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ＳＥＣ对淋巴细胞分泌 ＴＮＦ-α的诱导作用
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　　 [摘　要 ]　目的　探讨超抗原 ＳＥＣ的抗癌作用机制。方法　采用 ＥＬＩＳＡ法测定 ＳＥＣ在不同浓度及作用时间促淋
巴细胞分泌 ＴＮＦ-α的作用；采用 ＲＴ-ＰＣＲ法检测 ＳＥＣ在不同作用时间促进淋巴细胞表达 ＴＮＦ-α的 ｍＲＮＡ。结果　
ＥＬＩＳＡ法显示：淋巴细胞在未经 ＳＥＣ激活之前,培养上清液中 ＴＮＦ-α较低,经 ＳＥＣ激活后的第 1天,培养上清液中 ＴＮＦ
-α迅速上升,到作用的第 3天,ＴＮＦ-α上升至峰值。ＲＴ-ＰＣＲ显示：经 ＳＥＣ活化的淋巴细胞有大量 ＴＮＦ-αｍＲＮＡ的
表达,高峰出现于第 3天。结论　ＳＥＣ能促进淋巴细胞大量分泌 ＴＮＦ-α。
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　　生物治疗现已被公认为除手术、放疗和化疗外的
第四种肿瘤治疗手段。高聚生作为一种超抗原 [1],经
动物实验及人体临床试验,均显示出强大的抗瘤作
用 [2]。本文通过观察金葡菌肠毒素 Ｃ型 (ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ-
ｃａｌｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＣ,ＳＥＣ)对淋巴细胞分泌 ＴＮＦ-α的诱
导作用,试图对 ＳＥＣ高聚生的抗瘤作用机制进行阐
明。

资料与方法

1.仪器　相差显微镜：Ｎｉｋｏｎ,日本。二氧化碳培
养箱,ＥＳＯＥＣ-ＢＡＮ-311型,日本。离心机：ＬＤ4-
2Ａ,北京医用离心机厂。ＤＮＡ热循环仪：ＰＥ公司。电
泳仪：ＴＳ600,上海复旦生物工程研究所。全自动酶联
免疫检测仪：ＨＹＰＥＲＩＯＮ,ＵＳＡ。

2.主要试剂　ＳＥＣ,沈阳协合制药厂。Ｆｉｃｏｌｌ-
Ｈｙｐａｑｕｅ淋巴细胞分离液,比重 1.077±±0.022,上海
试剂二厂。ＲＰＭＩ1640培养液,Ｓｉｇｍａ公司。小牛血
清,杭州四季青生物工程材料研究所。ＲＮＡ抽提试剂
ＴＲＩＺＯＬ及 ｃＤＮＡ合成试剂盒,ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司产品。

高保真 Ｔａｑ酶及 ｄＮＴＰＳ,Ｓｉｇｍａ公司产品。ＴＦＮ-α检
测试剂盒购自深圳晶美生物工程有限公司。

3.淋巴细胞的分离培养及活动　取健康志愿者静
脉血50ｍｌ(肝素1250Ｕ),100ｍｌＰＢＳ稀释,小心加入
到等体积的淋巴细胞分离液,2000ｒ/ｍｉｎ离心 20分
钟,小心吸出中层的外周血单个核细胞 (ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ)层,加 5倍 ＰＢＳ稀释,1000ｒ/
ｍｉｎ离心 5分钟,弃上清,将沉淀置于 ＲＰＭＩ1640完全
培养基 (含20%小牛血清、青链霉素各100Ｕ/ｍｌ)37℃
50%ＣＯ2饱和湿度下培养,在上述培养基中加入 ＳＥＣ,
使其终浓度分别为 10Ｕ/ｍｌ、5Ｕ/ｍｌ、2.5Ｕ/ｍｌ、0Ｕ/
ｍｌ。于用药前及用药后的第 1、3、5、7天离心,收集上
清液及淋巴细胞,分别置于 -20℃及 -80℃冰箱保存
备用。

