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新型冠状病毒抗原表位及其特异性T细胞的筛选
戴春烨  许雯珏  刘凌峰* 

 (复旦大学生命科学学院, 上海 200438)

摘要      该文利用MHC四聚体技术从接种新冠疫苗人群体内筛选出SARS-CoV-2特异性T细
胞。该实验针对中国人群最为常见的HLA-A*0201分型, 通过IEDB、SYFPEITHI和NetMHCpan4.0
等生物信息学方法预测新冠病毒S蛋白抗原肽, 并结合UV-置换抗原肽实验验证, 确定了7个9肽抗

原肽, 分别是S538、S976、S996、S1060、S1185、S1192和S1220, 其中S1220的亲和性最高, S538
的亲和性最低。接着利用MHC四聚体技术合成了除S538外的6种HLA-A*0201限制性S蛋白特异

性四聚体, 并在接种疫苗的HLA-A*0201人群PBMCs中筛出了其特异性的T细胞。这证明了接种新

冠疫苗的HLA-A*0201人群体内的确存在针对SARS-CoV-2的细胞免疫反应, 同时发现不同个体对

SARS-CoV-2不同抗原肽免疫反应产生的特异性T细胞在数量和频率上存在差异性, 为后续研究新

冠疫苗引起的细胞免疫作了铺垫。
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The Screening of SARS-CoV-2 Epitopes and Their Specific T Cells

DAI Chunye, XU Wenjue, LIU Lingfeng*
(School of Life Sciences, Fudan University, Shanghai 200438, China)

Abstract       In this study, SARS-CoV-2-specific T cells were screened from COVID-19 vaccinated humans 
by MHC tetramer technology. In this experiment, aiming at the most common HLA-A*0201 typing in the Chinese 
population, seven SARS-CoV-2 spike antigen peptides were identified through the prediction of bioinformatics 
methods such as IEDB, SYFPEITHI and NetMHCpan4.0 combined with the experimental test of UV-substituted 
antigenic peptides. The 9-peptide antigenic peptides of the protein are S538, S976, S996, S1060, S1185, S1192 
and S1220, of which S1220 has the highest affinity and S538 has the lowest affinity. Six HLA-A*0201-restricted 
S protein-specific tetramers except S538 were synthesized by MHC tetramer technology, and their specific T tetra-
mers were screened in vaccinated HLA-A*0201 population PBMCs cell. It is proved that there is indeed a cellular 
immune response against SARS-CoV-2 in the HLA-A*0201 population vaccinated against SARS-CoV-2. At the 
same time, it is found that the specific T cells produced by different individuals in the immune response to different 
antigenic peptides of SARS-CoV-2 vary in number and size. There are differences in frequency, paving the way for 
subsequent research on cellular immunity caused by the new crown vaccine.
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2019年末新冠疫情爆发, 截至2022年3月, 共造成

