI软件分析 CD8＋ 

T细胞中 H-2Db/KAV四聚体阳性细胞的比率。 

2  结果 

2.1  H-2Db 重链全长 cDNA 的克隆及其序列测定 
根据 H-2Db基因序列设计引物, 从 C57BL/6 小

鼠脾细胞中提取总 RNA, 逆转录第一链 cDNA为模

板进行 PCR反应, 扩增出与预期大小(1100 bp)相符

的 DNA片段(图 1, 泳道 2)。扩增出的 DNA片段经

双酶切后 , 分别与 pEGFP-N1 连接 , 转化 E. coli 

DH5α, 各选取 4 个菌落抽提质粒, 双酶切鉴定表明

所有质粒均已插入预计大小的外源片段(图 1, 泳道

4-7), 序列分析显示其编码 H-2Db重链, 与 GenBank

中登录的 H-2Db序列(登录号: U47325)完全一致。 

 

图 1  RT-PCR 扩增 H-2Db 重链的全长 cDNA 及重组质粒

的酶切鉴定 
Fig. 1  RT-PCR products for the full-length cDNA of H-2Db 

heavy chain and the screening of recombinant vectors by 
restriction enzyme digestion 

1, 3: 200 bp DNA ladder; 2: RT-PCR product for the full-length 
cDNA of H-2Db heavy chain; 4-7: screening of the recombinant 

vectors by cutting with EcoR I and BamH I 

 
2.2  H-2Db-BSP 融合蛋白原核表达载体的构建 

参考 Altman 等[3]的策略, 通过 PCR 方法将编

码 H-2Db重链胞外域 1-280氨基酸序列的 DNA片段

与编码 BSP 的片段融合。以本室构建的 pET-A2 质

粒为模版, 扩增编码 BSP 的 DNA 片段(图 2, 泳道

2); 同时, 以克隆的 H-2Db全长 cDNA为模板, 扩增

编码 H-2Db重链胞外域的 DNA片段(图 2, 泳道 3)。

以二者 PCR 产物为模版再次 PCR, 扩增编码

H-2Db-BSP的 DNA片段, 长度约 900 bp (图 2, 泳道

5), 经双酶切、连接至 pET-3d 载体, 筛选接入目的

基因的阳性克隆(图 2, 泳道 7), 经测序验证插入序

列为正确的目的基因, 表明成功构建了 H-2Db-BSP

的原核表达载体。 

 

 
 

图 2  PCR 扩增 H-2Db-BSP DNA 片段及重组质粒酶切鉴定 
Fig. 2  Construction of H-2Db-BSP coding sequence by PCR, and the screening of the recombinant vectors               

by restriction enzyme digestion 
1, 4, 6: 200 bp DNA ladder; 2, 3, 5: PCR product for the coding sequences of BSP, ectodomain of H-2Db, and H-2Db-BSP, respectively;     

7: recombinant vector cut with Nco I and BamH I 
 

2.3  H-2Db-BSP 融合蛋白在 E. coli 中的表达 
将构建的重组质粒转化 BL21(DE3), 按常规方

法诱导重组蛋白表达。SDS-PAGE 分析表明 , 加

IPTG于 37℃诱导 4 h后, 相对分子质量 34 kD (美国
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Alpha Innotech 公司 AlphaEaseFC 软件分析)的外源

蛋 白 表 达 水 平 大 大 提 高 , 该 蛋 白 分 子 量 与

H-2Db-BSP 融合蛋白的理论分子质量相符, 重组蛋

白约占菌体总蛋白的 17.2%(图 3, 泳道 3), 主要存在

于包涵体中(图 3, 泳道 4)。 

 
 

图 3  大肠杆菌 BL21(DE3)中表达的 H-2Db-BSP 的

SDS-PAGE 分析结果 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of recombinant H-2Db-BSP 

expressed in E . coli strain BL21(DE3) 
1: protein MW marker; 2: BL21(DE3) before IPTG induction; 3: 

BL21(DE3) induced with IPTG for 4 h; 4: inclusion bodies of 
IPTG-induced BL21(DE3) 

