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摘要 人乳头瘤病毒(human papillomavirus，HPV)早期基因 E7 是致癌的关键基因，其表达在宫颈癌细胞癌变进程及维持癌细

胞恶性表型方面发挥重要作用，已成为宫颈癌治疗的理想靶标．目前，基于 HPV16 E7 抗原细胞毒性 T 淋巴细胞(cytotoxic

lymphocyte，CTL)表位设计多肽疫苗是抗宫颈癌治疗发展的重要方向，但天然 CTL 表位肽普遍存在体内半衰期短、激发

CTL 反应效果不佳等缺点．因此，本研究基于前期 HPV16 E7 抗原 CTL 表位鉴定的基础，结合多肽酶解实验结果，进行分

子动力学模拟及结合自由能计算，初步筛选了 3 条表位模拟肽．人工合成相关待测表位肽，并利用 T2 细胞株测定各肽与

HLA-A2 分子的结合力．研究结果表明，3 条表位模拟肽体外抗酶解能力较天然 HPV16 E7抗原 CTL 表位肽均有提高，以(d)

RAHYNIVTF 表位模拟肽的效果最为明显．此外，(d)RAHYNIVTF 表位模拟肽与 HLA-A2 分子的结合力也有所提高(荧光系

数为 2.06)．以上结果表明，基于 HPV16 E7 抗原 CTL表位模拟肽进行结构修饰有望为宫颈癌治疗性疫苗的设计奠定基础．
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宫颈癌是引起妇女死亡的第二大病因，每年全

球范围约有 51 万新发现患者，约 20 万死亡．在中

国，每年约有 13.5 万人被确诊为宫颈癌，占全球

发病人数的 1/3[1-2]．大量研究证实人乳头瘤病毒

(human papillomavirus，HPV)是宫颈癌致病的首要

因素[3]．目前被发现的 HPV 亚型约有 120 种，其中

大部分已完成了分类和测序[4-5]．根据 HPV 病毒危

险 程 度 ， 可 分 为 低 危 型 (LR-HPV) 和 高 危 型

(HP-HPV)．前者包括 HPV6、11、40、42、43、70

等，可引起常见的皮肤黏膜病变和生殖器疣[6]；后

者包括 HPV13、16、18、19、52、58 等，可引起

宫颈癌、阴道癌、头颈癌、肛门癌等[7-8]．在众多

HPV 亚型中，HPV16 亚型约与 70% 以上的宫颈癌

密切相关．HPV 早期转录区(E 区)主要编码 E1～

E7 早期蛋白，涉及病毒 DNA 复制、转录、翻译和

有关细胞转化等[9]．E7 作为重要的细胞转化蛋白，

是致癌的关键基因，其在 HPV 相关疾病发生发展

中发挥重要作用，已成为 HPV 感染相关疾病免疫

治疗理想靶标[10-11]．

自 20 世纪 70 年代 Castle, Mizuuchi 等[12-13]从宫

颈癌标本中发现 HPV DNA 以来，人们对 HPV 疫

苗的研究已取得巨大进展．基于 HPV16 E7 靶抗原

DNA 疫苗[12, 14]、病毒样颗粒疫苗(virus-like particle

vaccines，VLPs) [15]、树突状细胞 (dendritic cells，

DC)疫苗[16]以及基于 CTL 表位多肽疫苗[17]是在体激

活抗 HPV 感染 CTL 应答较为有效的形式．其中，

基于 CTL 表位肽多肽疫苗，它作为完整抗原一部

分，不具备传染疾病危险性，并可大量合成生产，

已成为未来抗病毒感染及肿瘤疫苗发展重要方向之

一．目前，国内外许多实验室已开展了 CTL 表位

鉴定及基于 CTL 表位多肽疫苗设计工作[18-21]．而基

于 HPV16 E7 抗原 CTL 表位肽设计抗 HPV 感染的

多肽疫苗，也将有望成为最为理想的抗 HPV 感染

疫苗形式．本研究在前期发现 HPV16 型 E7 抗原
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第 49～57 位氨基酸所构成九肽(RAHYNIVTF)是其

