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摘要：目的 为扩大超抗原金黄色葡萄球菌肠毒素

Ａ（ＳＥＡ）的抗瘤谱，制备跨膜型 ＳＥＡ融合蛋白，研究
该蛋白制备的肿瘤疫苗的抗肿瘤作用。方法 在荷

Ｂ１６黑色素瘤的 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠上，观察跨膜型 ＳＥＡ
融合蛋白制备的肿瘤疫苗对荷瘤小鼠的免疫治疗作

用和免疫保护作用，并通过乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放
法检测治疗组和免疫组小鼠脾细胞的天然杀伤细胞

（ＮＫ）和细胞毒性Ｔ细胞（ＣＴＬ）活性。结果 融合蛋

白制备的肿瘤疫苗能够显著抑制荷瘤小鼠肿瘤的生

长，并延长其生存期，其脾细胞的 ＮＫ和 ＣＴＬ活性显
著增强。同时，该肿瘤疫苗对同种肿瘤细胞攻击可

产生较强的免疫保护作用。结论 跨膜型 ＳＥＡ融
合蛋白制备的肿瘤疫苗具有显著的抗肿瘤作用，可

有效激发荷瘤小鼠机体的特异性和非特异性抗肿瘤

免疫应答，增强ＣＴＬ和ＮＫ活性。
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１９８９年，Ｗｈｉｔｅ等［１］提出了超抗原（ｓｕｐｅｒａｎｔｉｇｅｎ，
ＳＡｇ）的概念，超抗原无需抗原提呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅ
ｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＡＰＣ）加工而以完整的蛋白形式与主要
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ＭＨＣ）Ⅱ类分子结合，激活所有携带特殊Ｔ细胞受体
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（Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＣＲ）Ｖβ片段的Ｔ细胞，激活Ｔ细胞
的克隆数约是普通抗原的１０００倍，对靶细胞产生强
烈的杀伤作用，称之为 ＳＡｇ依赖的细胞介导的细胞
毒作用（ｓｕｐｅｒａｎｔｉｇｅｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉ
ｔｙ，ＳＤＣＣ）［１，２］。超抗原强烈激活 Ｔ细胞的特性启发
人们将其用于抗肿瘤治疗，但超抗原并不能直接用

于抗肿瘤，大多数肿瘤细胞并不表达 ＭＨＣⅡ类抗
原，而表达ＭＨＣⅡ类分子的正常细胞如 ＡＰＣ也能成
为超抗原的靶细胞而受到攻击。为了使超抗原发挥

特异性的抗肿瘤作用，Ｄｏｈｌｓｔｅｎ等［３］制备了人结肠癌
反应性单克隆抗体 Ｃ２１５的 Ｆａｂ段与金黄色葡萄球
菌肠毒素Ａ（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＡ，ＳＥＡ）的融合
蛋白（Ｃ２１５ＦａｂＳＥＡ），Ｃ２１５ＦａｂＳＥＡ可特异性杀伤表
达Ｃ２１５抗原的肿瘤，但单克隆抗体导向超抗原的抗
肿瘤谱很窄，一种单克隆抗体只能靶向一种特异的

肿瘤组织，缺乏抗瘤广谱性。也有学者用交联剂使

ＳＥＢ结合在 ＭｅｔｈＡ肿瘤细胞表面［４］，能有效刺激
Ｖβ８

＋Ｔ细胞的增殖，肿瘤生长明显受到抑制，但化学
偶联的稳定性欠佳。针对目前超抗原用于抗肿瘤治

疗的现状，本文将超抗原 ＳＥＡ与跨膜区（ｔｒａｎｓｍｅｍ
ｂｒａｎｅ，ＴＭ）编码序列融合，构建了跨膜型超抗原 ＴＭ
ＳＥＡ的融合蛋白并制备了肿瘤疫苗，扩大了其抗肿
瘤作用的范围，并以小鼠黑素瘤为肿瘤模型，研究其