 
2.4  H-2Db-BSP/KAV 单体的制备及其生物素化 

H-2Db-BSP/KAV单体通过稀释复性法进行重折

叠, 复性后的 H-2Db-BSP/KAV 单体经生物素化酶

BirA 催化其生物素化(图 4 泳道 2), 然后经阴离子

交换树脂纯化, 以 NaCl 线性梯度洗脱出现 2 个主

峰。SDS-PAGE分析显示, 第Ⅰ峰为轻链 β2m, 第 II

峰为可溶性 H-2Db/KAV 单体(图 4 泳道 3), 将后者

各组分合并, 超滤浓缩后蛋白浓度为 1 g/L。 

 

图 4  纯化的 H-2Db/KAV 单体的 SDS-PAGE 鉴定 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of refolded and purified 

H-2Db/KAV monomer 
1: protein MW marker; 2: refolded H-2Db/KAV monomer; 3: puri-

fied H-2Db/KAV monomer 
 
2.5  H-2Db/KAV 四聚体的制备与鉴定 

将生物素化的 H-2Db/KAV可溶性单体按 4: 1的

比例与 PE-链亲和素混合后形成四聚体。链亲和素

与生物素间具有极高的亲和力, 因此, 若不经还原

剂及煮沸处理, SDS 处理本身并不会导致四聚体解

离 , 故可利用 SDS-PAGE 对四聚体的比例进行测

定。H-2Db/KAV 单体在非还原条件下且不经煮沸处

理时, 电泳后显示分子量分别为 34 kD 的重链和 l2 

kD的轻链 β2m两条主带(图 5 泳道 3)。AlphaEaseFC

软件分析显示, 四聚体中重链条带(图 5 泳道 4)约为

单体的 15%(图 5 泳道 3), 表明 85%的单体已与链亲

和素结合形成了四聚体。 

 

图 5  H-2Db/KAV 四聚体的 SDS-PAGE 鉴定 
Fig. 5  Analysis of the multimerization degree of 
H-2Db/KAV tetramer by non-ruducing SDS-PAGE 

1: protein MW marker; 2: blank; 3: H-2Db/KAV monomer; 4: 
H-2Db/KAV tetramer; 5: streptavidin-PE 

 
2.6  H-2Db/KAV 四聚体的结合活性 

以接受或未接受 KAV 肽免疫的 C57BL/6 小鼠

为研究对象, 通过对其外周血、腹股沟淋巴结、脾

脏细胞悬液进行三荧光标记, 以 FACSCalibur 流式

细胞仪检测, CELLQuest软件获取资料, WinMDI软

件分析。首先在 FSC-SSC二维散点图上划出淋巴细

胞 区 , 再 利 用 抗 -CD3 mAb-FITC 和 抗 -CD8 

mAb-APC 同时设门 , 然后分析 CD8＋  T 细胞中

H-2Db/KAV 四聚体阳性细胞的比率。结果显示, 该

四聚体在外周血、腹股沟淋巴结和脾脏细胞中均检

出 LCMV 特异性 CTL, 它们占总 CD8+ T 细胞的比

例依次为 0.27%、0.11%和 0.24%(图 6), 而未经 KAV

肽免疫鼠 CD8+ T 细胞为背景水平(≤0.01%), 提示

该四聚体具有与 LCMV 特异性 CD8+ T 细胞高效、

特异的结合活性。 

3  讨论 

抗原特异性 CD8+ T 细胞的研究一直是现代免

疫学的热点和前沿领域, 对其频率、表型与生物学

行为等进行研究将极大地推动肿瘤免疫、感染免疫

等领域的进展。有限稀释分析法(limiting dilution 

analysis, LDA)是对抗原特异性 CTL 进行定量分析 
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图 6  H-2Db/KAV 四聚体与 LCMV 特异性 CD8+ T 细胞结合的流式细胞术分析 
Fig. 6  Flow cytometric analysis of CD8+ T cells specific for LCMV by staining with H-2Db/KAV tetramer 

The data stand for the H-2Db/KAV tetramer positive rates within the CD8+ T cell populations in the peripheral blood, draining lymph nodes, 
and spleen of KAV peptide vaccinated mouse (upper column), and control mouse (lower column), respectively 

