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Abstract :Objective　 To investigate the Effect s of staphylococcal enterotoxin A (SEA) on the cytotoxici2
ty of T cells stimulated by PML2RARα peptide i n vit ro. Methods　Peripheral blood mononuclear cells

f rom healthy donors were cultured with PML2RARαpeptide and SEA for 20 days. After induction ,the

cytotoxicity of T cells induced against NB4 and K562 cell lines were examined by Cell Counting Kit28

(CCK28) . The CD4 and CD8 surface markers on the harvested CD3 + T cells were detected by flow cy2
tometry ( FCM) . Results 　The cytotoxicity of T cells induced by PML2RARα peptide with SEA was

higher than that of T cells induced only by PML2RARα peptide against NB4 cells. The FCM assay

showed that the ratio of CD4 + / CD8 + T cells were gradually decreased in both groups of PML2RARαpep2
tide whether with SEA or not at the intervals of day 5 ,10 and 20 after induction , but the most signifi2
cantly decreased by PML2RARαpeptide with SEA. Conclusion　The specific cytotoxicity of CD8 + T cells

induced by PML2 RARαpeptide against NB4 cells could be enhanced with superantigen SEA.

Key words :Superanti2gen ; PML 2 RARαpeptide ; NB4 cells ; T cells

摘　要 :目的　探讨超抗原 SEA体外增强 PML2RARα多肽诱导特异性 CTL 杀伤活性的机制。方法　

分别将 SEA、PML2RARα多肽以及 SEA联合 PML2RARα多肽与正常人外周血单个核细胞共同培养 ,

利用 CCK28比色法检测诱导后 T细胞对 NB4和 K562细胞株杀伤活性 ,同时利用流式细胞术测定诱导

T细胞表面 CD4与 CD8表达情况。结果　诱导后第 20天 ,SEA能明显增强 PML2RARα多肽特异性杀

伤 NB4细胞株的作用。诱导后第 5、10、20天动态检测表明 ,多肽及 SEA联合多肽组 CD4 + / CD8 +比值

逐渐降低 ,其中 SEA联合 PML2RARα多肽诱导组降低最显著。结论　超抗原 SEA能明显增强 PML2
RARα多肽体外诱导特异性 CD8 + T细胞的增殖与特异性的杀伤作用。
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0　引言

金黄色葡萄球菌肠毒素 A ( Stap hyloccucal en2
terotoxins A , SEA)是一种超抗原 ( Superantigen ,

SAg) ,直接与 T细胞受体 ( TCR)的 Vβ区结合 ,具

有很强的非特异性激活 T 细胞能力。PML2RARα

融合蛋白是急性早幼粒细胞白血病 (acute p romye2
locytic leukemia , A PL )特异的分子标志[ 1 ]。我们

前期研究发现 ,PML2RARα多肽体外能够诱导特异

性 T细胞产生 ,但其诱导增殖能力不强[ 223 ]。本文

进一步从特异性细胞杀伤效应以及细胞表型方面 ,

分析比较两者联合应用的效果。

1　材料和方法

1 . 1　材料

PML2RA Rα合成多肽 ( Ser2Gly2Ala2Gly2Glu2
Ala2Ala2Ile2Glu2Thr2Gln2Ser ,上海博亚生物公司) ,

金黄色葡萄球菌肠毒素 A (军事医学科学院) ,胎牛

血清 (杭州四季青生物工程材料有限公司) , Cell

Counting Kit28 (日本同仁化学研究所 ) , PerCP2
CD3、FITC2CD4 和 PE2CD8 单抗 , PerCP2Ig G ,

FITC2Ig G ,PE2Ig G( Immunotech 公司) 。外周血单

个核细胞来自一名健康未婚成年女性。

1 . 2　方法
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1 . 2 . 1　SEA及 PML2RARα多肽体外联合诱导外周

血单个核细胞增殖　将常规分离的外周血 MNC ,调

整终浓度为 1 ×109 / L ,加入 12 孔培养板 ,每孔1 . 5

ml。实验分为空白对照组、单纯 PML2RARα多肽组

(P组)、单纯 SEA 组 ( SEA 组) , SEA 联合 PML2
RARα多肽诱导组 ( PS0组、PSⅠ组、PSⅡ组 ,即 PML2
RARα多肽诱导培养第 0、5、10天后加入 SEA溶液)。