4.45亿人感染, 600多万人死亡, 对全球的健康和经济

造成了持久且深远的影响[1]。引发疫情的罪魁祸首: 
SARS-CoV-2, 属于冠状病毒科, 巢病毒目, 冠状病毒

属[2], 在电子显微镜下观察其外表呈现出一种冠状[3]、

多形性等特征, 大小为80~160 nm, 且高度突变[4]。它

与目前已知的SARS-CoV和MERS-CoV属于同一种

系[5], 均为正链RNA病毒。SARS-CoV-2由16种非结

构蛋白(NSP1-16)、7种辅助蛋白(ORF3a-ORF8)和4
种结构蛋白[刺突糖蛋白(spike, S蛋白)、包膜糖蛋白

(envelope, E蛋白)、囊膜糖蛋白(membrane, M蛋白)、
核衣壳蛋白(nucleocapsid, N蛋白)]组成[6], 其中非结

构蛋白的主要功能是编码相关的RNA聚合酶、解旋

酶等, 以及一些复制需要的成分等[7], 而辅助蛋白的

功能并不是很清晰[8]。S蛋白的功能对于宿主细胞

的融合起到了非常关键的作用[9], 因此被广泛用于

疫苗和新冠药物开发的靶点。

CD8+ T细胞在免疫应答中发挥着许多重要作

用, 包括在感染病毒、接种疫苗或免疫治疗期间, 
识别并筛选出特定抗原表位的T细胞[10]有助于研

究相关病毒的致病机制或者研究疫苗的有效成分

等[11]。1996年, ALTMAN等[12]合成了特异性的抗原

肽-MHC多聚体, 当用荧光标记这种多聚体时, 可
以通过流式分析或者分选证明这种特异性的抗原

肽-MHC多聚体可以染色特异性的T细胞。MHC四
聚体可以直接用来识别人体中特定的T细胞的数

量和频率[13]。自此, MHC四聚体技术快速发展, 成
为了鉴定CD8+ T细胞的金钥匙。目前针对SARS-
CoV-2特异性的CD8+ T细胞研究正在如火如荼地

开展中。在70%新冠恢复期的病人体内, 检测出了

SARS-CoV-2特异性的CD8+ T细胞[14-17]。

接种新冠疫苗, 建立针对SARS-CoV-2的持久

免疫记忆是当今面临的一项不可避免的任务[18]。随

着全球已大范围接种新冠疫苗, 接种人群体内会引

起强烈的针对SARS-CoV-2的T细胞免疫反应。研究

SARS-CoV-2病毒被人类免疫系统如何感知并且对

抗的机制是一项难题, 目前并没有清晰的解释。为

了解SARS-CoV-2在体内引起的免疫反应, 需要找出

SARS-CoV-2的致病抗原肽部分, 并在人体内找到其

抗原肽所对应的特异性T细胞, 再进行进一步的研

究。本研究针对覆盖中国人群最广的HLA基因型: 
HLA-A*0201, 预测并鉴定出SARS-CoV-2的S蛋白抗

原表位, 根据其表位合成特异性MHC-肽四聚体, 进
而在接种新冠疫苗的人群中寻找体内SARS-CoV-2
特异性T细胞并研究其数量和频率。

1   材料与方法
1.1   实验材料

抗原肽购于Sango Biotech公司。本实验所用抗

体均购于Biolegend公司。pp65 MHC四聚体和新冠

特异性MHC四聚体实验采用的PBMCs来源于接种

新冠疫苗且为HLA-A*0201分型的志愿者。AFP158 
MHC四聚体实验采用的T细胞由中山医院捐赠。本

文中所有人体实验均通过复旦大学伦理委员会审

查, 伦理批准号为FE20005。
1.2   MHC的合成(50 mL体系)与纯化

100 mL的烧杯于100 °C的水浴锅中加热煮沸

10 min, 此目的是去除烧杯中的杂菌和蛋白酶等。向

烧杯中加入50 mL 4 °C重折叠缓冲液(refolding buf-
fer)[400 mmol/L L-精氨酸单盐酸盐、100 mmol/L 
Tris-HCl (pH8.3)、2 mmol/L EDTA], 加入磁力搅拌子。

将烧杯转移至4 °C的磁力搅拌机上。依次加入77 mg 
5 mmol/L的还原型谷胱甘肽、15.6 mg 0.5 mmol/L的氧

化性谷胱甘肽、终浓度为0.5 mmol/L的PMSF溶液、终

浓度为10 μg/mL的抗原肽。待其完全溶解后, 逐滴加

入0.5 μmol的β2M蛋白和1/3的0.25 μmol的HLA-A2.1 α
链蛋白。每隔3 h, 逐滴分批次加入1/3的0.25 μmol
的HLA-A2.1 α链蛋白。保持整个反应体系在磁力

搅拌机上进行, 环境温度为4 °C。2天后, 用内管体

积为7.5 mL的30 kDa的超滤管浓缩50 mL的反应体系, 
每次加入7.5 mL的样品离心, 离心参数为4 000 r/min、
4 °C、10 min。样品浓缩至500 μL左右后, 离心(条
件同上)去除样品中的沉淀。使用Superdex 200 in-
crease 10/300GL预装柱在AKTA avant机器上通过分