抗肿瘤作用并初步探讨了作用机制。

１ 材料与方法

１．１ 材料

跨膜型超抗原融合蛋白由本实验室制备并纯

化［５］。丝裂霉素 Ｃ（ｍｉｔｏｍｙｃｉｎＣ，ＭＭＣ）购自 Ｆｌｕｋａ公
司，乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）释放测定
试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。小鼠黑素瘤细胞系 Ｂ１６，
来源于 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠。ＹＡＣ１细胞系，鼠 ＮＫ敏感
性淋巴瘤细胞。ＥＬ４小鼠 Ｔ淋巴瘤细胞系，来源于
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠。６～８周龄 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（Ｈ２ｂ），共
８０只，购于中国科学院上海实验动物中心。
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１．２ 小鼠脾细胞的分离和效应细胞的制备

脱颈椎处死Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，７５％乙醇浸泡消毒，
无菌条件下取出脾脏，用磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）冲
洗１次，然后将其研碎，并悬浮于无血清的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基中，静置 １０ｍｉｎ使大块组织沉降后，将
上清过１２０目筛网，５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清，加
入ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ缓冲液，混匀后室温放置 ５ｍｉｎ，加入
等量的无血清培养基，离心弃上清，再用无血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养基洗涤３次，然后用 ＲＰＭＩ１６４０完全
培养基配成１×１０１０Ｌ－１的细胞悬液待用。
１．３ 脾细胞天然杀伤细胞活性的检测

取新传代１２～２４ｈ的ＹＡＣ１细胞，用ＲＰＭＩ１６４０
完全培养基将细胞浓度调整至 １×１０８Ｌ－１，作为靶
细胞，接种于 ９６孔中，每孔 ０．１ｍＬ，按效靶比 １００∶
１，５０∶１，２５∶１的比例加入脾细胞，用 ＬＤＨ释放法测
定天然杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）活性［６］。
１．４ 细胞毒性Ｔ细胞的诱导与杀伤活性的测定

将分离的小鼠脾淋巴细胞，与１００ｍｇ·Ｌ－１ＭＭＣ
灭活的Ｂ１６细胞置于 ３７℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱中
共同孵育７ｄ，加入重组的小鼠 ＩＬ２（２０ｋＵ·Ｌ－１），收
集后作为ＣＴＬ效应细胞，Ｂ１６细胞作为杀伤的靶细
胞（浓度调整至１×１０８Ｌ－１，每孔０．１ｍＬ），按效靶比
５０∶１，２５∶１，１２．５∶１的比例接种于９６孔板，用ＬＤＨ释
放法测定细胞毒性 Ｔ细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，
ＣＴＬ）活性［６］。
１．５ Ｂ１６肿瘤疫苗的制备

Ｂ１６细胞与终浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１ＭＭＣ于 ３７℃
共同孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤３次后，加入适量体积的ＰＢＳ
使细胞的浓度为 １×１０１０Ｌ－１。使用时于瘤内注射
０．１ｍＬ，即１×１０６细胞。
１．６ Ｂ１６ＳＥＡ及Ｂ１６ＴＭＳＥＡ肿瘤疫苗的制备

Ｂ１６细胞与终浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１ＭＭＣ于 ３７℃
共同孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤３次后，与终浓度为４５ｎｍｏｌ·
Ｌ－１的单纯ＳＥＡ蛋白或 ＴＭＳＥＡ融合蛋白共同孵育
４ｈ，制备Ｂ１６ＳＥＡ及 Ｂ１６ＴＭＳＥＡ肿瘤疫苗，ＰＢＳ洗
涤 ３次，加入适量体积的 ＰＢＳ，使细胞的浓度为
１×１０１０Ｌ－１。使用时于瘤内注射 ０．１ｍＬ，即 １×１０６

细胞。

１．７ 肿瘤疫苗对荷瘤小鼠的免疫治疗

于Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的右后肢 ｓｃ１×１０５个野生型
Ｂ１６细胞，体积为 ０．１ｍＬ。荷瘤 ３ｄ后将小鼠随机
分成ＰＢＳ（空白对照）、Ｂ１６疫苗、Ｂ１６ＳＥＡ疫苗、Ｂ１６
ＴＭＳＥＡ疫苗４组，注射量每组均为 ０．１ｍＬ，每组 ８

只，３ｄ注射１次瘤苗，共４次。
每２ｄ用游标卡尺测量并记录各组荷瘤小鼠瘤

体的大小，治疗结束后５ｄ，每组取３只小鼠，处死后
取脾脏制备淋巴细胞，检测 ＮＫ和 ＣＴＬ活性。对剩
余的５只小鼠，观察其生存期。
１．８ 肿瘤疫苗对肿瘤细胞攻击的免疫保护作用