4.ＥＬＩＳＡ检测淋巴细胞上清液 ＴＮＦ-α　采用双
抗体夹心法,取出已平衡至室温的板条,加入标准品稀
释液 100μｌ至空白孔和零孔,加入上述收集的上清液
和已稀释的不同浓度的标准品各 100μｌ至相应孔中,
用封板胶纸封住反应孔,37℃90分钟,洗涤液洗板 4
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次,除空白孔外,每孔加入已稀释好的生物学标记二抗
100μｌ,封住板孔,37℃60分钟,洗涤液洗板 4次,除空
白孔外,每孔加已稀释好的酶联物 100μｌ,封住板孔,
37℃30分钟,洗板液洗板 4次,每孔加底物 Ａ、Ｂ各 1
滴,避光 37℃15分钟,每孔加终止液 1滴,混匀,即刻
在 450ｎｍ处读数。

5.ＲＴ-ＰＣＲ检测细胞因子和表达
(1)总 ＲＮＡ抽提：取上述备用的淋巴细胞,ＰＢＳ洗

2遍,在 1×106细胞加入 1ｍｌＴｒｉｚｏｌ裂解液,反复吹打
置室温 5分钟,加入 0.2ｍｌ氯仿,剧烈振摇 15秒,室
温静置 3分钟于 4℃ 13500ｇ离心 15分钟,转移上层
水相,加入 0.5ｍｌ异丙醇并混匀,室温静置 10分钟,
于 4℃ 13500ｇ离心 10分钟,弃上清,加入 1ｍｌ75%
乙醇,震荡混匀,于 4℃ 7500ｇ离心 5分钟,弃上清,
超净台内干燥 5分钟,加入 50μ1ＤＥＰＣ处理水,溶液
于 55～60℃,水浴 10分钟,分光光度计分析并定量,
置 -80℃备用。

(2)ｃＤＮＡ的合成：取 5(1)抽提的 ＲＮＡ3μｌ,Ｏｌｉ-
ｇｏｄＴ1μｌ(0.5μｇ/ｍｌ)ＤＥＰＣ处理水 12μｌ,置于 70℃
水浴 10分钟,冰上冷却 3分钟,加入预先混匀的 ＰＣＲ
反应混合液 7μｌ(10×反应缓冲液 2μｌ,25ｍｍｏｌ/Ｌ氯
化镁 2μｌ,10ｍｍｏｌ/ＬｄＮＴＰ1μｌ,0.1ｍｏｌ/ＬＤＴＴ2
μｌ),轻轻混匀后置 42℃5分钟,加入 1μｌＭ-ＭＬＶ逆
转录酶 (200Ｕ/ｍｌ),混匀后于 42℃反应 50分钟,置
72℃15分钟终止反应,冰上冷却 10分钟,离心收集反
应液,加入 1μｌＲｎａｓｅＨ于 37℃反应 20分钟,置 -
20℃备用。

(3)引物合成：上海 ＳＡＮＧＥＲ公司产品
①β-ａｃｔｉｎ　Ｆ∶5’-ＡＧＣＡＡＧＡＧＡＧＧＣＡＴＣ

ＣＴＣＡＣ-3’
Ｒ∶5’-ＧＣＡＧＣＴＣＡＴＴＧＴＡＧＡ
ＡＧＧＴＧＴ-3’

②ＴＮＦ-α　Ｆ∶5’-ＴＧＴＡＧＧＣＴＣＧＡＧＧＴＣ
ＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＧＡＡＣ-3’
Ｒ∶5’-ＧＣＴＡＣＣＡＡＧＣＴＴＣＡＧ
ＧＧＣＡＡＴＧＡＴＣＣＣＡＡＡＧ-3’

