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[摘 要 ]  生物信息学的快速发展为免疫学的研究提供了新

的手段, 如果运用得当, 能够大大加快研究进程, 降低研究

费用, 缩短研究周期。兹从免疫学的常用数据库、免疫基因

组以及 MHC和多肽结合预测等 3个方面, 对生物信息学在免

疫学中的应用进行了综述。
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  免疫学在经历了一个世纪的从经验到实验的研究后, 进

入一个量化的、基于基因组的时代。像生命科学的其他领域

那样, 高通量技术已把免疫学从假说时代带入了数据驱动的

研究时代。大量更新的基因组和蛋白质组数据, 在为后基因

组时代的免疫学研究提供了丰富资源的同时, 伴随而来的是

对海量繁芜数据的困惑。因此, 发展生物信息体系来管理和

分析这些数据以提供线索将成为现代免疫学研究的一种必然

趋势。我们将对目前生物信息学在免疫学中的应用进行简单

的概述。

1 免疫学常用数据库
在过去的几年中 , 数据库对于生物医学研究的作用日益

显著。目前, 用于免疫学研究的专门数据库仍十分有限, 其

中较大型的包括免疫多态数据库 ( immuno po lymo rph ism data-

base, IPD, 网址: http: / /www. eb.i ack. u/ ipd)和国际免疫遗传

学数据库 ( the interna tiona l imm unogenetics database, IMGT, 网

址: http: / / im gt. c ines. fr)。

IPD是一组研究免疫基因多态性的专家数据库集合。 IPD

项目最初是由 ANR I( Anthony No lan Research Institute)的 HLA

信息组所创建 [ 1] , 目前包括 IPD-KIR、 IPD-MHC、 IPD-H PA及

IPD-ESTDAB等 4个子数据库可供查询。其中, IPD-K IR序列

数据库可提供人类杀伤细胞免疫球蛋白样受体 ( K IR )的完整

数据, 包括从 17个 K IR基因衍生而来的 89个 K IR等位基因

( a lleles) [ 2]。除此之外 , 它还提供了不断更新的命名法 ( no-

m enc la ture)和序列比对信息 [ 3]。 IPD-MHC序列数据库可提供

人类以外物种的 MHC基因序列的数据, 当前主要收集了 4类

不同物种的 MHC基因信息, 其中有牛科动物 ( Cattle)、犬科

动物 ( C an ines)、猫科动物 ( F e lines)以及非人类灵长类动物

( non hum an pr ima tes)。 IPD-H PA数据库收集了人类血小板抗

原的基因信息, 包括 24个血小板特异性异型抗原的等位基因

及双等位基因系统 ( b ia llelic system )组 [4] , 并含有异型 /抗原

蛋白质数据、遗传信息、等位基因频率及非 HPA抗原等 4张

表格可供查询。 IPD-ESTDAB(欧洲可搜寻肿瘤细胞系的数据

库 )提供了一个能够在线查找 HLA类型、具有免疫特征的肿

瘤细胞数据库, 包括从欧洲、澳洲和美国收集的 100个转移

黑色素瘤细胞系 [ 3] , 并可提供 3种不同的查询方式: 即按照

主要搜索决定子 ( prim a ry search determ inants)、所有搜索决定

子 ( a ll search determ inan ts)和标记词典 ( d ictiona ry of m arkers)