子筛层析进行纯化, 根据纯化结果收集MHC。
1.3   UV-置换抗原肽实验

用更换缓冲液(exchange buffer)[20 mmol/L Tris-
HCl (pH7.0)、150 mmol/L NaCl]将抗原肽溶液稀释

至0.8 mg/mL, 取12 μL稀释后的抗原肽装在PCR管中

备用。避光向新的PCR管中加入15 μL exchange buf-
fer、8.76 μL稀释后的抗原肽以及UV敏感性MHC。
打开紫外灯, 将混合了待置换的抗原肽和UV敏感性

MHC的PCR管置于冰上, 在紫外灯下照射15 min或
30 min。紫外照射完毕后的PCR管放在37 °C PCR仪
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中1 h。从PCR仪中拿出PCR管将其转移至4 °C冰箱

中1 h, UV-置换抗原肽实验完成。

1.4   HLA-A2.1 α链和β2M在大肠杆菌中表达

将含有HLA-A2.1 α链质粒和β2M质粒的Esch-
erichia coli分别划线到新的含 50 μg/mL氯霉素和

50 μg/mL氨苄青霉素的LB固体培养基上, 再将平板

倒置于37 °C培养箱中培养12 h。挑取单克隆HLA-
A2.1 α链和β2M的E. coli接种到10 mL含50 μg/mL氯
霉素和50 μg/mL氨苄青霉素的LB液体培养基中, 于
37 °C培养箱、200 r/min过夜培养。挑取部分菌种

进行测序, 鉴定其序列是否与HLA-A2 α链和β2M序

列一致。次日将2管10 mL菌液接种到2瓶100 mL含
50 μg/mL氯霉素和50 μg/mL氨苄青霉素的LB液体培

养基中, 于37 °C培养箱、200 r/min培养3 h, 记录D值, 
保存部分菌液。3 h后分别将2瓶100 mL菌液接种到

2瓶500 mL含50 μg/mL氯霉素和50 μg/mL氨苄青霉

素的LB液体培养基中。当菌液D值为0.5时, 加入

1 000× 1 mol/L的IPTG溶液, 继续培养3 h。4 000 r/min、
4 °C离心30 min。去上清, 加入10 mL重悬缓冲液

(resuspension buffer)重悬菌体。液氮速冻菌体后 , 
于–80 °C中保存。

1.5   包涵体纯化HLA-A2.1 α链和β2M蛋白

在–80 °C储存的菌体融化后, 加入溶菌酶, 使其

终浓度为1 mg/mL, 混合时间为5 min。向菌体中加入

Triton X-100, 使其终浓度为1.5%, 室温孵育30 min。冰

上超声重悬菌体, 超声机开启5 s, 停止1 s, 重复此

操作5 min。直至其黏稠性大幅度降低。此步骤的

目的是裂解菌体的细胞膜。向破膜后的菌体中加

入30 mmol/L的MgCl2、30 μg/mL的DNase I, 室温孵

育30 min。10 000 r/min、4 °C离心菌体10 min。去

上清, 加入20 mL 洗涤剂缓冲液(detergent buffer)。冰

上超声重悬菌体, 超声机开启5 s, 停止1 s, 重复此操

作5 min。去上清, 加入20 mL清洗剂I(wash buffer I)。
重复步骤。去上清, 重复该步骤, 直至上清澄清透明

后, 加入20 mL wash buffer II。去上清, 此时的包涵体

应为白色。加入1.25× 变性缓冲液(denaturing buffer)
(如有必要, 可于超声条件下使蛋白完全溶解于1.25× 
denaturing buffer中), 15 000 r/min、4 °C离心30 min。
取上清收集, 测量蛋白浓度。将HLA-A2 α链蛋白和

