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使用 QuickSwitch™定制四聚体试剂盒分析新抗原反应性 T 细胞 
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1)东京大学医学部附属医院 免疫细胞治疗学讲座 

2)中国医科大学附属第一医院  胸外科 

 

■新抗原（neoantigen） 

随着抗 PD-1/PD-L1 抗体等免疫检查点抑制剂的出现，癌症免疫疗法受到了越

来越多的关注。免疫检查点抑制剂的作用机制是肿瘤中被抑制的内源性抗肿瘤免

疫应答的再激活，其中肿瘤特异性 T 细胞起到关键作用 1)。经研究发现，由免疫

检查点抑制剂重新激活的肿瘤特异性 T 细胞识别的癌抗原是来源于癌细胞基因突

变产生的新抗原，这使得研究者们对肿瘤特异性 T 细胞和新抗原的研究产生了浓

厚兴趣 2)。 

细胞内的蛋白质被降解成由 9～11 个氨基酸组成的多肽，与 MHC class I 分

子的抗原结合槽结合后被呈递于细胞表面 3)。该多肽/MHC 复合物可以被 T 细胞受

体（TCR）识别。一方面，T 细胞通过胸腺中的阴性选择诱导免疫耐受，从而抑制

自身免疫反应，因此不会对正常细胞中表达的蛋白质产生免疫反应。另一方面，

癌细胞在癌变过程中积累了许多体细胞基因突变（somatic mutation），并表达正

常细胞中不存在的含有氨基酸突变的蛋白质。含有这种突变的蛋白质原本是体内

不存在的抗原，因此被称为“新”抗原。由于这种新抗原不会在胸腺中诱导免疫

耐受，因此我们可以期待它会出现强烈的 T 细胞免疫应答（高免疫原性）。所以，

含有突变氨基酸并与 MHC class I 分子结合，可以被 T 细胞识别的多肽称为新表

位（图 1）4）。 
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■使用下一代测序仪预测新抗原 

   在癌细胞中发现的基因突变包括直接参与癌变和细胞增殖的驱动突变以及似

乎与其无关的伴随突变。对于开发分子靶向药物来说，鉴定驱动突变较为重要，

但作为肿瘤免疫的靶抗原分子，不会区分驱动突变和伴随突变，只要伴有氨基酸

突变，便可能是新抗原。然而，与相同的驱动突变以一定比例存在于一些患者不

同,许多伴随突变是个体特有的突变，因此，迄今为止伴随突变尚未成为药物开发

的对象。 

   随着下一代测序仪（NGS）的出现，研究者们可以破译个体水平的基因组，

从手术和活体组织检查中获得的患者组织中提取 DNA 和 RNA，并分析外显子组

和转录组，在此基础上可以进行新抗原预测 5）。新抗原的鉴定算法并非什么特别的

方法，同样是基于分子生物学和免疫学理论，通过把鉴定驱动突变（作为分子靶

向药物的靶分子）与开发癌症多肽疫苗相结合，构建新抗原/新表位的预测算法 6）。

在含有氨基酸突变的基因突变产物中，经预测后，与患者的 MHC 具有高亲和力的

由 9～11 个氨基酸序列组成的多肽被作为新表位的候选。 

新抗原反应性 

CD8
＋
T 细胞 

MHC 结合多肽 

正常肽 突变多肽（新表位） 

突变蛋白（新抗原） 

肿瘤特异性 
基因突变 

图 1. 来源于肿瘤特异性基因突变产物的新抗原 

正常细胞 癌细胞 

蛋白 
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■筛选新抗原反应性 T 细胞 

目前，新抗原的预测仅仅是一种预测，实际上患者体内是否存在对突变多肽

有反应的淋巴细胞尚未知晓。即使存在，它对肿瘤特异性免疫反应有多大贡献也

未可知。同时，如何将其与治疗联系起来，还有许多亟待解决的问题。我们以食

道癌患者 NGS 数据中得到的新表位为例，介绍一例实际鉴定出了对患者外周血单

核细胞（PBMC）有反应的新表位抗原肽的案例。 

 

进行了食道癌患者的总外显子测序和总 RNA 测序后，我们发现了 209 个肿瘤

特异性体细胞突变，其中有 43 个表达被确认，结合与患者具有的 HLA-A*02:06，

HLA-A*11:01，HLA-B*52:01，HLA-B*54:01，HLA-C*01:02，HLA-C*12:02 的亲

和力预测数据，合成了 54 个新表位多肽。将从患者处获得的 PBMC 和合成的多

肽在培养板共同培养，并通过 ELISA 筛选产生的 IFN-（图 3）。患者 PBMC 对

NFATC2IP 基因第 283 位的丝氨酸突变为亮氨酸形成的多肽 RLPLRM[L]EPL 有反

应，并产生了 IFN-。这段多肽对 HLA-A*02:06 的亲和力预测值(IC50)为 163.8 nM，

没有突变的 RLPLRM[S]EPL 多肽的 IC50 值为 894.2 nM。 

 

选择目标患者，采集样本 

分析外显子组 

通过软件进行分析 

分析转录组 

检测突变候选 
分析表达  

检测突变候选 

鉴定氨基酸突变蛋白 
 

MHC class I 表位预测法 

选出突变肽 
合成多肽 

验证与患者外周血的反应   
同时进行共通抗原性研究 

图 2. 新抗原预测算法 
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■通过 QuickSwitch™ 定制四聚体检测新抗原反应性 T 细胞 