查询。

IMGT在 Ig、TcR、MHC以及人类和其他脊椎动物免疫系

统相关蛋白的收集和整理方面具有独到之处, 在医疗研究领

域、兽医研究、后天性免疫反应的基因组多样性研究、抗体

工程的生物技术以及医学疗法 (器官移植、免疫疗法、疫苗

学 )等方面均具有重要的应用前景 [ 5]。 IMGT由序列数据库、

基因组数据库和三维结构数据库组成, 其中序列数据库又包

括 L IGM-DB、MHC-DB及 PRIMER-DB 3个子数据库: L IGM-

DB包含 150个物种的 Ig和 TcR的信息, 2004年 8月 10日止

已收集了 86 740项数据; MHC-DB包含了 MHC-HLA、-NH P、

-DLA及-FLA等信息; PR IMER-DB 包含 11 个物种的 Ig和

TcR, 2004年 10月 28日止已收集了 1 827项数据。基因组数

据库包含了人类和鼠类的 Ig和 TcR基因, 2004年 9月 23日

止已收集了 1 378个基因和 2 205个等位基因的信息 ; 三维结

构数据库包括 Ig、TcR和 MHC基因和等位基因的鉴定, 2004

年 9月 2日止已收集了 809项数据。 IMGT还内置了丰富的分

析工具, 使用户无需运用专业的分析软件, 只要在该网站上

就能对数据进行分析整理, 包括序列分析工具 ( V-QUEST、

Junction Ana ly sis、A lle le-A lign、Phy loG ene)、基因组分析工具

( GeneSea rch、GeneV iew、LocusV iew )和三维结构分析工具

( Gene Info、Structura lQuery)。

除了上述两个较大型的免疫数据库外, 还有一些小型的

数据库, 它们收集了可提供免疫学特定方向的信息。如 SYF-

PEITH I( http: / /www. sy fpe ith.i de / scripts/MHCServe r. dll/ hom e.

h tm )和 JENPEP ( http: / /www. jenner. ac. uk / jenpep2 / )就是 2

个具有代表性的专门提供 MHC和肽结合数据的数据库。 SY-

FPEITH I中包括 2 000个 MHC配基以及超过 200个的结合基

序信息。H IV分子免疫数据库 ( H IV M o lecu lar Imm uno logy Da-

tabase, http: / /www. hiv. lan .l gov / content/ immuno logy / index. h-t
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m l/ )包含 H IV-1特异性细胞毒性 T细胞和辅助性 T细胞表位