HLA-A2 限制性 CTL 表位．体内外免疫学效应实

验表明：该天然 CTL 表位肽虽然在一定程度上能

激发抗 HPV 免疫应答，但效果欠理想．究其原因

可能是：该天然 HPV16 型 E7 抗原 CTL 表位肽

RAHYNIVTF 与 HLA-A2 分子的亲和力不够高[22-23]；

且天然 CTL 表位肽在体内易被多种肽酶降解、

半衰期短，使其在体内激发 CTL 反应效果并不理

想 [24-25]．为此，本研究拟在前期 HPV16 E7 抗原

CTL 表位鉴定基础上，选择恰当的非天然氨基酸

对天然 CTL 表位肽特定位置的氨基酸进行改造，

借助 AMBER 分子模拟软件进行分子动力学和结合

自由能计算，通过计算得到结合自由能来筛选高亲

和性、高特异性非天然氨基酸 HPV16 型 E7 抗原

CTL 模拟表位．采用固相合成技术合成 CTL 表位

肽模拟物，进行体外亲和性实验、模拟表位肽在血

浆中稳定性实验，为进一步探讨以 HPV16 型 E7

抗原为靶标基于 CTL 模拟表位疫苗设计奠定基础.

1 材料与方法

1援1 蛋白质序列

HLA-A2 晶体结构从 PDB(Protein Data Bank at

Brookhaven National Laboratories) 结构数据库(http://

www.rcsb.org/pdb)中获取，编号为 3TO2．

1援2 表位模拟肽的设计与分子动力学模拟

本研究使用 sybyl 2.1 的 biochem 模块进行氨基

酸突变，搭建天然表位肽及表位模拟肽，并获取抗

原肽和晶体蛋白复合物．选用 Amber 11.0 进行分

子动力学模拟，具体步骤如下：先优化体系，再对

体系升温，最后在平衡状态模拟一段时间．优化体

系大致分成 3 步：先限制蛋白质结构，只优化抗原

肽和水分子；再限制蛋白质骨架，优化蛋白质侧

链，抗原肽和水分子；最后不加任何限制，优化整

个体系．整个过程使用 Tleap 程序为复合物加氢，

复合物加入 10魡 边界的 TIP3PBOX 水分子，并加

入抗衡离子．最终加入了 8 个 Na+ 保持体系的电中

性．在本研究中 Amber 的标准力场 ff 99SB 力场被

用于定义蛋白质受体的分子参数，PME (particle

meshewald)方法计算体系间静电相互作用．采用最

陡 下 降 法 (steepest descent) 和 共 轭 梯 度 法

(conjugate-gradient)进行能量最小化，其目的是去

除由于加水后的不合理分布，使分子体系中的分子

碰撞几率减少到最低．优化完成后，将温度从 0 K

升到 300 K 并维持 300 K 进行 8 ns 的动力学模拟，

模拟步长设为 2 fs，每隔 2 ps 进行一次取样，取能

量稳定阶段平均构象作为复合物最终构象．随后对

最终构象采用 MM-PBSA 方法计算晶体蛋白(受体)

与天然表位肽或模拟表位肽(配体)之间的结合自由

能(驻G)．

1援3 多肽的合成、纯化、分析及鉴定

本实验所选用多肽均采用标准 Fmoc 方案，在

上海紫域多肽合成公司合成、纯化、分析及鉴定．

合成多肽冻干粉，以 1 g/L 浓度溶于超纯水中，置

于-70℃保存备用．

1援4 天然表位肽及表位模拟肽在血浆中稳定性实验

将 25%人血浆置于 37℃活化 30 min．随后在

50 滋l 天然表位肽及表位模拟肽溶液(浓度为 1 g/L)

中各加 250 滋l 活化后的血浆，并于指定时间加入

500 滋l TFA(终浓度为 1%)终止反应．置于 4℃放置

30 min 后，12 000 r/min 离心 30 min，取其上清．

用 LC/MS/MS(ESI：135 V，Analyst1.4)及 RP-HPLC

(均进样 10 滋l，流动相 A：0.1% TFA 乙腈，流动

相 B：0.1% TFA 三蒸水．流动相流速：0.4 ml/min,

检测波长：220 nm)进行分析．

1援5 细胞株及单克隆抗体

TAP 缺陷 T2 细胞系由第三军医大学万瑛教授

惠赠，T2 细胞培养于含 10%胎牛血清(FBS 购于

Hyclone 公司)的 1640 培养基(购于 Hyclone 公司)