为了验证患者外周血中是否存在新抗原反应性 T 细胞，将患者的 PBMC 与新

表位多肽负载后的患者树突状细胞（DC）共同培养 24 天，在新抗原反应性 T 细

胞的选择性增殖后尝试进行四聚体染色。使用 QuickSwitch™定制四聚体试剂盒

（MBL）和合成的多肽，在实验室中进行多肽置换反应,制备了新表位多肽四聚体

和用于对照的野生型四聚体。突变型多肽和对照野生型多肽的多肽置换效率分别

为 98.6%和 96.7%（图 4）。 

 

图 3. 使用新表位肽板进行筛选，通过 ELISA 测定产生的 IFN-γ 
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使用这些四聚体，对培养后的患者 PBMC 进行 CD8、CD3、Fixable Viability 

Dye eFluor™ 780、四聚体染色时，发现 CD3 阳性细胞中 0.8%的细胞显示出四聚

体阳性，这证明了患者外周血中存在与新抗原反应的 T 细胞（图 5）。 

 

 

图 4. 通过 QuickSwitch
TM

定制四聚体试剂盒确认新表位特异性四聚体的制备和置换效率 

分析 
样品 

MFI 
(X) 

脱离的肽％ (Y) ％肽置换(100-Y) 

对照＃2 0.43 0.0 100.0 

对照 #3 12.60 100.0 0.0 
新表位肽 0.60 1.4 98.6 

野生型肽 0.84 3.3 96.7 

 

对照＃2  
100％ 
肽置换 

（参考多肽） 

 

对照＃3 

0% 

多肽置换 

（无置换） 

 

 

新表位 
多肽 

四聚体 

 

野生型 
多肽 

四聚体 

 

％
脱
离
的
多

肽
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■新抗原反应性 T 细胞的克隆性验证 

 

   在 HLA-A*02 阳性食道癌患者中，与 DHX57 基因第 1049 位精氨酸突变为半

胱氨酸（SIF[C]CLDPA）的新表位反应的 T 细胞是从 HLA 型相同的（HLA-A*02）

图 5. 检测癌症患者外周血中新抗原反应性 T 细胞 

图 6. 通过四聚体排序进行新抗原特异性 T 细胞的富集 

 

排序前的 
频率(％) 

四聚体排序后 
的频率(％) 
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健康人供体的 PBMC 中培养出来的。因为健康人中新抗原反应性 T 细胞的频率非

常低，所以进行两次多肽刺激使其扩增后，用四聚体进行了检测。在检测中，使

用了通过抗原肽置换法制备新表位多肽的 QuickSwitch™定制四聚体。培养细胞中

0.13%的 CD8 阳性 T 细胞显示出四聚体阳性。为了评估新抗原反应性 T 细胞是否

为单克隆，使用细胞分选仪分离了四聚体阳性细胞。在 RNA 提取后制备 cDNA，

扩增 TCR 基因，并使用 NGS 分析了 CDR3 区基因序列。对 TCRβ 链的 CDR3 进

行测序进而得知，从该供体中获得的新抗原反应性 T 细胞并非单一的，它们是由

少数克隆（寡克隆）构成的（图 6）。即使使用 NGS 对 TCR 基因进行分析，外周

血中的新抗原反应性 T 细胞也是处于较低的检测灵敏度，在多肽刺激培养后，每

个克隆的频率也低于 0.1%。通过有效使用四聚体染色方法，可以简单地富集和分

析这种稀少的新抗原反应性 T 细胞（图 7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

单细胞克隆 
（1-2 个月） 

没有四聚体时 

 
肽刺激 

 
培养 

 
 

四聚体染色 & 分选 
(1 天) 

有四聚体时 

四
聚

体
 

图 7.有效利用四聚体对新抗原反应性 T 细胞进行鉴定和 TCR 分析 

CTL 克隆 
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■QuickSwitch™定制四聚体的有效性 

新抗原研究中的难题在于肿瘤中存在多种基因突变，基因突变因患者不同有

所差异，以及并非所有的突变基因产物都是新抗原，而且通过患者的 HLA 呈递的

多肽是不同的，因此每位患者可以有多种特有的新表位抗原肽作为候补，而研究

者们需要对其进行逐一验证。 

 

使用多肽/MHC 复合物的四聚体结构检测抗原特异性 T 细胞的技术是一种创

新的技术，可直接检测抗原特异性 T 细胞。但想要正确并稳定地将多肽、MHC class 

I 分子和 β2 微球蛋白这 3 种分子结合在一起并不容易。虽然一些病毒和已知癌抗

原的表位的商品化四聚体在市面上也有销售，但是对于个体化患者的新抗原，使

用其制备未知表位抗原肽的四聚体较为困难。我们使用已知多肽制备的四聚体试

剂盒，可以轻松制备所需的四聚体。 

 

在 QuickSwitch™定制四聚体中，为了稳定多肽/ MHC 复合物的结构，我们预

先加载了可被置换的多肽以保持四聚体切合的立体结构。当加入目的新表位抗原

肽并添加多肽置换因子后，已加载多肽和目的多肽之间发生竞争置换反应，可以

制备出加载有新表位抗原肽的四聚体。这个方法可以同时制备多个新表位抗原肽

的四聚体，并且能够构建用于高通量新抗原反应性 T 细胞的检测系统。今后，

QuickSwitch™定制四聚体有望被作为新抗原研究中不可或缺的工具广泛应用。 
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