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　·论著·　

食管癌抗原联合金葡素诱导杀瘤性细胞的实验研究
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摘要　目的：体外应用超抗原金葡素 C 型（SEC）联合食管癌可溶性抗原（TSA）刺激外周血淋巴细胞�诱导产生细胞毒 T 细胞
（CT Ls）�对肿瘤细胞进行杀伤�探讨其治疗肿瘤的可行性。方法：外周血淋巴细胞经 TSA、超抗原 SEC 联合作用�进行体外
培养。用酶联免疫吸附测定法（ELISA）法和细胞毒试验测定细胞因子含量和杀伤活性。结果：经 TSA 与超抗原 SEC 联合刺
激�淋巴细胞增殖活性增强�在刺激后72h 达到峰值；与空白对照组相比�SEC、TSA 以及 SEC 与 TSA 联合刺激�人肿瘤坏死
因子α（T NF-α）活性从第1天开始升高�在3d 达峰值；并且联合刺激的淋巴细胞组诱导的效应细胞对靶细胞杀伤活性显著高
于单纯淋巴细胞组（P＜0．05）�对 TSA 来源的食管癌细胞具有选择性杀伤作用。结论：肿瘤可溶性抗原与超抗原SEC 联合应
用能诱导效应细胞明显增殖、活化、并产生高效特异性的抗肿瘤效果。
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Abstract　Objective：To study the effect of tumor soluble antigen （TSA） and staphlococcal enterotoxin（SEC） on the cyctotox-
ic T lymphocyte（CT L）�and to evaluate the new cell immunotherapy on tumor．Methods： Lymphocyte cells were isolated f rom
peripheral blood and then stimulated in vit ro with soluble antigen and superantigen SEC�test levels of cytokine and killing ac-
tivity by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） and cytotoxic assay．Results： Proliferation activity of lymphocyte cells
group stimulated by TSA and SEC was the strongest�peaked at72h．Compared with the control group�the levels of tumor
necrosis factor-α（T NF-α） in the study groups begun to increase af ter1d�and peaked at3d．The killing activity of lymphocyte
cell group stimulated by TSA and SEC against target cells were significantly higher than the control group（P＜0．05）．Conclu-
sions：The seffector cells stimulated by TSA and SEC induce effective proliferation�activation and high antitumor efficiency and
show a potential kind of operative antitumor immunotherapy．
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　　食管癌是消化系统常见的恶性肿瘤�目前主要
治疗方法主要为手术治疗、放射治疗和化疗�但这3
种治疗方法均未能显著提高患者的生存率。免疫治
疗作为治疗肿瘤的新方法�具有安全性高和疗效持
久等优点�正逐渐应用于肿瘤治疗［1-2］ 。本研究通过
体外联合应用超抗原金葡素 C 型（staphlococcal en-
terotoxin�SEC）和食管癌可溶性抗原（tumor solu-
ble antigen�TSA）刺激 T 淋巴细胞�诱导其产生杀

瘤性免疫细胞�研究免疫治疗对食管癌细胞的杀伤
作用�探讨其在食管癌治疗中的可行性。
1　资料与方法
1．1　主要试剂　SEC（药品名：金葡液�沈阳协和集
团）�胆囊收缩素8（CCK-8�武汉碧云天公司）�人肿
瘤坏死因子α酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒
（美国 R＆D公司）�淋巴细胞分离液（天津 TBD 公
司）�RPMI-1640（Gibco 公司）。
1．2　肿瘤细胞系　人食管癌细胞株 Eca109、宫颈
癌 Hela细胞株由本校免疫学实验室提供。
1．3　淋巴细胞的分离　健康献血者外周血�肝素抗
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凝�用淋巴细胞分离液密度梯度离心�常规分离外周
血单个核细胞（PBMC）。37℃、5％CO2孵箱培养
90min�收集非黏附细胞�即为淋巴细胞（L）。
1．4　肿瘤可溶性抗原制备　Eca109细胞置于含
10％FBS 的 RPMI1640中培养�取对数生长期的细
胞�0．25％胰蛋白酶消化�PBS 洗细胞2次�PBS 调
整细胞密度为1×108／mL�放入离心管内�封口�置
于-80℃冰箱中快速冷冻20min�再迅速放入37℃
水浴中解冻10min�反复4次�以5000 r／min离心
40min�收集上清液�经0．22μm 微孔滤膜过滤后即
为肿瘤可溶性抗原。用考马斯亮蓝法（Bradford法）
测定蛋白含量�-20℃保存备用。
1．5　淋巴细胞增殖的测定　实验分4组：A 组：单
独淋巴细胞；B 组：SEC＋淋巴细胞；C 组：TSA＋淋
巴细胞；D 组：SEC＋TSA＋淋巴细胞。SEC 浓度
0．1ng／mL�TSA 浓度50μg／mL。用完全 RPMI-
1640培养液调整淋巴细胞浓度为106／mL�接种于
96孔板�每孔100μL�各组设3复孔。分别培养
24h、48h、72h、96h�用 CCK-8显色法测定。
1．6　细胞培养上清液中人肿瘤坏死因子α（T NF-
α）水平的检测　用完全 RPMI-1640培养液调整外
周血淋巴细胞浓度为1×106／mL�按实验分组接种
于24孔平底培养板�每孔细胞悬液和含等体积
SEA（终浓度0．1 ng／mL）或 TSA（终浓度50μg／
mL）的完全 RPMI1640培养液各0．5mL�各设3个
复孔�在37℃、5％ CO2孵箱中培养。分别于培养的
第1天、第3天、第5天用无菌管收集�3000r／min�
离心15min�收集各组上清液。按 ELISA 试剂盒
说明书检测 T NF-α水平。
1．7　细胞毒活性检测　分别取食管癌细胞系
Eca109和宫颈癌 Hela 细胞作为靶细胞�单独淋巴
细胞组和经食管癌 TSA、超抗原 SEC 联合刺激淋
巴细胞组培养诱导的细胞作为效应细胞�调整细胞
浓度为2×106／mL�分别与 Eca109（1×105）、Hela
（1×105）共同加于96孔板中�效：靶＝20：1。另设
单独效应细胞对照组和靶细胞对照组�每组3复孔。
培养24h 后用 CCK-8法测各组效应细胞对肿瘤细
胞的杀伤率。肿瘤细胞杀伤率（％）＝1-［（实验组
OD值-效应细胞组 OD 值） ／靶细胞组 OD 值 ］×
100％
1．8　统计学处理　实验结果以-x± s 表示�应用
SPSS16．0软件包对数据进行统计学处理。多组间
数据比较采用方差分析�以 P＜0．05为差异有统计

