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摘　要：B 细胞抗原表位的研究对免疫原性多肽和新型疫苗分子的设计都起着指导作用，同时也有利于

诊断试剂的开发以及临床疾病的诊断。本文综述了近年来实验确定和理论预测 B 细胞蛋白质抗原表位的

常用方法，以及 B 细胞抗原表位分析的研究方法。
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Abstract:Mapping of B-cell epitope plays a guiding role on the design of immunogenic peptides and new

molecular vaccine. At the same time, it is also conducive to the development of diagnostic reagents and clinical

disease diagnosis. Both of the present common methods of experimental determination and theorical prediction

of B cell antigen epitope and the methods of B cell epitope analysis were summarizied in this paper.
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1　研究背景

表位是蛋白质抗原性的基础。正确而详细地绘

制抗原表位图谱，对疾病的诊断、蛋白质分子的定

点改造发挥作用，以降低蛋白质药物的免疫原性、

设计无毒副作用的人工疫苗以及免疫干预治疗等。

基于免疫学理论、基因工程、蛋白质工程的发展和

固相多肽合成技术、生物物理技术、免疫检测技术

以及计算机技术的广泛应用，使蛋白质抗原表位的

研究方法和思维方法有了新的进展，发现了适应于

蛋白质抗原表位研究的实验检测和理论预测方法。

2　研究方法

由于B 细胞表位存在线性表位和空间表位两种

形式，我们将从不同的角度对这两种类型的B 细胞

表位的定位方法加以详尽地阐述。

2.1　线性表位的预测方法

B 细胞表位预测的原理是以蛋白质的理化性质

和氨基酸结构上的特点为理论基础，据B 细胞表位

的结构分析而来的。通过X-射线晶体衍射的手段对

空间构象型表位的研究能准确地定位出抗原决定

簇，肉毒杆菌神经毒素与唾液神经节甙酯的结合位

点就是通过这种办法确定的[1,2]。通过测定蜂毒液中

透明质酸酶(hyal)与鼠单克隆抗hyal中IgG1抗体复合

物的晶体结构，为合理设计低致敏活性的hyal衍生

物提供了理论依据，因而可用于开发安全的具有过

敏原特异性的免疫治疗[3]。然而，这种方法非常复

杂，所以，目前绝大多数研究者都把研究方向转向

连续氨基酸构成的线性B 细胞表位，并且大多数B

细胞表位预测的方法也是针对线性B细胞表位而设

计的。
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2.1.1　抗原表位的预测法　

蛋白质抗原表位的预测主要亲水性方案、可及

性方案、抗原性方案、可塑性方案、电荷分布方

案、二级结构预测方案等六种方法。上述各种方法

都具有较大的误差，因此联合多个方案进行预测，

以提高抗原表位定位的精确度已成为一种新的定位

方法。

2.1.2　化学“切割”法或酶法　

化学“切割”法或酶法主要有两种方式：(1)