基础培养体系如下 :外周血单个核细胞 1 ×109 / L ,

150 ml/ L 胎牛血清 ,青、链霉素各 105 u/ L , rhIL22

5×105 u/ L ,抗人 CD3单抗 1 mg/ L ,抗人 CD28单抗

0 . 6 mg/ L [4 ]。诱导培养体系中 PML2RARα多肽终浓

度为 500 mg/ L ,SEA 终浓度为 10 mg/ L。空白对照

加 RPMI1640培养液。置 37 ℃、5 %CO2培养箱内培

养 ,每 3 天半量换液 ,补充多肽抗原以维持浓度不变。

分别收集第 5、10和 20 d培养的 T细胞。

1 . 2 . 2　CTL杀伤活性试验　分别以诱导培养后各组

T细胞为效应细胞 ,以维持培养的 NB4 细胞或 K562

细胞为靶细胞 ,进行混合淋巴细胞培养 (ML TC) [2 ]。

效靶比为 20∶1 ,靶细胞浓度 1 ×107 / L ,接种于 96 孔

培养板内 100μl/孔 ,微量混合器振荡 5 min ,以促进

效、靶细胞之间接触 ;同时分别设效应细胞对照组和

靶细胞对照组 (100μl/孔)。每组均设 3 个平行孔。

各组于 37 ℃,5 % CO2 ,饱和湿度培养箱中培养 4 h。

继而在各孔内加入 10μl的 CCK28试剂 ,在培养箱内

培养 4 h后 ,以 450 nm为检测波长 ,600 nm为参考波

长 ,于酶标仪上测定各孔 A值。

对靶细胞的杀伤百分率

=
实验孔 A 值 - 效应细胞对照孔 A 组
靶细胞对照孔 A 值 ×100 %

1 . 2 . 3 　流式细胞术检测 T淋巴细胞表型　直接免

疫荧光染色及流式细胞术 ( FCM)检测 T细胞表面

CD3、CD4、CD8 分子的表达情况。收集诱导培养

第 5、10、20 d 后的 T 细胞 ,洗涤计数后 ,待测细胞

100μl分别加入 PerCP2CD3、FITC2CD4 和 PE2CD8

标记单抗各 5μl ,对照管中分别加入 PerCP2Ig G ,

FITC2Ig G ,PE2Ig G作为阴性对照组 ,室温 (25 ℃左

右)避光染色 15 min。用洗涤液洗涤 2次 ,加入终浓

度 2 %的多聚甲醛固定 ,流式细胞仪 ( FACSCalibur

E4573 , Becton Dickinson 公司 ) 上机检测 ,利用

MultiSET V 1 . 1 . 1软件进行分析。

1 . 2 . 4 　统计学方法 　利用 SPSS 10 . 0软件进行数

据的统计分析。

2　结果

2 . 1　特异性诱导外周血 T细胞的杀伤活性分析

将收集诱导 20 d 后的细胞进行细胞杀伤性分

析 ,结果见表 1。单纯 PML2RA Rα多肽抗原诱导的

T细胞对 NB4 细胞株的杀伤活性高于阴性对照组

也高于对 K562 细胞株的杀伤 ( P < 0 . 05 ) ;单纯

SEA不仅能明显刺激 T 细胞对 NB4 靶细胞的杀

伤 ,同时对 K562 靶细胞产生明显杀伤作用 ( P <

0 . 05) ,但两者之间杀伤活性没有差别。PML2
RARα多肽与 SEA 两者联合应用进行诱导后 ,

PS0、PSⅠ及 PSⅡ组的 T 细胞则表现出更高的对

NB4细胞株杀伤活性 ,而且杀伤效果也高于同组对

K562 细胞株的杀伤 ( P < 0 . 05) 。比较 PS0、PSⅠ及

PSⅡ三组间的 T细胞对 NB4细胞的杀伤活性 ,各组

间差异无统计学意义。此外 ,与单纯多肽诱导组 T

细胞对 K562细胞株的杀伤作用相比较 ,SEA 诱导

组和多肽联合 SEA诱导组 ( PS0、PSⅠ、PSⅡ组)的 T

细胞也表现出对 K562细胞株更高的杀伤活性 ( P <

0 . 05) ,但 SEA、PS0、PSⅠ、PSⅡ组之间也没有差别。

表 1　体外诱导的 T细胞对 NB4细胞和

K562细胞的杀伤活性比较 ( �x ±s , n = 3)

Tab 1　Comparison of cytotoxicity of T cells stimulated

by SEA and PML2RARx on NB4 and

K562 cell lines in vit ro ( �x ±s , n = 3)

组别
CTL 活性 ( %)

NB4 cells K562 cells

对照组 10 . 74±6 . 94 11 . 17±7 . 21

SEA组 57 . 92±8 . 84 3 62 . 57±9 . 45 3

PML2RARα组 61 . 95±9 . 39 3 △ 19 . 41±8 . 63

PS0组 92 . 89±8 . 51 3 # △ 57 . 41±8 . 12 3

PSⅠ组 78 . 23±9 . 35 3 # △ 53 . 68±7 . 99 3

PSⅡ组 81 . 77±9 . 04 3 # △ 55 . 74±8 . 84 3

　　3 :对相同靶细胞杀伤活性与对照组比较 , P < 0 . 05 ; # :