β2M蛋白以1 μmol/L浓度储存于–80 °C中。

1.6   生物素化pMHC
利用PD-10脱盐柱对MHC进行置换缓冲液

(10 mmol/L Tris-HCl, pH8.0)处理 , 检测每管中的蛋

白浓度, 根据蛋白浓度收集含MHC部分, 目的是使得

MHC处于与BriA酶的最佳反应条件。根据溶液中

MHC的浓度, 加入相应的BirA酶(Avidity公司)以及其

他该反应所需的溶液: 10× Biomix-A、10× Biomix-B, 
生物素等。室温反应30 min后, 转移到4 °C储存。由

于生物素的分子量仅为220 Da, 因此采用分子筛层析

法去除溶液中游离的生物素。根据纯化的结果收集

生物素化的MHC, –20 °C短期储存, –80 °C长期储存。

1.7   四聚体化MHC     
用内径为500 μL的超滤管对生物素化的MHC

进行浓缩, 离心参数为12 000 r/min、5 min、4 °C。
直至体积浓缩至0.5 mL左右。Nanodrop测量浓缩

后的生物素化MHC浓度。按照摩尔质量比链霉亲和

素-PE׃生物素化的MHC=0.94.0׃, 加入链霉亲和素-PE
的量。用锡纸包裹样品管, 在冰上向样品管中加入链

霉亲和素-PE, 分10次加入, 每次间隔10 min。确保每

个生物素化的MHC都能结合上链霉亲和素-PE。加

入MHC合成过程中所用到的抗原肽, 使其终浓度

为10 μmol/L。加入1 000× PMSF溶液和1 000× leu-
peptin抑制剂, 链霉亲和素和生物素是强共价结合, 
反应速度很快, 因此整个反应应置于冰上进行。合

成好的MHC四聚体于4 °C避光储存。

1.8   流式分析实验

根据实验设计向样品中加入抗体: 抗HLA-A2
抗体、抗CD8抗体和pMHC-tetramer-PE。抗HLA-
A2抗体每个样品加入2 μL/次, 抗CD8抗体每个样品加

入1 μL/次。pMHC-tetramer-PE稀释在50 μL流式buffer
中, 使得pMHC-tetramer-PE的浓度为30 nmol/L, 再加

40 μL混合后的流式buffer至样品中。室温下避光孵

育抗体30 min后, 向样品中加入1~2 mL流式buffer, 
混匀。1 200 r/min离心样品5 min。去掉大部分上

清, 再加入1~2 mL流式buffer, 混匀。重复该步骤, 去
掉大部分上清, 将样品过300目细胞筛网, 确保样品

为单细胞悬液上机检验样品染色情况, 设置FL1通
道对应FITC(HLA-A2)、FL2通道对应PE(tetramer)、
FL9通道对应blue(CD8)。
1.9   统计分析

各实验均独立重复3次以上, 使用预测软件

IEDB、SYFPEITHI、NetMHCpan 4.0预测SARS-
CoV-2抗原肽, 对3种预测软件的结果进行统一。根

据HLA分型的不同, 按照亲和性高低排序, 筛选出
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SARS-CoV-2 S蛋白平均排名前15以内, 且在2个或3
个预测软件排名均前10名的多肽。