用化学试剂或酶将抗原断裂成许多片段，分离这些

抗原肽段，然后研究它们与不同的单克隆抗体的相

互作用，从而确定蛋白质的抗原表位[4 ]。肌醇激

酶、肌细胞增强蛋白、乙酰胆碱酯酶、玻璃体结

合蛋白、髓磷脂基质蛋白等的抗原表位就是用该法

确定的。(2)抗原-抗体复合物的结合部位能抵抗蛋

白酶的水解，因此水解抗原- 抗体复合物[5，6]能够

直接地确定线性及构象性抗原表位。细胞色素 C、

胃泌素释放肽(GRP)、脂碱性磷酸酶(PLAP)等的抗

原表位就是用该法确定的。

采用化学“切割”法或酶法研究抗原表位过

程比较复杂，抗原 - 抗体结合的条件、酶解的条

件、解离后的片段是否能有效分离、解离的完全程

度、酶解片段的大小等对结果都会有影响。

2.1.3　合成肽库的方法

2.1.3.1　有机合成法　有机合成法是直接利用固相

肽合成技术，合成含有各种可能序列的短肽，通过

这种合成能保证各种序列的多肽等机率出现。每个

载体上只含有一种序列的短肽，其优点是构建方法

简单、迅速；缺点是不能扩增，筛选比较麻烦，

需进行荧光标记或ELISA，在显微镜下操作工作量

比较大。在研究构象性表位时的Minotopes 方法即

采用类似的方法[7]，通常从二肽开始合成并逐渐增

加肽链长度及置换氨基酸种类，直到与抗体的最大

结合为止。

2.1.3.2　噬菌体展示随机多肽库　王欣之和傅志强

等[8]详细介绍了噬菌体展示随机肽库及其在抗原表位

研究上的应用，其主要内容如下：噬菌体随机肽库

是以噬菌体外壳蛋白PⅡ或PⅧ基因为载体，插入一

段编码外源短肽的基因片段。插入这段外源短肽基

因后，噬菌体的浸染能力不受影响，而外源肽亦可

在噬菌体表面PⅡ或PⅧ蛋白N末端形成一定的空间

构象。

从噬菌体随机肽库中筛选抗原表位的基本原理

是生物淘洗。以单克隆抗体筛选蛋白质抗原表位为

例，其基本技术流程如下：将单抗包被聚乙烯平皿

后，再加入噬菌体肽库，使其充分与单抗反应后，

洗去未结合的游离噬菌体，再用洗脱液将结合状态

的噬菌体洗脱下来。将其浸染宿主大肠杆菌扩增后

回收，再次与已包被单抗反应进行下一轮筛选。通

常经过 3、4 轮的筛选，并且每次增加筛选强度，

这样就可获得与单抗结合较紧密的噬菌体克隆。通

过DNA序列分析，就能知道该噬菌体克隆所携带的

外源肽序列，从而得知该单抗所针对的抗原表位。

虽然，噬菌体随机肽库具有容量大、体积小、

筛选简便、制备成本低、可多次扩增等突出优点，

但是它也有自身的不足。首先，目前所建的肽库只

能达到109，构建大片段的肽库很困难；其次，肽

的多样性问题；第三，少数肽或者由于过于疏水，

或者由于影响外膜蛋白的折叠而不能在噬菌体外正

确表达。作为一种新技术，类似的具体问题还很

多。但随着制备技术及筛选技术的完善，噬菌体随

机肽库在蛋白质的抗原表位研究中，将会起到越来

越重要的作用。

2.1.4　基因工程法　

对于已获得抗原表位片段的这类蛋白，可用抗

原表位中的个别氨基酸的定点突变技术来研究其中

每个氨基酸对表位的贡献。将表达该抗原的核苷酸

片段中表达某个氨基酸的密码子敲出获得突变后的

核苷酸片段，将这些基因产物在合适的载体系统，

如酵母、大肠杆菌或噬菌体中表达，将免疫检测为

阴性的个体再测序分析以确定表位相关的氨基酸。

基因工程的方法不失为一个定位抗原表位的好

方法，但也面临着如何制备大量的基因敲出后的核

苷酸片段以及使其成功表达的问题。相信随着生物

技术的迅猛发展，这些问题也将迎刃而解，运用基

因工程法大规模地定位 B 细胞表位将成为可能。

2.1.5　表位作图法　

表位作图方法的原理是将蛋白质抗原降解成小

片段，经测序后确定抗体结合的位点，但是要确定

某一抗原的全部表位需要大量的时间，称为表位作

图方法进展的“瓶颈”。分子克隆技术和肽链合成

方法的进展极大地促进了表位作图方法的改进。现

已可以通过诱变、蛋白质合成或蛋白竞争结合方法

鉴定其表位。在免疫印迹反应中，抗体能够识别耐

蛋白降解的表位，他们在蛋白抗原上的结合位点能

够被精确的定位，直到很小的肽链片段。而构象表
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位的精确定位极为困难，竞争性试验可用来确定两

个或两个以上的抗体是否识别相同的蛋白质抗原空

间不连续表位或重叠位点。大分子蛋白质常含有50

— 100个氨基酸组成的不连续折叠构象，利用重组

DN A 技术，可以定位那些构象性表位，至少可以

确定其肽链片段[9]。

2.2　构象表位的预测法

近年来，随着计算机技术在生物科学的广泛应

用，B细胞构象表位的定位已成为可能。常用的成熟

的构象表位的预测法有噬菌体展示随机多肽库技术、

基因工程法、酵母表面展示技术、肽扫描(pepscan)

技术、噬菌体展示随机多肽库技术。

2.2.1　肽扫描技术　

目前操作手段与技术比较成熟的就是肽扫描技

术。它不仅可用于构象表位的定位，而且对于线性

表位的定位也同样适用。

肽扫描技术，我们就不得不谈到CLIPS(chemically

linked peptides on scaffolds)技术。肽并不是有功能

活性的蛋白质(只有一定空间结构的肽才是具有功能

活性的蛋白质)。抗原(antigen) 和线性多肽(linear

peptides)具有相同的氨基酸序列，然而抗原(antigen)

因为有一定的空间结构能与抗体(antibody) 以高亲和

力结合在一起，而不具有特定空间构象的线性多肽

则不能与抗体结合在一块。CLIPS 技术则能够提高

合成肽的生物学功能。它是通过细小的化学“骨架”