中，培养条件为 37℃、5% CO2、饱和湿度，每隔

2～3 天传代 1 次．FITC 标记的抗人 HLA-A2 BB7.2

抗体，购于 BD 公司．

1援6 表位模拟肽与 HLA鄄A2 的亲和力分析

待测表位肽只有在能与 HLA-A2 稳定结合情况

下，才能被视为免疫治疗有效的潜在抗原．为此，

选用亲和力实验来评估上述表位模拟肽．简述如

下：a．T2 细胞多肽处理．T2 细胞经 PBS 洗涤 2

次后，以 1伊105/ 孔接种于 24 孔板中，以 100 mg/L

浓度加入各表位模拟肽及天然表位肽．各孔中加入

3 滋l(1 mg/L) 茁2 微球蛋白，将 T2 细胞于 37℃、5%

CO2 饱和湿度条件下培养 18 h 后，收集细胞作流

式细胞术检测．b．T2 细胞表面 HLA-A2 分子表达

的流式细胞术检测．将与多肽共同孵育 18 h 后的

T2 细胞 1 000 r/min、5 min 离心，收集细胞并用

PBS 洗涤．同样条件离心后，用 PBS 重悬细胞．

在细胞沉淀中加入 2 滋l FITC 标记的 BB7.2 来源抗

人 HLA-A2 抗体溶液，4℃避光孵育 30 min，用预

冷的 PBS 洗涤 3 次后，在流式细胞仪上检测平均

荧光强度(mean florescence intensity，MFI)．结果以
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No. Peptide Distance/魡 H-bond number 驻G/(KJ·mol-1)

1 RAHYNIVTF 20.62 8 -51.18
2 (d)RAHYNIVTF 20.46 5 -44.59
3 RAH(d)NIVTF 19.58 10 -58.15
4 (d)RAH(d)YNIVTF 22.10 6 -60.96

Table 1 Characteristics of candidate epitope bound to the modeled HLA鄄A2 molecule

Fig. 1 Dynamics simulations of epitope peptides energy versus time

荧光指数(florescence index，FI)作为衡量指标，计

算公式如下：

荧光指数(FI)=样本 MFI-背景 MFI
背景 MFI

FI>1.5 视为多肽与 HLA-A2 分子的高结合力，

1.0<FI<1.5则为中等结合力，0.5<FI<1.0为低结合力.

1援7 统计学分析

数据统计分析采用单因素方差分析检验，

P<0.05 具有统计学意义，利用 SPSS13.0 软件完成.

2 结果与讨论

2援1 分子动力学模拟结果

本研究通过分子动力学模拟天然表位肽及表位

模拟肽与 HLA-A2 分子结合，并通过计算结合自

由能来考察复合物结合状态．天然表位肽及各模拟

肽均能很好地结合到抗原结合槽中，且每个复合物

均能很快达到能量平衡和稳定(图 1, 2)．分析天然

表位肽及各模拟肽与 HLA-A2 分子最终构象，分别

计算受体与配体间氢键数目、锚定残基(P2，P9)距

离，结果见表 1．从图 2 中可看出，天然表位肽在

与 HLA-A2 结合时，其两端深深地嵌入到结合口袋

中，并形成 8 个氢键：在 N 端主要与 Glu63、

Tyr99、Tyr159 等残基形成氢键，落在 A 结合口袋

中，而在 C 端则主要与 His70、Thr73 残基形成氢

键，其与 Trp147 残基所形成氢键符合 F 口袋结合

规律．天然表位肽锚定残基间距离为 20.62魡，结

合自由能为-51.18 KJ/mol，说明该体系已达到稳定

状态，表位肽与受体结合较为合理．在 3 条模拟肽

中，每条模拟肽的 N 端均与 Glu63 中的羧基形成

氢键，表明 Glu63 残基在抗原结合槽部位发挥着重

要作用．3 条模拟表位锚定残基间距离除(d)RAH

(d)YNIVTF 之外均在 20魡 左右，基本符合 HLA-A2

分子与抗原肽结合规律．
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Fig. 2 Computer models depicting the association of each candidate epitope peptide with the HLA鄄A2 molecule
Left: Averge conformation of epitope peptide determined by molecular dynamics simulation. Right: The binding models for epitope peptide and

HLA鄄A2. Red double helix as epitope peptides' binding site, purple as epitope peptides' secondary structure.

RAHYNIVTF

(d)RAHYNIVTF

RAH(d)NIVTF

(d)RAH(d)YNIVTF

RAHYNIVTF

(d)RAHYNIVTF
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(d)RAH(d)YNIVTF
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Fig. 3 The total ion chromatogram of the native epitope peptide RAHYNIVTF reaction
in plasma at different times (0, 15, 30, 60 min)