及抗体结合位点的信息, 有超过 400个 T细胞表位和 300个

抗体结合位点可供查询。

2 生物信息学辅助免疫基因组的研究
物种测序工作的逐步展开给免疫学研究者打开了一个新

的视野, 在这个基因组的世界里, 蕴含着许多鲜为人知的秘

密。在人类和许多其他哺乳动物中, 接近 5%的基因参与免

疫功能, 其中包括免疫球蛋白超家族 ( IgSF )、外源凝集素

( lectins)、细胞因子和其受体 ( cy tok ines and the ir receptors)、

趋化因子 ( chemok ines)、整联蛋白 ( integ rins)、MHC-I和- II类

分子、先天性免疫受体 ( innate immune recepto rs)和补体蛋白

等。这些免疫相关基因以多基因、基因簇和基因多态性等方

式存在于基因组中, 反映了他们在免疫防御中所扮演的角色。

运用比较基因组学的方法, 分析不同物种间免疫基因的演化

过程, 可为深入研究某个免疫相关基因或者基因家族提供很

好的线索, 在进化分析上也有其积极的意义。

2. 1 免疫系统多基因和基因多态性现象的比较基因组分析

 早在 1970年, Ohno就指出, 现代基因 ( modern gene)是祖

先基因 ( ancestral gene)复制的后代。复制提供了一种保留的

方式, 即只保留一份其自身有用的拷贝, 而其他的复制子则

可通过一系列自由变化的方式 (如突变、重组等 )而获得新的

功能 [ 6]。这种多基因现象是许多免疫系统基因的共同特征,

如白介素家族和人类 4Mbp的 MHC区域等 [ 7]。这些家族中包

含多拷贝的彼此相关的复制子, 他们在染色体上紧密排列。

如 NK细胞受体家族在人类染色体 19q位置上的顺式复制可

产生 50个包括 KIR、L ILR和 CD66位点的相关序列片断, 其

中 K IR位点呈严密连锁状排列 [ 8]。Anna lise等 [9]利用生物信

息的方法比较了 KIR基因簇, 构建了其两个单体型 ( hap lo-

types)的完整复制模型以及相应的进化事件, 发现 K IR基因

的迅速扩增可能是由多轮复制的单个或者多个基因叠加而

成; 他们还发现, H LA- I类分子 A区内的单个或多个基因组

片断的串联重复复制不仅相似而且伴随有基因内的重组, 因

此, 认为人类的 K IR和 HLA基因是由同一个祖先进化而来。

在对小鼠基因组序列和人类基因组序列的比较中, 发现

与免疫功能相关的基因相对于其他基因来说, 在进化上通常

具有很大的变动性 [ 10] , 免疫相关基因在进化上的高变动性是

免疫分子在长期不断与入侵免疫系统的病原体作斗争的结

果。免疫系统面临强烈、间歇的选择压力, 导致了序列的多

态性 (如 MHC中等位基因的不同 )和频繁的基因复制及遗失

事件的产生。有报道称, MHC中每个基因位点上大约有 500

种不同的等位基因 [ 11]。MHC对于免疫应答的启动具有重要

的作用且能直接和病原体相互作用, 所以在选择压力下促进

了 MHC的多态性。目前, 针对 MHC多态性的产生存在两种

假说: 对 MHC异型接合宿主偏爱的选择假说 ( selection favo r-

ingMH C he tero zygous hosts)以及由于宿主和病原体共进化而

获得的罕见 MHC等位基因的选择假说 ( se lec tion for rareMH C

alleles by host-pathogen co-evolution) [12]。MHC异型接合宿主

偏爱的选择假说认为 MHC异型接合宿主相比 MHC同型接合

宿主能提呈更多不同的抗原肽, 结果比后者能识别并抵抗更

多病原体; 由于宿主和病原体共进化而获得的罕见 MHC等位

基因的选择假说则认为病原体通常能够逃脱最常见 MHC分

子 ( them ost comm onMH Cm o lecules)的提呈 , 因此在选择压力

下, 宿主罕见 MHC等位基因的生成频率将不断增加, 而常见

MHC等位基因的生成频率将逐步减少, 在这个过程中导致动

态多态性 ( dynam ic po lymo rph ism )的产生, 换言之, 生成罕见

MHC分子的宿主具有最高的适应度 ( h ighest fitness)。

在用常规实验手段难以证实的情况下, 可通过计算机模

拟宿主和病原体的进化过程, 研究这两种假说在导致 MHC多

态性的可能性中的作用中发现异型接合优势本身仅仅轻微地

提高了 MHC的多态性, 而宿主和病原体共同进化的说法则可

以解释在每个 MHC位点上有超过 50个等位基因的现象 [ 13]。

2. 2 免疫相关基因的鉴定  20世纪末分子免疫学的兴起,

克隆技术已成为发现新的免疫分子并对其进行功能分析的首

选技术。然而, 由于缺少足够的线索, 新的免疫基因的发现

举步维艰, 且带有一定的随机性。近几年来, 应用生物信息

学的手段从 EST数据库中寻找免疫同源分子以发现新免疫分

子的技术不断成熟, 极大地推动了基础免疫学和临床免疫的

发展。Dav id等 [ 14]利用英国曼切斯特科技大学、诺丁汉大学

等提供的鸡的 EST序列数据库进行了一系列包括聚簇分析、

EST扫描、多重序列比对及系统发生树构造等的分析处理后,

鉴定出在鸡的 TLR途径中超过半数的免疫分子, 并且以此为

基础, 构建了鸡 TLR免疫球蛋白家族相互作用的网络路径

图。Y ann ick等 [15]从牡蛎中提取了 1 142个 EST, 经过同源性

分析后, 发现 54%的序列包含假定功能 ( pu tative function)的

基因, 并将其中的免疫基因根据预测的功能分为 4组, 分别

是蛋白酶和蛋白酶抑制因子组、黏性蛋白组、压力蛋白组及

信号转导组, 并鉴定出各组中相应的蛋白。

3 MHC和抗原肽结合的预测

MHC对抗原肽的识别与结合是启动适应性免疫应答的关

键步骤。因此, MH C-肽的相互作用对于开发抗传染的药物、

变态反应及自身免疫病的免疫治疗, 以及癌症疫苗的研制来

说都是至关重要的 [ 16]。传统的优势肽筛选合成法不仅难度

高、花费大, 而且效率低 [ 17]。随着多种 MHC分子晶体结构

的获得和能与 MHC分子结合的大量内源性肽序列的阐明, 为

利用基于生物信息学的模型来预测 MHC和抗原肽的结合, 并

由此筛选理想的表位成为可能。以下简单介绍目前常见的几

种利用生物信息学来预测抗原肽和 MHC相结合的方法, 包

括: 结合基序法、量化基序法、人工智能法及人工神经网络

( artificia l neura l netwo rks, ANN )、藏匿马尔科夫模型 ( hidden

m arkov models, HMM )和分子建模法。
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3. 1 结合基序法  结合基序是指当抗原肽与其特异性 MHC