将一个或者是多个肽链连接成一个空间结构固定的

分子。相比线性多肽 (linear peptides)，新的分子的

空间构象更接近于抗原的结构域，因而能发挥特有

的生物学功能。

构象表位的某一结构域不能与相应抗体识别的

原因在于它们之间的亲和力低，因此只有在构象表

位各个不同的结构域结合在一块的条件下，它才能

以高亲和力与抗体结合。肽扫描技术是通过计算机

模拟出抗原肽的各个结构域，并将它们构成一个矩

阵，同时通过计算机模拟出相应抗体的空间结构，

从而使得它们紧密结合。通过 CLIPS 技术，将一

个或者多个结构域组合成一个空间结构一定的结构

肽，然后将所有可能的结构肽构成一个扫描矩阵，

通过扫描该矩阵与抗体的结构而得出可能的构象表

位。人体内生长激素(GH)、催乳素(PRL)、白细

胞介素-2、白细胞介素-6是I型细胞因子受体家族

成员，它们具有相似的序列 WSXWS 或 F(Y)GEFS。

Belloc等[10]通过肽扫描技术合成了一个含有21个氨

基酸的短肽。用该短肽诱导小鼠产生的多克隆抗体

能抑制生长激素结合于人体具有催乳作用的肝特异

性受体。为此，该肽可作为免疫原以生产抗体，在

某些病理情况 (如高生长激素症等)下，作为激素或

细胞因子拮抗剂治疗这一类型疾病。

2.2.2   酵母表面展示技术

噬菌体表面展示在抗原表位分析、抗体筛选、

抗体酶和蛋白酶抑制剂研究等方面得到广泛、成功

的应用，但是它利用原核表达系统，不能展示出需

糖基化、二硫键异构化等翻译后修饰才表现功能活

性的复杂真核蛋白。酵母表面展示系统弥补了噬菌

体展示技术的此项不足，不仅能使复杂真核蛋白得

到展示，同时还保留了噬菌体表面展示技术便于筛

选、扩增的优点。

酵母表面展示系统利用酿酒酵母的α-凝集素、

外源蛋白并借助它在细胞表面的作用得到展示[11]。

α-凝集素由核心亚单位(Aga1)和结合亚单位(Aga2)

两部分组成，Aga1 与酵母细胞壁的 β- 葡聚糖共价

连接，Aga2通过两个二硫键与Aga1 结合，表达于

酵母细胞表面[12]。Aga2 的 N 端部分参与二硫键的

形成，外源蛋白通过与 Aga2 的 C 端融合可展示于

酵母细胞表面[11]。酵母展示系统继承了噬菌体展示

的表现型与基因型一致和易于扩增的特性，可根据

编码蛋白的特性对目的基因进行筛选。它不但可以

应用传统的生物淘洗方法进行筛选，另外由于酵母

细胞体积较大，从而决定了它在筛选方法上具有特

殊优势：可用流式细胞仪(fluorescence activated cell

sorter, FACS) 进行筛选[11] 。FACS能从亲和力相差

仅2—3倍文库中筛选到目的克隆[11,13,14]，同时单步

分离阳性克隆比例可达125 — 600 倍[11,15]。因此，

FACS 筛选酵母文库能大大提高检测的灵敏度和阳性

克隆富集比率，简便高效这一优越性更是显而易

见。哈维氏弧菌编码的溶血素成为限制海水养殖业

的重要因素，随着抗菌物质的使用，哈维氏弧菌已

产生耐药性，使用常规的抗菌物质已经无效。Zhu

等[16]首次报道利用酵母细胞展示溶血素作为海洋鱼

类潜在的活疫苗，这将为海洋生物养殖带来新的突

破。

3　B细胞表位预测的应用与讨论

B 细胞表位的定位在基础、临床医学等各方面

研究都有着重要意义。

在基础研究中，B 细胞表位定位的原理可以应

用于酶与底物结合部位的定位、受体与配体识别部
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位的定位等研究中，了解它们的作用机制能简便快

速地获得与靶分子具有强亲和力和特异性的小肽或

新型蛋白，作为候选药物开发。目前该技术已广泛

用于癌症、艾滋病、心血管病、组织器官移植、

神经性疾病等领域药物的研究和开发，并已筛选出

大量的受体拮抗物、酶抑制剂等。

在临床医学中，我们可以通过B细胞表位定位

的手段获得表位的特定一级结构以及空间结构，为

合成抗原模拟肽提供依据。人工合成的抗原模拟肽

可用于临床疾病的免疫诊断，如对于自身免疫疾

病，抗原模拟肽还可以与自身抗原竞争性地结合自

身抗体，这样可以不服用免疫抑制剂而减轻自身免

疫疾病。

总的来说，B 细胞表位测定原理在生命科学中

有着广泛的用途。B 细胞表位测定原理在开发活疫

苗，开发细胞催化剂，开发细胞吸附剂，生物传

感器的开发，开发用于医学诊断、工业、环境保

护等的细胞受体等方面越来越占据着不可或缺的地

位。

相信随着计算机技术和生物学技术的发展，越

来越多的更为简便的、成熟的、精确的B 细胞表位

定位技术将呈现在大家面前。人们通过新的技术手

段不仅能完成B 细胞表位定位这一难题，而且完全

可以筛选和鉴别出更多、更广的靶分子，并创造出

更具有实际应用价值的模拟肽，特别是对肿瘤有诊

断和治疗价值的生物活性分子，从而为新型肿瘤疫

苗的开发研制以及肿瘤的治疗提供更广阔的前景。
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