2援2 表位肽的纯化和质谱鉴定结果

高纯度多肽是后续研究基础．本研究所选用的

多肽利用反相高效液相色谱(RP-HPLC)分析其纯度

并使用质谱测定相关分子质量．鉴定结果表明：多

肽纯度均大于 95%，相对分子质量测定值与理论

值基本相符，可确定所合成多肽即为高纯度目的肽

(谱图见图 S1，S3～S5)，可供后续实验使用．

2援3 天然表位肽及表位模拟肽在血浆中的稳定性

分别对天然表位肽及表位模拟肽进行体外稳定

性研究，结果如图 3 所示．在 0 min 时，所检测到

化合物只含一个单峰，为天然表位肽高纯品

(纯度 >95%)，其相对分子质量为 1 119.3．质谱结果

(图 S2)显示，质荷比(m/z)为 561.0(M+2)．天然表位

肽在血浆中极不稳定，其体外半衰期介于 2～4 min,

在 16 min 以后，可观察到该表位肽被水解．其断

裂位置为 4 位与 5 位之间，即 RAHY- NIVTF．在

各表位模拟肽中(图 4)，(d)RAHYNIVTF 模拟肽的

抗酶解能力最强，体外半衰期超过了 1 h．RAHY

(d)NIVTF 模拟肽与天然表位肽相比，其体外半衰

期约提高了 4 倍( > 8 min)，但与(d)RAHYNIVTF

模拟肽相比，其抗酶解能力仍相对较弱． 双突

变 (d)RAH(d)YNIVTF 模拟肽体外半衰期超过了

30 min.
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Fig. 4 The residual amount of epitope peptide in plasma at different time
: RAHYNIVTF; : (d)RAHYNIVTF; : RAHY(d)NIVTF; : (d)RAH(d)YNIVTF.
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No. Peptide MFI FI
Control - 17.16依0.15 -

1 RAHYNIVTF 36.64依0.17 1.14

2 (d)RAHYNIVTF 52.53依5.33 2.06

3 RAHY(d)NIVTF 19.59依5.12 0.14

4 (d)RAH(d)YNIVTF 20.27依2.37 0.18

Fig. 5 FACS analysis of HLA鄄A2 expression on T2 cells induced by individual peptides

2援4 表位模拟肽与 HLA鄄A2分子亲和力分析结果

选用流式细胞术检测天然表位肽及表位模拟肽

与 HLA-A2 分子的结合情况，每组均设置 3 个复

孔．亲和力分析流式结果见图 5，各肽与 HLA-A2

分子结合荧光强度比较见图 6，三次结果平均活性

值列于表 2．结果显示：天然表位肽可使 T2 细胞

表面 HLA-A2 分子表达上调，换算成荧光系数(FI)

表示，其 FI 值为 1.14，符合中等亲和力条件．

(d)RAHYNIVTF 模拟肽 FI 值为 2.06，远高于天然

表位肽的结合能力．说明该肽可以很好地和 T2 细

胞表面的空载 HLA-A2 分子结合，使其表达量明显

上升．而本研究所设计的另外两条表位模拟肽则与

HLA-A2 呈低结合力．

3 讨 论

自 20 世纪 90 年代首次鉴别出 E7 49-57

(RAHYNIVTF)为 CTL 表位肽[12]，现已有诸多研究

证实该表位作为抗原靶标有效性．Harro, Chen 等[18,26]

从 HVP16 E7 感染细胞株中发现了 E7 49-57 肽，并

证实 HPV16 在感染细胞后可表达病毒相关蛋白，

可将有效抗原肽 E7 49-57 提呈于细胞表面．研究

者们在探讨该天然 CTL 表位肽在体内外免疫学效

应时发现，此表位肽虽能在一定程度上激发抗

HPV 免疫应答，但效果欠佳．其原因主要是：该

天然 HVP16 E7 抗原 CTL 表位肽 RAHYNIVTF 与

HLA-A2 分子亲和力不高，且在体内易被肽酶降

解、半衰期短，故在体内激发 CTL 反应效果欠

佳[27-28]．目前，关于 CTL 模拟表位的筛选主要采取

氨基酸替换技术或用组合肽库方法[29-30]，但由于筛

选到的仍是天然表位多肽，不能从根本上克服天然

CTL 表位肽易被肽酶水解而造成其在体内半衰期

短的问题，故难以筛选到理想的 CTL 模拟表位．

Parker 等 [31]曾尝试用多聚 N- 乙酰胺代替肽骨架，

研究 CTL 表位非肽模拟物(non-peptide mimetics)在

体内激发 CTL 反应的能力．尽管所筛选到的非肽

模拟物体内半衰期大大提高，但其在体内激发

CTL 反应的能力却不如原天然 CTL 表位，这可能

Fig. 6 Mean florescence intensity of individual
peptide bind with HLA鄄A2

Data were expressed as the mean 依 SD from three independent

experiments (**P < 0.01). 1: RAHYNIVTF; 2: (d)RAHYNIVTF;

3: RAHY(d)NIVTF; 4: (d)RAH(d)YNIVTF.
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是由于刚性改造所获得的非肽模拟物免疫原性降低