对相同靶细胞的杀伤活性与 PML2RARα组比较 , P <

0 . 05 ; △ :同组对不同靶细胞杀伤活性比较 , P < 0 . 05

2 . 2　CD4 + / CD8 + T细胞比值动态变化

根据杀伤性细胞毒实验结果 ,动态检测单纯

SEA、单纯 PML2RA Rα 多肽、SEA 联合 PML2
RARα诱导 5、10、20 天后 , CD3 + CD4 + / CD3 +

CD8 + T细胞比值变化 ,见图 1。阴性对照组与 SEA

组 CD4 + / CD8 + T 细胞比值变化比较平稳 , PML2
RARα多肽、SEA 联合 PML2RA Rα两个诱导组

CD3 + CD4 + / CD3 + CD8 + T 细胞比值均随诱导时

间下降比较明显 ,第 10天开始 CD3 + CD4 + / CD3 +

CD8 + T 细胞比值均明显低于阴性对照组 ,其中

PML2RARα多肽组与 PML2RARα多肽联合 SEA

诱导组也明显低于单纯 SEA诱导组 (均 P < 0 . 05) ,

但两组之间没有差别。第 20 d联合诱导组下降幅

度超过 PML2RA Rα多肽组。
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图 1　外周血 MNC特异性诱导 20天 CD4 + / CD8 +

T细胞比值动态变化比较 ( �x ±s , n = 3)

Fig 1　Comparsion of dynamic ratio of CD4 + / CD8 + T
cells in MNCperiphearal blood in 20 days after induced

by PML2RARαand SEA( �x ±s , n = 3)

2 . 3　诱导后 CD3 + CD8 + T细胞的动态变化

比较各实验组诱导后 CD3 + CD8 + T细胞增殖

情况 ,显示其随诱导时间而呈升高的趋势。SEA 联

合 PML2RARα多肽诱导组呈现出升高的趋势最为

显著 ( P < 0 . 05) ,第 10 天时已开始超过其他三组 ,

20天时增殖量高达 87 % ,见图 2。

图 2　外周血 MNC特异性诱导 20天 CD3 + CD8 +

T细胞动态的变化比较 ( �x ±s , n = 3)

Fig 1　Comparsion of dynamic change of CD3 + / CD8 + T
cells in MNC from peripheral blood in 20 days

after induced by PML2RARαand SEA( �x ±s , n = 3)

3　讨论

虽然诱导分化治疗和化疗在急性早幼粒细胞白血

病(APL)治疗中已经取得较好的治疗效果 ,但微小的

残留病变所导致疾病复发依然是一个棘手的问题[526 ]。

杀伤性试验证实 ,经 PML2RARα多肽特异性

诱导二十天的外周血 T细胞对 A PL 细胞株 NB4表

现出了特异性的杀伤作用 ,与已有研究结果相符[ 4 ]。

单独 SEA刺激也能增强 T细胞对两种白血病细胞

株的杀伤效应 ,但杀伤效应没有特异性。将 SEA 联

合 PML2RARα多肽共同诱导 ,结果 ,两者的联合应

用可以诱导出对 NB4 特异性杀伤作用更高的 T细

胞 ,这可能是 PML2RA Rα多肽诱导出特异性的 T

细胞克隆大量增殖 ,SEA与优势增殖的特异性 T细

胞克隆的 TCRVβ片段非特异性结合 ,进一步刺激

细胞活化 ,并产生多种细胞因子 ,放大所诱导的具有

特异性杀伤作用的 T细胞克隆。

CD4 + Th 和 CD8 + Tc 在免疫应答中发挥各自

不同的作用 , T淋巴细胞亚群的数量和相对比值的

变化 ,成了一种十分便捷的评估机体免疫状态的重

要指标[ 7 ]。为进一步探讨所诱导 T 细胞的杀伤机

制 ,我们利用流式细胞术动态测定诱导后 T细胞表

型变化。本研究中 ,外周血 T 细胞经 PML2RARα

多肽特异性诱导后 ,CD4 + Th 和 CD8 + Tc比值明显

下降 , CD8 + T 细胞逐渐占据了主导地位 ,提示

PML2RARα融合多肽诱导的 T 细胞以 CD8 + 细胞

为主。使用单纯 SEA 超抗原对 T 细胞诱导后 ,

CD4 + / CD8 + T 细胞动态比值变化不大 ,证实了

SEA对 CD4 +及 CD8 + T细胞具有同等刺激活化的

作用[ 8 ]。SEA联合 PML2RARα多肽共同诱导 T细

胞 ,检测发现 CD4 + / CD8 + T 细胞比值降低更为明

显 ,降低程度明显大于单纯 PML2RA Rα多肽诱导

组 ,联合诱导后 CD8 + T 细胞占据绝对优势。这些

结果从 T细胞表面结构上充分提示 ,SEA可以增强

PML2RARα多肽对 CD8 + T 细胞特异性克隆的诱

导作用。从诱导后 T细胞受体 TCR Vβ亚家族基

因克隆优势表达的结果也证实这点 (另文报道) 。

综上 ,本研究首次揭示 ,超抗原 SEA 可以明显

增强 PML2RA Rα多肽诱导特异性 CD8 + 细胞毒 T

细胞的杀伤作用 ,初步展示 SEA 联合 PML2RARα

多肽在 A PL 免疫治疗中的可行性。
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