分子 ( specificMHC m olecu le)相结合时, 经常性地出现在结合

位点的氨基酸残基。这些氨基酸残基通常称为锚点氨基酸残

基, 而与特异性 MHC分子相结合的位置称为锚点位置 ( an-

cho r positions)。肽结合到 MHC上主要由初级和二级锚点的

氨基酸残基所介导, 如果能依据一级锚点和二级锚点的相对

作用来打分, 就可以形成一个评估抗原肽结合能力的粗略模

型 [ 18]。进一步, 如果将这种模型做成经验数据库对于预测表

位是很有用的, 如在 SYFTH EPE I数据库中就包含了超过 250

个 MHC的结合基序 [ 19]。然而, 作为一种是与非的两态性确

定性方法 ( de term inistic m ethod), 结合基序法虽然易于理解和

使用, 但精确度不高。在比较了用肽结合实验 ( peptide b ind-

ing essay)从人类乳头状瘤上得到的大鼠 c lassI T细胞表位和

用结合基序法预测的表位之后, 发现只有 40%的 MHC结合

肽和预测的结果相一致 [ 20]。

3. 2 量化基序法  量化基序法是对结合基序法的简单和有

效的延伸。在抗原肽与 MHC-I类分子的结合中, 抗原肽的侧

链效应 (锚定、抑制或中性 )主要依赖于相应氨基酸残基在抗

原肽中所处的位置, 而受邻近氨基酸残基的影响较小。因此,

在一定范围内可以假设: 在一个抗原肽序列中, 每个氨基酸

残基相互独立地以一定的结合能影响该肽与 MHC分子的亲

和力, 即非依赖性侧链结合 ( independent b ind ing of side

cha ins, IBS), 而抗原肽与 MHC分子的结合是该肽中每个位

置上的氨基酸残基结合能的综合 , 通过对大量多肽或肽库与

某型 MHC分子的结合实验和统计学分析, 可得到反映该型

MHC分子结合特异性的量化矩阵, 进而借助数学和计算机科

学编制成程序即可用于表位的预测。该方法已经被应用于

MHC-I类分子 [ 21]、HLA-DR II类分子 [ 22]、从实验得来的肽结

合数据中以及组合肽库的定点扫描 [ 23]。如 TEPITOPE软件在

预测人类 HLA-DR时, 就包含了许多量化矩阵算法来标识随

机的结合多肽 [ 24]。量化基序法的主要缺点是缺乏通用性, 因

为 IBS假设忽略了抗原肽可能形成的三维结构对结合的影

响, 而且偏向于那些使用了矩阵系数的肽段。

3. 3 人工智能法  /量化基序法0的前提是 IBS假设, 但事实

上已证明, 抗原肽中不同位置的氨基酸残基的侧链在与 MHC

分子结合的过程中是互相影响的, 因此, 要使表位的预测更

为准确, 就必须将整个多肽的序列考虑在内 , 这就涉及到大

量序列依赖性以及对与氨基酸残基相关数据的处理, 必须借

助于人工智能。人工智能法中最常用的莫过于 ANN 和

HMM。用大量已知可结合或非结合的多肽信息 /训练 0ANN,

可使其 /学习0其中隐含的规律, 进而将这些规律泛化, 对某

个未知肽的结合性作出判断, 以达到预测的目的。大量

MHC-II类分子结合肽经过 ANN分析后, 其阳性预测率可达

78%。HMM也是一种捕捉数据复杂关系的方法, 特别适合于

生物序列的建模。一个重要的特色是, 其能在单个模型中表

达不同长度的肽段序列。Ryuji等 [ 25]使用 HMM 预测了复杂

度较高的肽与 MHC-II类分子的结合, 在比较了 8种 HLA-

DR1、-DR2、-DR4、-DR7、-DR15、DR17、-DR51及-DQ2和相

应肽的结合后, 发现精确率平均可以达到 87% , 并且能够区

分与 DR和 DQ结合的肽。

3. 4 分子建模法  分子建模法可提供分子间相互作用的特

定 3维结构和反应的详细情况, 可以更准确地看出活性中心

( active site)的各个氨基酸残基与 MHC分子对应的情况。如

果已知 MHC分子的晶体结构以及肽和 MHC相互作用的结合