2   结果与分析
2.1   生物信息学方法预测SARS-CoV-2抗原表位

使 用IEDB、SYFPEITHI、NetMHCpan 4.0等
3种数据库预测抗原肽。由于不同预测软件的算法

之间存在差异性, 导致抗原肽在不同数据库中的排

名会有所不同。为了寻找出预测的最佳抗原肽, 对3
种数据库得到的预测抗原表排名进行权重处理。结

果如表1所示, 3种HLA分型针对S蛋白的抗原肽没

有完全重叠的氨基酸序列, 这反映出不同HLA分型

对SARS-CoV-2起免疫原性的抗原肽差异性极大, 故
SARS-CoV-2的免疫原性研究需要根据不同HLA分

型来进行。

2.2   UV-置换抗原肽实验验证SARS-CoV-2预测

表位的亲和性

为了进一步确定SARS-CoV-2 S蛋白预测抗原

的准确性, 选取中国人群最常见的HLA分型: HLA-
A*0201的预测抗原肽进行实验验证。本实验采用

UV敏感性多肽(KILGFVFJV, 其中J为光不稳定氨基

酸)合成MHC, 在UV光照下UV敏感性多肽分解, 导
致HLA-A*0201的两条链解体, 此时如果能与稳定

的抗原表位多肽片段重新结合, 可形成新MHC复合

物。SARS-CoV-2抗原表位多肽与HLA的结合力和

稳定性可通过重构MHC复合物的数量和效率来体

现, 从而筛选出具有较强亲和性的多肽片段。通过

图1可以看到使用AKTA avant仪器进行分子筛层析

后, 在15 mL处有一个峰值达到100 mAU的峰。UV
敏感性MHC的分子量大约在55 kDa处, 根据Super-
dex200 increase 10/300GL说明书提供的数据, 15 mL
左右处为55 kDa, 将此峰对应的溶液收集, 初步认定

为UV敏感性MHC, 体积2 mL, 浓度为0.719 mg/mL, 
因此合成的UV敏感性MHC的总质量为1.438 mg。

MHC复合物的分子量约在55 kDa处, HLA-A2 
α链的分子量大约为34 kDa, β2M链的分子量大约为

12 kDa。对纯化收集的溶液进行Western blot, 在
55 kDa处有一条明显的条带(图2A), 对应MHC复

合物; 进行SDS-PAGE验证, 可观察到在35 kDa附
近处有一条带(图2B), 10~15 kDa之间有一条带, 对
应β2M链, 因此鉴定纯化收集的溶液为UV敏感性

MHC。两张图的背景干净, 证明合成好的UV敏感

性MHC纯度很高, 适合进行下一步的UV-置换抗原

肽的实验。

图3结果证明, 高亲和性抗原肽pp65可以成功

地置换出被UV光降解的抗原肽, 低亲和性抗原肽

EBNA3B则不能置换。基于此证明了UV-置换抗

原肽模型的可行性。在对HLA-A*0201分型SARS-
CoV-2 S蛋白抗原肽置换实验中, 预测排名靠前的4
条抗原肽可合成明显的特异性MHC, 而S538作为预

测亲和性较低的抗原肽并未合成MHC, 这与预期结

果一致。总体来说, 预测软件的结果具有较高的可

靠性。通过预测软件和UV-置换实验证明此抗原肽

为接下来的SARS-CoV-2特异性MHC的合成提供了

表1   SARS-CoV-2 S蛋白最佳抗原肽预测结果

Table1   Prediction results of SARS-CoV-2 S protein optimal antigenic peptide

肽段排名

Peptides rank

HLA-A*1101 HLA-A*0201 HLA-A*2402

起始位点

Start 
Position

序列

Sequence
起始位点

Start 
Position

序列

Sequence
起始位点

Start 
Position

序列

Sequence

  1    939 SSTASALGK 1 220 FIAGLIAIV 1 208 QYIKWPWYI

  2    975 SVLNDILSR    976 VLNDILSRL    379 CYGVSPTKL

  3    757 GSFCTQLNR 1 192 NLNESLIDL 1 137 VYDPLQPEL

  4 1 020 ASANLAATK 1 060 VVFLHVTYV    635 VYSTGSNVF

  5    550 GVLTESNKK    996 LITGRLQSL    448 NYNYLYRLF

  6      89 GVYFASTEK 1 185 RLNEVAKNL    350 VYAWNRKRI

  7      94 STEKSNIIR    821 LLFNKVTLA    268 GYLQPRTFL

  8 1 065 VTYVPAQEK 1 000 RLQSLQTYV    507 PYRVVVLSF

  9    370 NSASFSTFK    417 KIADYNYKL    706 AYSNNSIAI

10    142 GVYYHKNNK 1 048 HLMSFPQSA    755 QYGSFCTQL
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A: UV敏感性MHC的Western blot图, 一抗为抗HLA-A2的抗体, 55 kDa处的条带对应UV敏感性MHC; B: UV敏感性MHC的SDS-PAGE图, 35 kDa
处的条带对应HLA-A*0201的α链(36 kDa), 10~15 kDa之间的条带对应β2M(12 kDa)。
A: the Western blot of UV-sensitive MHC, the primary antibody is anti-HLA-A2 antibody, and the band at 55 kDa corresponds to UV-sensitive MHC; 
B: SDS-PAGE of UV-sensitive MHC, the band at 35 kDa corresponds to the α chain (36 kDa) of HLA-A*0201, and the band between 10-15 kDa cor-
responds to β2M (12 kDa).