(4)ＰＣＲ扩增：在 50μｌ反应体系中,加入 10×
ＰＣＲ缓冲液 5μｌ,氯化镁 (25ｍｍｏｌ/Ｌ)2μｌ,ｄＮＴＰ(10
ｍｍｏｌ/Ｌ)1.2μｌ,上、下游引物 (10ｍｍｏｌ/Ｌ)各 2μｌ,模
板 ｃＤＮＡ2μｌ,ＴａｑｐｌｕｓＤＮＡ聚合酶 1μｌ。循环条件：
94℃7分钟变性,然后 94℃60秒、57℃30秒及 72℃90
秒,循环 30次,72℃延长 7分钟。2%琼脂糖凝胶电
泳。

结　　果

1.ＳＥＣ活化淋巴细胞前后的 ＴＮＦ-α检测结果　
ＳＥＣ活化淋巴细胞前后培养上清液中的 ＴＮＦ-α在未
经 ＳＥＣ激活之前,培养上清液中 ＴＮＦ-α较低,在 37.
44～76.24ｐｇ/ｍｌ之间,经 ＳＥＣ激活后的第 1天,培养
上清液中 ＴＮＦ-α迅速上升,到作用的第 3天,ＴＮＦ-
α上升至峰值,其中 ＳＥＣ10单位/ｍｌ剂量组的 ＴＮＦ-
α上升到 541.87ｐｇ/ｍｌ,到第 5天及第 7天,ＴＮＦ-α
开始下降,从不同剂量组显示的激活效果看,ＳＥＣ10
Ｕ/ｍｌ剂量组激活淋巴细胞的作用最强,见图 1。

图 1　ＳＥＣ促淋巴细胞分泌 ＴＮＦ-α作用
2.ＳＥＣ激活淋巴细胞 ｍＲＮＡ的表达　我们采用

ＲＴ-ＰＣＲ法对 ＳＥＣ(10Ｕ/ｍｌ)作用前后的淋巴细胞
(用药前、第 1、3、5、7天 )进行 ＴＮＦ-α进行检测,发现
与 β-ａｃｔｉｎ相比较,经 ＳＥＣ活化的淋巴细胞均分泌表
达 ＴＮＦ-αｍＲＮＡ,其中以第 3、5天表达量最高,见图
2。