数据, 就可以利用这些数据为模板来构建他们在三维结构中

的作用模式。基于分子建模的虚拟筛选技术, 为解决高通量

筛选提供了一个新思路。这一方法可通过一个特别设计的评

分函数 ( sco ring func tion)来 /训练0MHC肽链数据 [ 26] , 以及把

肽链自动对位在 MHC分子上并与其相结合。定量结构活性

关系 ( quantitative structure-activ ity relationsh ip, QSAR )为最早

提出的虚拟筛选方法, 包括平面 ( 2D QSAR)和三维 ( 3D

QSAR)模式。2D QSAR仅仅基于肽链的序列 (一级结构 ), 所

以又叫加成性方法 ( add itive m ethod) [27], 即每一个取代物的

生物活性都有其恒定的作用, 而与结构上的差异无关, 最后

才是相邻侧链间的作用。如 Doytchinova等 [ 28]用 2D QSAR筛

选出了一组高亲和力的 HLA-A2结合肽。3D QSAR是根据生

物活性分子与受体结合时 3维结构的性质, 用计算机仿真分

析一系列已知可不同程度地与蛋白质或酶结合能力的化学分

子及各个分子排列重叠的构形, 来找出其共同性, 进而确定

与蛋白质或酶结合的结构活性关系, 这样就可以确定化学分

子重要作用力之间的立体关系。此种方法比较典型的应用,

有 MSA-QSAR(分子形状分析-定量结构活性关系 )和 CoMFA

(比较分子场分析 )。

4 结语
无论从免疫系统组成成分的多样性 (如免疫球蛋白、淋

巴细胞受体和细胞因子等 ), 还是从调控网络的复杂性 (如调

控网络中蛋白质的相互作用 )来看, 如果仅仅依靠传统的实

验手段进行免疫学研究, 不仅费时费力, 而且很难取得很大

的进展。

生物信息学是一门交叉学科, 它把统计分析和计算模拟

等一系列计算科学的技术引入生命科学的领域, 利用数据挖

掘等信息学的原理, 大大加快了新基因的发现和标记速度,

从而为后基因组时代的海量序列数据的处理和分析提供了有

效的解决方法。

数据库是生物信息学中的重要组成部分, 也是进一步进

行生物信息分析的基础。通用数据库 (如 GenBank、EMBL、

DDBJ和 SW ISS-PROT等 )由于涵盖的范围太广, 往往不能满

足特定领域的研究者便捷查询的需求。对于免疫学来说, 现

有可供查询的专业数据库种类较少, 且存在命名规则混乱、

收集的数据量不大, 以及更新缓慢等问题, 在一定程度上制

约了分子免疫学的高速发展。因此, 如何建立一个专供免疫

131ISSN1007- 8738细胞与分子免疫学杂志 ( Ch in J C ellM o l Immuno l) 2006, 22( 1)



学应用的, 结构合理、命名规范、数据完整、更新及时, 而且

易于操作、库容量大的数据库, 将成为今后生物信息工作者

和免疫学研究工作者所共同面临的一大挑战。

免疫基因组是生物经过亿万年逐渐进化而成的适合于自

身免疫防御的一套完整而严谨的结构, 作为生物信息学分支

的比较基因组学就是分析这种变化过程的有效工具。值得一

提的是, 由于 EST序列相对于物种全基因组来说要短的多,

且易于克隆和测定, 又去除了内含子并具有组织特异性, 因

此, 利用生物信息学的方法从 EST数据库中鉴定同源免疫基

因乃是一种多、快、好、省的技术。

T细胞表位的筛选对于疫苗开发和免疫疗法来说, 都具

有重要的作用。据统计, 全球疫苗市场每年的消费量约为 50

亿美元。随着许多病原体基因组序列的测定以及抗原蛋白的

鉴定工作的开展, 计算机预测必将成为鉴定免疫反应靶点的

首要一环。如在混栖 T细胞表位 ( prom iscuous T-ce ll ep itopes)

的鉴定中, 由于混栖肽 ( prom iscuous peptides)可有效地作用于

大范围的人群, 因而成为疫苗设计和免疫疗法的良好靶点。
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