所致．也有人尝试对特定位点氨基酸进行修饰(如

甲基化、糖基化等)来筛选 CTL 模拟表位[32-33]，但

由于没有深入研究 CTL 表位与 MHC 玉类分子相

互作用并被 T 细胞受体(TCR)识别的结构基础，这

种结构改造具有一定局限性，难以筛选到有效的高

亲和性 CTL 模拟表位，这也是目前国内外有关

CTL 模拟表位筛选普遍存在的问题．基于上述问

题，本研究通过对天然表位肽 RAHYNIVTF 的结

构及血浆实验结果分析，确定 1 位点和 4 位点为表

位肽易水解部位．在使用非天然氨基酸对 1 位点和

4 位点进行改造后，发现表位肽体外稳定性有所提

高，其中以(d)RAHYNIVTF 最为明显，体外半衰

期超过了 1 h．此外，进一步研究发现，该表位模

拟肽能与 HLA-A2 分子有效地结合，且达到高亲

和力标准，荧光系数 FI 值为 2.06，远高于天然表

位肽的结合能力．说明本研究所采用的思路，运用

非天然氨基酸对生物活性肽进行化学修饰，研究其

构效关系，有助于进一步发展高效的肽类似物，必

将成为多肽化学研究的重要手段和方向之一，为宫

颈癌治疗性疫苗的设计奠定基础．

附件 图 S1～S5，表 S1 见本文网络版附录(http://

www.pibb.ac.cn)
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HPV16 E7 CTL Epitope Antigen Peptide Design and Activity Evaluation*
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Abstract Human papillomavirus E7 gene is the key to cancer, which expressed in most HPV-contains cervical

cancers. E7 plays an important role in the induction and maintenance of cellular transformation, and it was

regarded as the ideal target in cervical cancer treatment. An important development direction of cervical cancer

therapy is based on HPV16 E7 antigen CTL epitope peptide vaccine design, but Short half-life in vivo and poor

stimulation effect are the major therapeutic obstacles for native CTL epitope peptide. In this study, three epitope

peptides were screened by molecular dynamics simulations with MM-PBSA method, associated with previous

research results and polypeptide enzymolysis experiment. These predicted peptides were synthesized, examining

the affinity between HLA-A2 molecule and each peptide by T2 cell line. The result showed synthesized peptides

had a great improvement on enzyme-resistant ability comparing with natural HPV16 E7 CTL epitope antigen

peptide, and (d)RAHYNIVTF was the most obvious epitope peptide. Meanwhile, the affinity was improved

between (d)RAHYNIVTF and HLA-A2 (fluorescence indexes was 2.06). The method of structural modification in

this study is expected to lay the foundation for cervical cancer therapeutic vaccine design.
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Fig. S1 Purity analysis and MS analysis of RAHYNIVTF antigen peptide
(a) Purity analysis of RAHYNIVTF antigen peptide (b) MS analysis of RAHYNIVTF antigen peptide.
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Fig. S2 MS analysis of RAHYNIVTF antigen peptides in the blood plasma
(a) The MS analysis of RAHYNIVTF antigen peptides in the blood plasma at 0 min. (b) The MS analysis of RAHYNIVTF antigen peptides in the blood

plasma after 15 min. (c) The MS analysis of RAHYNIVTF antigen peptides in the blood plasma after 30 min. (d) The MS analysis of RAHYNIVTF

antigen peptides in the blood plasma after 60 min.

No. Peptide Main peak retention time/min Purity/% m/u

1 RAHYNIVTF 12.18 95.09 1119.5

2 (d)RAHYNIVTF 13.24 95.39 1119.5

3 RAHY(d)NIVTF 11.72 98.91 1119.5

4 (d)RAH(d)YNIVTF 11.95 99.70 1119.5

Table S1 Basic information of synthetic peptide
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Fig. S4 Purity analysis and MS analysis of RAHY (d) NIVTF antigen peptides
(a) Purity analysis of RAHY(d)NIVTF antigen peptides. (b) MS analysis of RAHY(d)NIVTF antigen peptides.

m/z
Fig. S3 Purity analysis and MS analysis of (d) RAHYNIVTF antigen peptides

(a) Purity analysis of (d)RAHYNIVTF antigen peptides. (b) MS analysis of (d)RAHYNIVTF antigen peptides.
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Fig. S5 Purity analysis and MS analysis of (d) RAH (d) YNIVTF antigen peptides
(a) Purity analysis of (d)RAH(d)YNIVTF antigen peptides. (b) MS analysis of (d)RAH(d)YNIVTF antigen peptides.
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