学意义。
2　结　　果
2．1　淋巴细胞增殖的测定　在24～72h 时�每组
淋巴细胞增殖能力随时间的增加而增强�各实验组
均于72h 时细胞增殖最显著（P＜0．05）；培养达
96h时�淋巴细胞增殖趋势开始下降。同一时间点�
每组淋巴细胞增殖能力也不同�经食管癌 TSA、超
抗原 SEC 联合刺激的 D组与 A 组、B 组、C 组比较�
细胞增殖活性最高�于72h 达到高峰（图1）。

图1　不同时间点各实验组细胞增殖的测定
2．2　细胞培养上清液中 T NF-α分泌水平的测定　
采用 ELISA 法检测不同形式刺激淋巴细胞培养液
上清液中细胞因子的变化�实验过程按照试剂盒说
明书进行操作�每组试验均重复3次�对照组 A 为
无刺激的淋巴细胞。从图2可见�与 A 组相比�B
组、C 组、D 组培养上清液中 T NF-α�1d 活性已开
始升高�于3d 达峰值。其中以 SEC 联合 TSA 刺
激的 D组为最高�与其他2组试验组相比差异显著
（P＜0．01）。

图2　不同时间点TNF-α水平测定
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2．3　效应细胞对靶细胞的杀伤效应　经食管癌
TSA、超抗原 SEC 联合刺激的淋巴细胞组诱导的
CTLs对靶细胞 Eca109杀伤活性为97．36％�显著
高于单纯淋巴细胞组64．21％�效应细胞对 Eca109
的杀伤活性显著高于 Hela�有显著差异（P＜0．05）
（表1）。

表1　效应细胞对靶细胞系的杀伤
活性的检测（-x±s�n＝5）（％）

组别 Eca109 Hela
A 组 64．21±2．95 65．18±3．27
D组 97．36±3．11ab 78．67±4．74a

　　注：A 组与 D组间比较�a P＜0．05；与 Hela细胞比较�b P＜0．05

3　讨　　论
肿瘤抗原的存在是机体识别肿瘤并激活免疫系

统的物质基础�由于肿瘤细胞缺乏一种或多种成分�
导致其免疫原性低下�不被免疫系统识别�不能有效
刺激机体免疫应答［3］ �使肿瘤处于免疫逃逸状态。
近年来�提高肿瘤疫苗免疫原性的方法有很多�如
增强 MHC-肽复合物的稳定性�增强共刺激信号的
表达、使用免疫佐剂、超抗原等。金葡菌肠毒素
（staphlococcal enterotoxin�SE）是一种具有高度生
物活性的蛋白质�是目前研究较多的细菌性超抗原
（super antigen�SAg）�SE 能同时结合主要组织相
容性复合体Ⅱ（MHCⅡ）和 T 细胞识别受体（TCR）
而连接抗原递呈细胞（APC）�因其不需要 APC 的内
处理�在 MHCⅡ的抗原结合槽的外侧直接与之特
异性结合�并通过结合 T 细胞受体 Vβ片段（TCR
Vβ）的不同片段高效地激活 T 细胞�促使分泌大量
及多种细胞因子�对肿瘤细胞产生直接和间接的杀
伤和抑制作用�实验研究［4-5］效果较好�但单纯应用

超抗原 SE无靶向作用［6］ 。由于多数肿瘤细胞的特
异性抗原不清楚�本研究选用反复冻融法制备的全
细胞可溶性抗原将可溶性抗原与超抗原 SEC 联合
作用 T 细胞�可以保证肿瘤抗原被有效摄取提呈�
且可提高共刺激信号�诱导针对肿瘤抗原的免疫应
答。本研究结果发现�食管癌肿瘤可溶性抗原与超
抗原 SEC 联合应用具有更为强大的活化效应细胞
的能力�对食管癌靶细胞的杀伤率更为明显�显示出
一定的抗肿瘤免疫治疗应用前景�为抗肿瘤治疗提
供了新的思路和方法。但是�肿瘤可溶性抗原与超
抗原 SEC 诱发 CTL 的反应机制及体内实验还需进
一步的探讨。
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