图2   Western blot和SDS-PAGE鉴定UV敏感性MHC
Fig.2   Western blot and SDS-PAGE identify UV-sensitive MHC

A、B: 经UV照射后置换过抗原肽的MHC Western blot图。图中No UV为未经UV照射的UV敏感性MHC。而UV MHC、UV MHC+DMSO、UV 
MHC+EBNA3B为阴性对照, UV MHC+pp65为阳性对照。S538、S976、S1192、S996、S1060、S1185、S1220对应的条带为预测的抗原肽置换效果。

条带越明显, 置换效果越好, 抗原肽亲和性越高。

A,B: the MHC Western blot images of substituted antigenic peptides after UV irradiation. “No UV” is the UV-sensitive MHC without UV irradiation. 
While “UV MHC”, “UV MHC+DMSO”, “UV MHC+EBNA3B” were negative controls, and “UV MHC+pp65” is positive control. The bands corre-
sponding to S538, S976, S1192, S996, S1060, S1185, and S1220 were the predicted replacement effects of antigenic peptides. The band wre more obvi-
ous, displacement effect were better, and the affinity of the antigenic peptides were better.

图3   Western blot检验UV-置换SARS-CoV-2抗原肽的效率

Fig.3   Western blot analysis of the efficiency of UV-replaced SARS-COV-2 antigenic peptides
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图1   UV敏感性MHC的分子筛层析图

Fig.1   Molecular sieve chromatography of UV-sensitive MHC
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方向。

2.3   分子筛层析纯化SARS-CoV-2特异性MHC
以50 mL refolding buffer[400 mmol/L L-精氨酸

单盐酸盐、100 mmol/L Tris-HCl (pH8.3)、2 mmol/L 
EDTA]体系合成的10种MHC的纯化结果如图4和图

5所示, 其中图4作为阳性对照, 分别是AFP158 MHC、
LMP1125 MHC 和 pp65 MHC。图 5为 7种 SARS-
CoV-2 S蛋白预测抗原表位合成的MHC, 抗原表位

位点分别是S538、S976、S996、S1060、S1185、
S1192和S1220。图4中8~14 mL处为蛋白复性过程

中的高分子聚合物, 大部分为HLA-A2 α链蛋白聚集

体; 15~16 mL的峰所对应的物质为MHC; 18~19 mL
峰所对应的分子量约为30 kDa根据样品中的物质推

测为游离的HLA-A2 α链蛋白。很明显, 图5中S538在
15~16 mL处仅一个很小的峰, 这与预测平均排名141
名以及UV置换抗原肽实验中未合成S538 MHC的结

果是一致的。

2.4   Western blot验证SARS-CoV-2特异性MHC
四聚体

生物素的分子量为220 Da, 远远小于MHC的
分子量, 因此可采用分子筛层析去除生物素化后的

MHC溶液中游离的生物素。图6可以看出生物素

化的MHC出峰位置在15~16 mL处, 生物素化后的

MHC峰值远远低于上一步的MHC峰值, 最大的峰值

也不超过50 mAU。很明显看到生物素化损耗很大, 
效率普遍处于50%以下, 最低甚至只有16.2%。原因

与其较为繁琐的实验步骤有关, 其涉及到了2~3次超

滤浓缩, 1次过脱盐柱, 1次过分子筛层析。为了得到

更多生物素化后的MHC, 这需要最初合成的MHC的
量越多越好。

图7结果中除S1185 MHC四聚体外, 都有很明

显的条带。相对而言条带都存在拖尾的情况, 其原

图4   AFP158、LMP1125和pp65 MHC分子筛层析图

Fig.4   Molecular sieve chromatography of AFP158, LMP1125 and pp65 MHC
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图5   SARS-CoV-2 S蛋白特异性MHC分子筛层析图