 
的经典技术 , 但该方法费时费力 , 影响因素多 , 检

测灵敏度低, 这些缺点限制了其应用[5]。自二十世纪

九十年代中期以来, 陆续发展出四聚体技术、酶联

免疫斑点法( ELISPOT)、细胞内细胞因子染色等多

种新型的抗原特异性 CTL研究方法[12-14]。其中四聚

体技术具有检测灵敏度高(较 LDA 灵敏度高 10~50

倍、便于与其它免疫学技术联合应用、可用于原位

分析组织中的抗原特异性 CTL 等独特优势, 成为当

今免疫学研究的核心技术之一[2,6,7,14]。 

我们已于 2003 年成功建立了人类 MHC I 类分

子四聚体的简化制备程序 [8,15], 为临床肿瘤免疫和

感染免疫研究提供了条件。然而, 小鼠作为免疫学

研究最为常用的实验动物, 以其建立动物模型开展

相应研究同样具有十分重要的意义, 而四聚体技术

已经是研究 CTL 应答的核心技术, 为此, 我们需要

建立小鼠 MHC I类分子四聚体技术平台。小鼠 MHC

称为 H-2复合体, 其中 K区和 D区为Ⅰ类基因位点, 

编码Ⅰ类分子。小鼠 H-2 分子具有多态性 (如

C57BL/6小鼠 I类分子的基因型为DbKb), 同时, TCR

识别 pMHC 具有 MHC 限制性, 这两个特点决定了

四聚体仅适用于具有该基因型 I 类分子的小鼠。因

此, 有必要构建相应的 MHC I类分子四聚体以开展

小鼠的细胞免疫应答研究。 

为了构建 H-2Db 四聚体 , 我们首先构建了

H-2Db重链胞外域羧基端融合生物素化酶 BirA底物

肽 (BSP)的融合蛋白 (H-2Db-BSP)的原核表达载体 , 

并在大肠杆菌中获得高水平表达。SDS-PAGE 分析

显示表达产物相对分子质量约为 34 kD, 与其理论

分子质量相符。需要指出的是, H-2Db-BSP在大肠杆

菌获得高水平表达的产物主要存在于包涵体中, 这

对于大量制备、纯化及进一步的复性工作十分有利, 

因为可溶性MHC I类分子的复性并不需要可溶性表

达产物[16]。另外, 研究表明人β2-微球蛋白(β2m)较

鼠β2m与鼠 MHC I类分子结合能力更高, 通过掺入

人β2m 可制备小鼠四聚体并成功标记小鼠抗原特异

性 CTL [17]。本研究即采用这一策略, 利用已制备的

人β2m与 H-2Db-BSP融合蛋白, 在 LCMV GP33-41抗

原肽存在下, 成功制备出小鼠 H-2Db KAV四聚体。 

LCMV GP33-41/KAV特异性 CD8+ T细胞常用于

病毒免疫研究[10], 我们以 KAV 肽免疫小鼠, 并以

H-2Db KAV四聚体检测了 LCMV GP33-41/KAV特异

性 CD8+ T 细胞的细胞频率。结果显示 LCMV 

GP33-41/KAV 肽可诱导 C57BL/6(H-2b)小鼠产生特异

性 CD8+ T细胞: KAV特异性 CD8+ T细胞不仅可在
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引流区淋巴结、脾脏中检出, 在外周血中也可检出, 

其占总 CD8+ T 细胞的比例依次为 0.11%、0.24%和

0.27%。外周血中存在较高频率的特异性 CD8+ T细

胞这一现象支持 GP33-41确实是 LCMV的优势表位。

与未免疫小鼠比较, 研究结果显示外周血标本非特

异性染色最少, 抗原特异性细胞群染色的荧光强度

高, 分群明显; 而淋巴细胞和脾脏背景染色较高。其

原因可能与外周血细胞取材时未受机械损伤, 并且

染色过程中始终处于自体血浆和红细胞保护之中 , 

细胞活力好; 而淋巴细胞和脾脏细胞悬液制备过程

中的机械损伤可能对四聚体染色不利。另外, 外周

血取材简便, 定期剪尾取血便于连续观察。因此, 外

周血同样可作为理想的样品来源, 用于免疫治疗过

程中对特异性 CD8+ T细胞的监测。 

总之 , 我们建立了 H-2Db 四聚体的制备平台 , 

并在 LCMV 肽免疫小鼠中进行了验证, 为分析小鼠

实验性免疫治疗中H-2Db限制性CD8+ T细胞应答打

下了基础。 
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