将 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分成 ＰＢＳ（Ｂ１６细胞攻
击）、Ｂ１６疫苗（Ｂ１６细胞攻击）、Ｂ１６ＳＥＡ疫苗（Ｂ１６
细胞攻击）、Ｂ１６ＴＭＳＥＡ疫苗（Ｂ１６细胞攻击）、ＰＢＳ
（ＥＬ４细胞攻击）、Ｂ１６ＴＭＳＥＡ疫苗（ＥＬ４细胞攻击）
６组，每组８只，于其右腹股沟皮下分别注射不同的
疫苗（剂量同前），每周１次，共３次。

免疫结束后ｄ７，前４组小鼠均用野生型Ｂ１６细
胞攻击；第 ５，６组小鼠用 ＥＬ４细胞攻击。攻击时
Ｂ１６细胞数量为每鼠 １×１０５，ＥＬ５细胞数量为每鼠
５×１０５。肿瘤细胞攻击后 １周，开始观察并记录成
瘤结果，游标卡尺测量各组小鼠形成肿瘤的大小。

免疫结束后５ｄ，每组取 ３只小鼠，处死后取脾脏淋
巴细胞，检测ＣＴＬ活性。对剩余的５只小鼠，观察其
生存期。

１．９ 统计学处理

所有相关数据均采用 ＳＰＳＳ软件包进行统计学
分析，生存率比较采用 ＬｏｇＲａｎｋ检验，其他计量资
料采用方差分析（Ｆ检验）和两两比较 ｑ检验。

２ 结果

２．１ 肿瘤疫苗对荷瘤小鼠肿瘤生长的抑制作用

于Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的右后肢 ｓｃ１×１０５个野生型
Ｂ１６细胞。５～７ｄ后，发现有可触及的肿瘤。２４ｄ
时，Ｂ１６ＴＭＳＥＡ疫苗治疗组小鼠的平均肿瘤直径显
著小于ＰＢＳ组、Ｂ１６和Ｂ１６ＳＥＡ疫苗组（Ｐ＜０．０１，图
１）；Ｂ１６和 Ｂ１６ＳＥＡ疫苗组小鼠的平均肿瘤大小与
ＰＢＳ组比较无显著性差异（图１）。
２．２ 荷瘤小鼠脾细胞的天然杀伤细胞活性

图２结果表明，与 ＰＢＳ对照组相比，Ｂ１６ＴＭ
ＳＥＡ疫苗治疗组小鼠的 ＮＫ活性显著性增高（Ｐ＜
０．０５），而Ｂ１６和Ｂ１６ＳＥＡ疫苗组小鼠的 ＮＫ活性无
显著性改变。