Fig.5   Molecular sieve chromatography of SARS-CoV-2 S protein specific MHC
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因一方面是四聚体分子量太大, 在胶中往远距离移

动很难; 另一方面就是样品中除了有四聚体外, 还存

在三聚体和二聚体等情况。

2.5   流式分析SARS-CoV-2特异性T细胞

利用 SARS-CoV-2 S蛋白特异性MHC四聚体

带有PE荧光染料的性质, 对接种新冠疫苗的HLA-
A*0201人群的PBMCs进行染色, 通过流式分析筛

选出SARS-CoV-2特异性的T细胞。作为阴性对照

组, 图8A显示能与AFP158 MHC四聚体相结合的T细
胞未被染色; 图8B中可以看到有28.60%的细胞是被

AFP158 MHC四聚体着色的T细胞。图8C作为阴性

对照, 图8D证明利pp65 MHC四聚体成功将5.91%的

pp65特异性的T细胞染色, 其中1.49%为pp65特异性

的CD8+ T细胞。上述结果证明了AFP158和pp65 MHC
四聚体具有一定的生物学活性 , 这为验证 SARS-

CoV-2 S蛋白特异性四聚体具有生物学活性提供了

一定的保障。

图9为直接用MHC四聚体对两名HLA-A*0201
分型的新冠疫苗接种者PBMCs染色的结果。仅在

图9C、图9D、图9F和图9H中可以看到明显的阳性

染色结果, 其中0.70% S1192 tetramer特异性T细胞着

色(图9C), 1.33% S1192 tetramer特异性T细胞着色(图
9D), 0.97% S1220 tetramer特异性T细胞着色(图9F), 
1.04% S976 tetramer特异性T细胞着色(图9H)。

3   讨论
新冠病毒S蛋白在介导SARS-CoV-2感染融合宿

主细胞方面发挥关键作用, 因此针对SARS-CoV-2的
S蛋白预测的抗原肽更加受到关注。可以利用来源

于S蛋白的抗原肽激活体内的细胞毒性T淋巴细胞来

图6   生物素化的MHC分子筛层析图

Fig.6   Molecular sieve chromatography of biotinylated MHC
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A: AFP158 MHC、pp65 MHC和tetramer的Western blot图, AFP158和pp65作为阳性对照, MHC和tetramer的条带证明了此文合成MHC四聚体实验的

可行性。B: 预测的SARS-CoV-2抗原肽合成的tetramer Western blot图。

A: the Western blot of AFP158 MHC, pp65 MHC and tetramer. AFP158 and pp65 were used as positive controls. The bands of MHC and tetramer proved 
the feasibility of the synthesis of MHC tetramer in this paper. B: Western blot of the predicted SARS-CoV-2 antigenic peptide tetramers.

图7   Western blot验证SARS-CoV-2 S蛋白特异性MHC及其四聚体

Fig.7   Western blot assay proved SARS-COV-2 S protein specific MHC and their tetramers
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A~L: 两位志愿者PBMCs的流式染色结果; A、B: S1185 tetramer染色结果; C、D: S1192 tetramer染色结果; E、F: S1220 tetramer染色结果; G、H: 
S1060 tetramer染色结果; I、J: S976 tetramer染色结果; K、L: S996 tetramer染色结果。

A-L: flow cytometry staining results of PBMCs from two volunteers. A,B: the staining results of S1185 tetramer; C,D: the staining results of S1192 tet-
ramer; E,F: the staining results of S1220 tetramer; G,H: the staining results of S1060 tetramer; I,J: the staining results of S976 tetramer; K,L: the stain-
ing results of S996 tetramer.

 图9   SARS-CoV-2 S蛋白特异性MHC四聚体流式分析

Fig.9   SARS-CoV-2 S protein specific MHC tetramer staining results were analyzed by flow cytometry
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A: the T cell staining result without AFP158 antigen peptide; B: the T cell staining result against AFP158 antigen peptide; C: the staining results of PBMCs 
without pp65 tetramer; D: the staining results of PBMCs with pp65 tetramer.

