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　　超抗原 （ｓｕｐｅｒａｎｔｉｇｅｎ）是一组细菌或病毒编码的新型蛋

白质分子，它以完整的蛋白质分子形式分别直接与抗原提呈

细胞（ＡＰＣ）膜上 ＭＨＣⅡ类分子抗原结合槽外侧及 Ｔ细胞

表面抗原识别受体ＴＣＲＶβ区直接结合，不需要 ＡＰＣ处理，

即可激活比普通抗原多达数千乃至数万倍的Ｔ淋巴细胞，并

促使活化的 Ｔ 细胞分泌多种足量的细胞因子如 ＴＮＦα、

ＴＮＦβ、ＴＮＦγ、ＩＬ２、ＩＬ６等，产生强烈的抗肿瘤免疫效应，

直接或间接地杀伤肿瘤细胞［１～３］。作为超抗原的一种，金黄

色葡萄球菌肠毒素Ａ（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＡ，ＳＥＡ）近

年来受到国内外学者广泛关注，大量研究表明［２，４］，ＳＥＡ在

肿瘤的导向免疫治疗中具有巨大的潜力和良好的应用前景。

本研究通过用ＳＥＡ对小鼠黑素瘤细胞Ｂ１６进行修饰，实现

了抗肿瘤效果作用，现将结果报告如下。

１　材料和方法

１．１　实验动物和试剂　６～８周龄雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自军

事医学科学院实验动物中心。小鼠恶性黑素瘤细胞系Ｂ１６、

含有ＳＥＡ基因的重组载体ＴｅａｓｙＳＥＡ、真核表达载体ｐｃＤ

ＮＡ３．１以及Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９为本室保存。质粒提取试剂盒购

自博大泰克生物技术有限公司，ＲＮＡ提取试剂盒、ＲＮＡ逆

转录试剂盒为美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，限制内切酶、ＡＭＶ
逆转录酶、随机引物均为宝生物公司产品。透析胎牛血清、

ＤＭＥＭ培养基、Ｇ４１８、脂质体转染试剂盒均为Ｇｉｂｃｏ公司产

品。

１．２　ｐｃＤＮＡ３．１ＳＥＡ 重组真核表达质粒的构建　根据

ＳＥＡ序列及ｐｃＤＮＡ３．１多克隆酶切位点设计引物，上游引

物：５′ＣＴＣＡＧＣＴＡＧＣＣＡＣＣＡ ＴＧＡ ＡＡＡ ＡＡＡＣＡＧ

ＣＡＴＴＴＡＣＡＴＴＡ３′，下游引物：５′ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＣＴ

ＴＧＴＡＴＡＴＡＡＡＴＡＴ３′，引物由上海博亚生物工程有限

公司合成。常规ＰＣＲ扩增，１％琼脂糖凝胶电泳分析。回收

ＳＥＡ基因及ｐｃＤＮＡ３．１，分别用ＮｈｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切，并

用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接后，转化Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９，获得重组质

粒ｐｃＤＮＡ３．１ＳＥＡ。将限制性内切酶酶切鉴定正确的菌种

送上海生工生物技术公司测序。

１．３　质粒转染及 ＲＴＰＣＲ检测　将重组质粒ｐｃＤＮＡ３．１

ＳＥＡ用Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ转染Ｂ１６细胞后通过Ｇ４１８加压筛选，最

后得到能稳定传代的细胞系Ｂ１６ＳＥＡ。同时转染ｐｃＤＮＡ３．１
空载体作为对照。用Ｐｒｏｍｅｇａ公司总ＲＮＡ提取试剂盒提

取、纯化细胞总 ＲＮＡ，参照试剂盒说明进行 ＲＴＰＣＲ，扩增

条件如下：９５℃，预变性２ｍｉｎ；继之９４℃１ｍｉｎ，５２℃１ｍｉｎ，

７２℃１ｍｉｎ，３２个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．５　抑瘤实验　细胞用ＰＢＳ洗３次后，调整细胞密度为１×

１０６／０．２ｍｌ。将小鼠随机分为２组，每组５只，分别尾静脉注

射Ｂ１６（肿瘤对照组）或Ｂ１６ＳＥＡ（ＳＥＡ治疗组）０．２ｍｌ。２周

后处死小鼠计数肺转移灶个数。

１．６　统计学处理　结果以珚ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ统计软件

进ｔ检验。

２　结　果

２．１　ｐｃＤＮＡ３．１ＳＥＡ表达质粒的构建　将重组质粒ｐｃＤ

ＮＡ３．１ＳＥＡ双酶切鉴定，可见有７７０ｂｐ左右的ＳＥＡ片段出

现，与预期结果相符（图１）。证实插入的ＳＥＡ片段完全正

确。

图１　重组真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１ＳＥＡ的酶切鉴定

Ｍ：标记物；１：ＮｈｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切ｐｃＤＮＡ３．１ＳＥＡ

２．２　ＳＥＡ在Ｂ１６中的表达　提取Ｂ１６细胞总 ＲＮＡ进行

ＲＴＰＣＲ检测，结果显示，可从细胞总ＲＮＡ中扩增出７７０ｂｐ
左右的片段（图２），与ＳＥＡ的大小一致，提示ＳＥＡ基因得到

表达。

２．３　抑瘤效果观察　２周后处死小鼠并计数肺部转移灶的

数目，肿瘤对照组肺部转移灶很多，平均（１２５．８±３４．３）个，
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大小不一，但经ＳＥＡ基因转染后的Ｂ１６ＳＥＡ细胞的成瘤性

则明显下降，表现为肿瘤转移灶的数目明显减少，仅（３３．４±

６．６５）个，两者转移灶的数目差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

图２　Ｂ１６ＳＥＡ细胞中ＳＥＡ的ＲＴＰＣＲ检测结果

Ｍ：标记物；１：Ｂ１６ＳＥＡ细胞中ＳＥＡ

３　讨　论

　　现有研究［５］表明，肿瘤细胞逃避机体免疫攻击是其发生

发展的一个重要原因。超抗原的导入使得肿瘤细胞的免疫

识别可以不受ＡＰＣ状态的影响，也不受 ＭＨＣ的限制，从而

有助于打破机体对肿瘤的免疫耐受状态。但这种免疫增强

没有特异性，所以如何导入ＳＥＡ以获得针对肿瘤细胞的免

疫反应，是ＳＥＡ介导的肿瘤免疫治疗所要解决的一个关键

问题。目前，采用基因重组技术制备超抗原—肿瘤特异抗原

的融合蛋白，用于靶向抗肿瘤治疗是ＳＥＡ 的主要研究方

向［４，６］。这种方法虽然有效，但受到大多数肿瘤无特异性抗

原和人源性单抗来源存在困难的限制。最新研究显示，用转

基因手段可扩大单抗导向超抗原融合蛋白治疗肿瘤的范

围［７］。本研究应用脂质体转染方法将ＳＥＡ直接转入小鼠黑

素瘤Ｂ１６细胞中，既提高了肿瘤细胞的免疫原性，同时也增

强了ＳＥＡ抗肿瘤特异性，从而对黑素瘤显示出了较好的抑

瘤效果，为进一步研究ＳＥＡ的抗肿瘤作用提供了实验基础。
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