２．３ 荷瘤组小鼠脾细胞的细胞毒性Ｔ淋巴细胞活性
图３结果表明，与 ＰＢＳ组、Ｂ１６及 Ｂ１６ＳＥＡ肿瘤

疫苗组比较，Ｂ１６ＴＭＳＥＡ肿瘤疫苗组小鼠脾细胞的
ＣＴＬ活性显著升高（Ｐ＜０．０１，图３）；而且当Ｅ∶Ｔ＝
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Ｆｉｇ１． Ｃｕｒｖｅｓｏｆｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ｍｅｌａｎｏｍａＢ１６ｉｎｍｉｃｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｎｔｓ．
Ｃ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｗｉｔｈ１×１０５Ｂ１６
Ｃ２１５ｃｅｌｌｓｏｎｄａｙ０．ＴｈｅｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇＣ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅｗｅｒｅｄｉｖｉｄ
ｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝８）ａｎｄｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｒａｔｕｍｏｒａｌｌｙｗｉｔｈＰＢＳ０．１
ｍＬ（○），Ｂ１６ｖａｃｃｉｎｅ０．１ｍＬ（●），Ｂ１６ＳＥＡｖａｃｃｉｎｅ０．１ｍＬ
（△），Ｂ１６ＴＭＳＥＡｖａｃｃｉｎｅ０．１ｍＬ（▲），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｆｔｈｅｖａｃｃｉｎｅｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ４ｔｉｍｅｓｅｖｅｒｙ３ｄ．Ｔｈｅｌｅｎｇｔｈａｎｄ
ｗｉｄｔｈｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｍａｓｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｗｉｔｈｃａｌｉｂｅｒｅｖｅｒｙｏｔｈｅｒｄａｙ．
ＳＥＡ：ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＡ．ＴＭ：ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ．珋ｘ±ｓ，
ｎ＝８．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＢＳｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ２． Ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ（ＮＫ）ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓ
ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｔｈｅＢ１６ｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔａｇｅｎｔｓ．Ｓｐｌｅｎｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ
ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ５ｄａｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ｗｅｒｅｕｓｅｄｉｎｃｙｔｏｌｙｔｉｃａｓｓａｙｓａｇａｉｎｓｔＹＡＣ１ｃｅｌｌｓａｔＥ∶Ｔ
ｒａｔｉｏｓｏｆ２５∶１，５０∶１，１００∶１ｂｙＬＤＨｒｅｌｅａｓｅａｓｓａｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．
Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＢＳｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ３． ＩｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙＴ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
（ＣＴＬ）ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅＢ１６ｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｎｔｓ．Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅ
ａｆｔｅｒｖａｒｉｏｕｓｔｈｅｒａｐｉｅｓｗｅｒｅｃｏｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄＢ１６（ＭＭＣ
１００ｍｇ·Ｌ－１）ｆｏｒ７ｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｕｒｉｎｅＩＬ２
（２０ｋＵ·Ｌ－１）ａｎｄｔｈｅｎｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｓＣＴＬｅｆｆｅｃｔｏｒｃｅｌｌｓ．ＴｈｅＢ１６
ｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓ．ＴｈｅＣＴＬａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅ
ｔｅｒｍｉｎｅｄａｔＥ∶Ｔｒａｔｉｏｏｆ１２．５∶１，２５∶１，５０∶１ｂｙＬＤＨｒｅｌｅａｓｅａｓ
ｓａｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＢＳｇｒｏｕｐ．

５０∶１时，ＣＴＬ活性升高最为显著。而 Ｂ１６肿瘤疫苗
组和Ｂ１６ＳＥＡ肿瘤疫苗组小鼠脾细胞的 ＣＴＬ活性
与较ＰＢＳ组略高，但差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。
２．４ 荷瘤小鼠的生存期

对每组剩余的５只小鼠观察其生存期的结果表
明，Ｂ１６ＴＭＳＥＡ疫苗治疗组小鼠较 Ｂ１６组、Ｂ１６ＳＥＡ
疫苗治疗组和 ＰＢＳ组小鼠的生存期显著性延长
（Ｐ＜０．０１，图４）。荷瘤 ３５ｄ后，Ｂ１６ＴＭＳＥＡ疫
苗组小鼠的生存率为８０％，而其他组小鼠的生存率
为０。
２．５ 各免疫组小鼠对肿瘤细胞攻击后的肿瘤生长

曲线

用野生型 Ｂ１６细胞攻击的 Ｂ１６ＴＭＳＥＡ疫苗免
疫组小鼠与Ｂ１６组、Ｂ１６ＳＥＡ疫苗免疫组、ＰＢＳ组小
鼠，以及与 ＥＬ４细胞攻击的 Ｂ１６ＴＭＳＥＡ疫苗免疫
组比较，小鼠肿瘤显著性缩小（Ｐ＜０．０１，图５）。与
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Ｆｉｇ４． ＳｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｏｆＢ１６ｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｎｔｓ．Ｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｓｙｍｂｏｌｓｗｅｒｅｔｈｅ
ｓａｍｅａｓｄｅｓｃｉｂｅｄｉｎＦｉｇ１．Ｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｆｏｒｔｈｅｉｒｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＢＳｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ５． Ｃｕｒｖｅｓｏｆｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｏｆｔｈｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄ
ｍｉｃｅｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ．Ｃ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅｗｅｒｅｄｉ
ｖｉｄｅｄｉｎｔｏ６ｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝８）：ｕｎｖａｃｃｉｎａｔｅｄ（ＰＢＳ）ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈ
１×１０５Ｂ１６ｃｅｌｌｓ（○）；ｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＢ１６ｖａｃｃｉｎｅｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ
ｗｉｔｈ１×１０５Ｂ１６（●）；ｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＢ１６ＳＥＡｖａｃｃｉｎｅｃｈａｌ
ｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈ１×１０５Ｂ１６（△）；ｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＢ１６ＴＭＳＥＡｖａｃ
ｃｉｎｅｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈ１×１０５Ｂ１６（▲）；ｕｎｖａｃｃｉｎａｔｅｄ（ＰＢＳ）ｃｈａｌ
ｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈ５×１０５ＥＬ４ｌｙｍｐｈｏｍａｃｅｌｌｓ（□）；ｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＢ１６
ＴＭＳＥＡｖａｃｃｉｎｅｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈ５×１０５ＥＬ４ｌｙｍｐｈｏｍａｃｅｌｌｓ（■）．
Ｔｈｅｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｔｗｅｅｋｌｙｉｎｔｅｒｖａｌｓｆｏｒｔｈｒｅｅｃｏｎｓｅｃｕ
ｔｉｖｅｗｅｅｋｓ．Ｔｕｍｏｒｃｈａｌｌｅｎｇｅｗａｓｉｎｉｔｉａｔｅｄｂｙｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｉｎｔｏｔｈｅｒｅａｒｌｅｇｏｆｔｈｅｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ１
ｗｅｅｋａｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｌｅｎｇｔｈａｎｄｗｉｄｔｈｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒ
ｍａｓｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｃａｌｉｂｅｒｅｖｅｒｙｏｔｈｅｒｄａｙａｆｔｅｒｔｕｍｏｒｃｈａｌｌｅｎｇｅ．
珋ｘ±ｓ，ｎ＝８．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＢＳ
ｇｒｏｕｐ．