图8   AFP158和pp65 MHC四聚体染色流式分析结果

Fig.8   AFP158 and pp65 MHC tetramer staining results were analyzed by flow cytometry
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抵御新冠病毒的侵袭, 本实验也正是通过合成S蛋白

特异性MHC四聚体来筛选SARS-CoV-2特异性T细胞

的。对抗原表位的预测, 是寻找抗原特异性CTL最重

要的基础。在过去的几十年中, 很多免疫表型的研究

工作致力于开发能够准确预测抗原表位的算法和模

型。最经典的T细胞抗原表位预测软件莫过于IEDB、
SYFPEITHI、NetMHCpan 4.0等, 它们现在的准确率

已高达90%~95%[19]。通过这3个预测软件预测出了

SARS-CoV-2 S蛋白的抗原表位, 在对HLA-A*0201分
型SARS-CoV-2 S蛋白抗原肽UV置换实验中, 预测排

名靠前的4条抗原肽可合成明显的特异性MHC, 而
S538作为预测亲和性较低的抗原肽并未合成MHC, 
这与预期结果一致。总体来说, 预测结果具有较高的

可靠性。

通过MHC四聚体技术合成了AFP158 MHC四聚

体、pp65 MHC四聚体以及SARS-CoV-2 S蛋白特异

性MHC四聚体。AFP158 MHC四聚体、pp65 MHC
四聚体染色流式分析验证了本实验中MHC四聚体

整体实验计划的可行性。接着利用预测的SARS-
CoV-2抗原表位合成的四聚体, 成功在PBMCs中直

接筛选出了针对新冠病毒特异性的T细胞, 证明了

接种新冠疫苗的HLA-A*0201人群体内存在针对

SARS-CoV-2的细胞免疫反应, 同时反应出不同个体

对SARS-CoV-2免疫反应产生的特异性T细胞在数量

和频率上存在差异性。不同志愿者体内染出的特异

性T细胞的数量是不固定的, 两名志愿者接种疫苗的

时间间隔一周, 存在个体差异性, 导致体内产生的针

对SARS-CoV-2的细胞免疫反应强弱有所区别。同

时, 观察到流式结果中非CD8+的T细胞的着色现象, 
不免考虑到体内还存在CD4+等T细胞, 而这一部分

涉及到体液免疫等, 由此可见注射新冠疫苗后体内

产生的免疫反应不仅是细胞免疫, 而且是启动了人

体内全方位的免疫保护机制。

初次感染或免疫接种产生的免疫记忆是之后感

染新冠的保护性免疫的来源。虽然目前很多科研人

员对免疫记忆的持续时间进行了密集的研究, 但仍

然无法根据初始效应阶段, 对感染或免疫的动力学、

持续时间和进化预测[20]。感染缓解后短时间点的免

疫反应对长期记忆的预测能力不高[21]。因此, 通常

需要评估6个月或更长时间的反应, 以确定免疫记

忆的持久性[22]。本次实验仅仅选取接种新冠疫苗的

HLA-A*0201志愿者, 考虑到筛选过程中更多的是其

他HLA分型的人群, 如果能够结合不同HLA分型进行

分析, 那么此项研究将更加具有现实意义。更进一

步, 按照没有接种、第一次接种、第二次接种、第

三次接种等分批次收集志愿者的PBMCs, 可以更加

明显地体现出SARS-CoV-2引起的T细胞免疫反应变

化情况, 也更加具有对比性。那又将有助于更好地

理解当新冠病毒攻击人体后, 细胞免疫是如何发挥

作用保护人体的。这对于应对下一次未知的冠状病

毒引发新的疫情, 以及设计其疫苗和对抗药具有非

常重要的参考价值。在经历过SARS和新冠疫情后, 
如何设计出广谱的冠状病毒疫苗, 或许S蛋白是一个

重要的突破口。
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