图 2　ＳＥＣ促淋巴细胞表达 ＴＮＦ-α结果

讨　　论

从本实验结果来看,ＥＬＩＳＡ从蛋白质水平和 Ｒｔ-
ＰＣＲ从 ｍＰＮＡ水平检测的结果都可证实。ＳＥＣ诱生
的 ＣＴＬ在 ＳＥＣ刺激 ＰＢＭＣ第 1天就开始分泌细胞因
子：ＴＮＦ-α可持续 5～7天,其中,最大分泌出现在第
3～5天。这些细胞因子可对肿瘤细胞产生直接或间
接的杀伤。多年来许多肿瘤学者,特别是肿瘤免疫学
家,曾设想应用肿瘤特异性细胞毒 Ｔ细胞 (ＣＴＬ)来防
治肿瘤 [3]。这是非常令人向往的设想,因为机体杀伤
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瘤细胞的主要效应细胞是 ＣＴＬ,并具有特异性,既对肿
瘤细胞发挥强大的杀伤作用,而又无损于正常细胞,比
化疗优越。ＩＬ-2问世以来,将 ＩＬ-2与瘤细胞或肿瘤
抗原、淋巴细胞在体外共孵,不仅可诱导出该肿瘤特异
性 ＣＴＬ,以杀伤瘤细胞,而且使 ＣＴＬ呈指数级增殖,注
入体内的 ＣＴＬ可高达 5×108,未见任何毒性反应。因
此,世界上有权威性的肿瘤研究机构 (美国国立癌症
研究所、斯隆 -凯特癌症研究所、法国肿瘤免疫药理研
究所等 )都正致力于此项研究。美国国立癌症研究所
ｌｏｔｚｗ等 [4]将 3例肺部有转移的肉瘤病人 ＰＢＬ(1～2×
105)培养于 ＩＬ-2与肉瘤细胞中,经 3～4周后,ＣＴＬ
增殖到 1×108～109,可维持生长达数月,且对自身肉
瘤细胞的杀伤作用增加 2～3倍,如新鲜淋巴细胞对瘤
细胞的杀伤作用为 85.0±1.9ＣＰＭ,经 ＩＬ-2孵育的
ＣＴＬ,增至 253.6±15.4ＣＰＭ。超级抗原是一种潜在的
高效的 Ｔ淋巴细胞激活剂。被超抗原激活的 Ｔ淋巴
细胞即 ＣＴＬ,其胞浆内积聚很多穿孔素和粒酶,通过细
胞排粒作用分泌到瘤细胞上,聚集形成孔道,一些效应
分子如粒酶、ＴＮＦ、分泌性 ＡＴＰ、多腺苷酸结合蛋白 ＴＩＡ
-1等可以从孔道进入瘤细胞,导致细胞死亡 [5,6]。关
于 ＴＮＦ-α在肿瘤免疫反应中的作用,体外实验早已
证实 ＴＮＦ-α可使肿瘤细胞坏死。研究发现,ＴＮＦ-α
诱导的肿瘤细胞杀伤作用,可通过诱导靶细胞调亡这
一途径实现,肿瘤靶细胞表面有一种名为 ＦＡＳ(ＡＰＯ-
1)分子是 ＴＮＦ受体家族成员,Ｆａｓ有三个跨细胞膜区
和一个胞浆尾端 (死亡区 )这与 ＴＮＦＲ(Ｐ55)同源,后
者的死亡区与 Ｆａｓ完全一样。Ｆａｓ与效应细胞相结合
迅速可诱导靶细胞凋亡,同理,细胞表面和可溶性 ＴＮＦ
与 ＴＮＦＲ结合后,亦发出死亡信号导致肿瘤靶细胞调
亡。此外,ＴＮＦ与处于间期的肿瘤细胞质模表面的特
异性受体结合,ＴＮＦ-受体复合物在细胞表面形成帽
状聚集并入胞形成胞内小囊,小囊沿微管移动与溶酶
体融合,在分裂期,由于细胞内膜系统变脆,在 ＴＮＦ的

作用下,溶酶体容易破裂,释出溶酶体酶致细胞自溶。
除了上述 ＴＮＦ-α直接作用于肿瘤细胞,显示出杀伤
活性外,ＴＮＦ-α还可使肿瘤细胞表面表达粘附分子
ＬＦＡ-1、ＣＤ2及 ＩＣＡＭ-1,从而增强效应细胞与肿瘤
细胞的粘附性。另外 ＴＮＦ-α作用于肿瘤细胞,使其
增强 ＭＨＣ-1类及Ⅱ类分子的表达,提高 ＣＤ4

+或

ＣＤ8
+细胞识别肿瘤细胞的能力。ＴＮＦ-α还可通过其

它细胞因子活化的效应细胞来杀伤肿瘤细胞 [7]。超
抗原活化的 Ｔ细胞能分泌多种足量的细胞因子,包括
ＴＮＦ-β、ＩＦＮ-γ、ＩＬ-2或 ＩＬ-12。本文的实验亦表
明：经 ＳＥＣ活化的淋巴细胞有 ＮＴＦ-α的 ｍＲＮＡ的表
达及 ＮＴＦ-α蛋白的分泌。
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论 文 中 的 表

表的编排,一般是内容和测试项目由左至右横读,数据依序竖排。表应有自明性。表应编排序号,一律用阿拉伯数字依序连续
编排序号。每一表应有简短确切的题名,连同表号置于表上。必要时,应将表中的符号、标记、代码,以及需要说明事项,以最简练
的文字,横排于表题下,作为表注,也可以附注于表下。表内附注的序号宜用小号阿拉伯数字加圆括号置于被标注对象的右上角,
不宜用星号。

表的各栏均应标明 “量或测试项目、标准规定符号、单位 ”。表内同一栏的数字必须上下对齐,表内空白代表未测或无此项。如
数据已绘成曲线图,可不再列表。
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