ＰＢＳ组和用ＥＬ４攻击的Ｂ６ＴＭＳＥＡ疫苗免疫组小鼠
相比，Ｂ１６疫苗免疫组和 Ｂ１６ＳＥＡ疫苗免疫组的肿
瘤存在不同程度的缩小（Ｐ＜０．０５）。结果表明，使

用Ｂ１６ＴＭＳＥＡ肿瘤疫苗免疫的 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，可
以免受同种肿瘤细胞的攻击，获得较强的特异性免

疫保护作用。

２．６ 免疫小鼠脾细胞的细胞毒性Ｔ淋巴细胞活性
免疫结束后５ｄ，分别选取 ＰＢＳ组、Ｂ１６疫苗组、

Ｂ１６ＳＥＡ疫苗组和 Ｂ１６ＴＭＳＥＡ疫苗组的小鼠各 ３
只，常规制备其脾细胞，ＬＤＨ释放法测定 ＣＴＬ的活
性。与其他３组比较，Ｂ１６ＴＭＳＥＡ疫苗免疫组小鼠
脾细胞的ＣＴＬ活性显著升高（Ｐ＜０．０１，图 ６）；而且
当Ｅ∶Ｔ＝５０∶１时，ＣＴＬ活性升高最为显著。Ｂ１６肿
瘤疫苗组和 Ｂ１６ＳＥＡ疫苗组小鼠脾细胞的 ＣＴＬ活
性与ＰＢＳ组比较，也有明显升高（Ｐ＜０．０５，图６）。

Ｆｉｇ６． ＩｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆＣＴＬａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｍｉｃｅｉｍｍｕ
ｎｉｚｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｎｔｓ．Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ
Ｃ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅ５ｄａｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄＢ１６（ＭＭＣ１００ｍｇ·Ｌ－１）ｆｏｒ７ｄ
ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｕｒｉｎｅＩＬ２（２０ｋＵ·Ｌ－１）ａｎｄｔｈｅｎ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｓＣＴＬｅｆｆｅｃｔｏｒｃｅｌｌｓ．ＴｈｅＢ１６ｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｓｅｄ
ａｓｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓ．ＴｈｅＣＴＬａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｔＥ∶Ｔｒａｔｉｏｏｆ
１２．５∶１，２５∶１，５０∶１ｂｙＬＤＨｒｅｌｅａｓｅａｓｓａｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＢＳｇｒｏｕｐ．

２．７ 免疫组小鼠的生存期

每组剩余的 ５只小鼠，用于观察其生存期。结
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果表明：用Ｂ１６ＴＭＳＥＡ疫苗免疫的小鼠，当用野生
型Ｂ１６细胞攻击时，此组小鼠的生存期较 ＰＢＳ组和
用ＥＬ４肿瘤细胞攻击组的小鼠的生存期显著性地
延长（Ｐ＜０．０１，图７），其中有４０％的小鼠无瘤生存。

Ｆｉｇ７． Ｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｏｆｔｈｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｍｉｃｅｃｈａｌ
ｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｓｙｍｂｏｌｓｗｅｒｅ
ｔｈｅｓａｍｅａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＦｉｇ５．Ｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｆｏｒｔｈｅｉｒｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＢＳｇｒｏｕｐ．

３ 讨论

本研究针对超抗原的研究现状及存在的问题，

为了拓展ＳＡｇ的抗肿瘤谱，将超抗原 ＳＥＡ与 ＴＭ编
码序列融合，制备跨膜型超抗原 ＴＭＳＥＡ的融合蛋
白及其肿瘤疫苗，并对其抗肿瘤作用进行了研究。

本研究中生产的融合蛋白具有锚定在肿瘤细胞膜上

的能力，在制备肿瘤疫苗时，采用了简便的共同孵育

的方法，使超抗原 ＳＥＡ锚定在肿瘤细胞膜上，基因
转染比较费时费力［７］，而锚定的方法仅用 ４ｈ即可
制备成所需要的肿瘤疫苗。

作者应用此肿瘤疫苗研究其对荷黑素瘤

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的治疗作用及其免疫保护作用，并观
察了治疗后小鼠 ＮＫ细胞和 ＣＴＬ活性的改变，以探
讨其作用机制。结果发现，治疗组小鼠荷瘤 ２４ｄ
时，Ｂ１６ＴＭＳＥＡ肿瘤疫苗治疗组小鼠的平均肿瘤直
径显著性小于 ＰＢＳ组、Ｂ１６和 Ｂ１６ＳＥＡ肿瘤疫苗组。
同时，与 ＰＢＳ对照组、Ｂ１６疫苗、Ｂ１６ＳＥＡ疫苗组相
比，Ｂ１６ＴＭＳＥＡ肿瘤疫苗组小鼠脾细胞的 ＮＫ活性
显著性增高，脾细胞的 ＣＴＬ活性也有一个显著性的
升高，当 Ｅ∶Ｔ＝５０∶１时，ＣＴＬ活性升高最为显著。
Ｂ１６ＴＭＳＥＡ肿瘤疫苗治疗组小鼠较 Ｂ１６组、Ｂ１６
ＳＥＡ肿瘤疫苗治疗组小鼠和ＰＢＳ对照组小鼠的生存
期显著性延长，表明 Ｂ１６ＴＭＳＥＡ肿瘤疫苗对小鼠
黑素瘤的生长有明显的抑制作用。Ｂ１６ＴＭＳＥＡ肿

瘤疫苗免疫小鼠后，再用野生型Ｂ１６细胞攻击，发现
肿瘤的生长较 Ｂ１６疫苗、Ｂ１６ＳＥＡ疫苗免疫的小鼠
显著减慢，而用 ＥＬ４细胞攻击，则肿瘤的生长与对
照组无明显差异，且 Ｂ１６ＴＭＳＥＡ疫苗免疫的小鼠
其脾细胞 ＣＴＬ活性有明显增强。结果表明，使用
Ｂ１６ＴＭＳＥＡ肿瘤疫苗免疫的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，可以免
受同种肿瘤细胞的攻击，可获得较强的特异性免疫

保护作用。

本实验用跨膜型超抗原 ＴＭＳＥＡ融合蛋白制备
的肿瘤疫苗进行的抗肿瘤作用研究结果表明了这种

制剂具有较显著的抗肿瘤作用。关于超抗原融合蛋

白在抗肿瘤作用中的相关机制，作者课题组在前期

的研究中已有过报道［８～１０］，在本研究中，跨膜型超

抗原ＳＥＡ融合蛋白制备的肿瘤疫苗治疗的荷瘤小
鼠的脾细胞ＮＫ和 ＣＴＬ活性增高，免疫后的小鼠其
脾细胞ＣＴＬ活性也明显增强，显示出是其中的一个
抗肿瘤机制。跨膜型超抗原融合蛋白的研究，是一

个将超抗原的免疫残基蛋白锚定在肿瘤细胞膜上的

新方法，较单克隆抗体靶向的超抗原具有更加广泛

的抗肿瘤作用和应用前景，为肿瘤的免疫治疗提供

了一个新的思路。
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