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嵌合表皮生长因子疫苗 E5T-mSEA 的设计及抑瘤活性

检测 
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摘  要: 表皮生长因子受体(Epidermal growth factor receptor , EGFR)及其配体在多种肿瘤细胞中高表达，免疫注射表皮

生长因子(Epidermal growth factor，EGF)-载体蛋白所产生的抗体能够干扰 EGFR 与 EGF 的相互作用，进而抑制肿瘤生

长。本实验室设计了 EGF 和 TGFα 的嵌合配体 E5T，并将具有免疫增强作用的葡萄球菌肠毒素 A (Staphylococcal 

enterotoxin A，SEA) 与之融合。融合蛋白在大肠杆菌内表达后，通过金属螯合亲和层析，得到了纯度较高的 E5T-mSEA

融合蛋白。将 E5T-mSEA 免疫小鼠，能够产生高滴度的抗体，该抗体能够同时识别 EGF 和 TGFα。将抗 E5T-mSEA 免

疫血清与肿瘤细胞共培养，在 1:10 的稀释度下能显著抑制 EGFR 阳性肿瘤细胞的生长，而对 EGFR 阴性肿瘤细胞 293T

的生长没有明显影响。 
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Abstract:  Epidermal growth factor receptor (EGFR) and its ligands (EGF and TGFα) are over-expressed in a variety of tumors. 
Immunization EGF-carrier protein inhibits tumor growth through abrogating binding of EGF to EGFR. Here, a chimeric protein of 
EGF and TGFα (E5T) was genetically fused to Staphylococcal enterotoxin A (SEA), a bacterial superantigenic protein which 
promotes humoral B cell response through enhancement of Ag-specific CD4 T cells activity. The resulted fusion proteins were 
expressed in Escherichia coli and purified though metal chelating affinity chromatography. Immunization of E5T-mSEA fusion 
protein in mice induced production of high titers antibodies, which recognize both EGF and TGFα. Anti- E5T-mSEA serum at 
dilution of 1:10 significantly inhibited growth of A431 cell lines but had little effect on 293T cell lines. 
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EGFR 在非小细胞肺癌、乳腺癌、头颈癌等多

种肿瘤细胞中高表达，这种高水平表达与肿瘤进行

到晚期密切相关 [1]。肿瘤细胞以自分泌循环的方式

通过 EGFR 与其配体 (EGF、TGFα) 结合，在此过

程中发挥了关键的作用[2-4]。阻断这种相互作用，便

成为抗 EGFR 高表达肿瘤药物的重要研究方向。目

前，已经进入市场的 EGFR 靶向药物主要有两类：

一 类 是 EGFR 的 拮 抗 剂 ， 包 括 小 分 子 药 物 

(Gefitinib 、 Erlotinib 及 Lapatinib) 和 单 抗 药 物

(Cetuximab、Panitumumab 及 Trastuzumab)；另一类

是针对 EGF 的治疗性亚单位疫苗，如 CimaVax EGF。

由于现有小分子化合物药物大多有较强的毒副作

用，如导致肝毒性、皮肤出现丘脓疱性溃疡等 [5]，

因此，发展以 EGFR 为靶标的高效、低毒的抗癌药

物依然是抗癌药物的研究重点。EGF 抗肿瘤疫苗

CimaVax EGF 正是这样的抗癌药物，它仅会使患者

的注射部位出现轻微的红斑和瘙痒症状。该疫苗已

经于 2009 年 4 月在古巴进入市场，呈现很好的应用

前景，而 TGFα 疫苗目前也正处于临床前研究阶段。 

为了开发出能够同时针对 TGFα 和 EGF 的疫

苗，设计了一个由 TGFα、EGF 组成的 50 个氨基酸

的嵌合分子，该分子包含了与 EGFR 结合的重要结

构域。由于 E5T 与 EGFR 天然配体的同源性较高导

致其免疫原性较低，如果直接免疫其抗体效价很可

能不会太高。为了增强 E5T 的免疫原性，本研究没

有采用传统的载体蛋白，而是将具有免疫增强作用的

金黄色葡萄球菌肠毒素 A (Staphylococcus enterotoxin 

A，SEA) 与之融合。初步研究结果表明：SEA 能够

明显增强 E5T 的免疫原性，免疫小鼠能够同时产生

针对 TGFα 和 EGF 的抗体；将此蛋白抗血清与肿瘤

细胞共培养，能显著抑制 EGFR 阳性细胞 A431 的

生长。因此，E5T-mSEA 有可能被进一步发展成为

针对 EGFR 阳性肿瘤细胞的新型治疗性疫苗。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
人源肿瘤细胞表皮鳞癌 A431 细胞及胚肾细胞

293T 均 为 本 室 保 存 ； 细 胞 培 养 基 Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (DMEM) 购自 Gibco 公

司；胎牛血清  (FCS) 购自杭州四季青生物制品公

司；青霉素、链霉素等抗生素均购自 Gibco 公司；

牛血清白蛋白 (BSA)、胰酶等为 Sigma 公司生产；

C57BL/6 小鼠购自军事医学科学院动物中心。 

1.2  方法 
1.2.1  融合蛋白表达载体的构建 

利用 PCR 分别以 EGF 和 pET-TGFα3-mSEA 为模

板，扩增出 E5T，具体步骤为：先分别用 P1/P2 和

P3/P4 引物扩增，扩增条件为 94  10 s℃ ；94  ℃ 10 s，

55  20 s℃ ，72  30 s℃ ，30 个循环；最后 72  2 min℃ 。

然后将两扩增产物等量混合，94  10 s℃ 变性后，加

入 1 μL Pfu 酶，72℃保温 30 min。1.5％琼脂糖凝

胶电泳检测 PCR 产物，目的扩增片段预期大小为

147 bp。胶回收的 PCR 产物，用 NdeⅠ和 BamHⅠ

双酶切后，插入经相同酶切处理的质粒载体 pET- 

TGFα3-mSEA 中，构建重组质粒 pET-E5T-mSEA。

重 叠 PCR 所 用 的 引 物 为 ： P1:5′-CTCATATGA 

ATTCCGACTCTGAATG-3′；P2:5′-TGGCACACGCA 

CGCGTATTTTGTC-3′；P3:5′-CAAATACGCGTGCG 

TGTGCCATTCTG-3′；P4:5′-AACTCGAGGGCCAGG 

AGG TCCGCATG-3。下划线所示为添加的酶切位点

部分。 

1.2.2  融合蛋白的制备 

重组 SEA 蛋白的纯化步骤，基本参照胥全彬等的

方法 [6] ，并略有修改。将 pET-E5T-mSEA 转化

BL-21(DE3)，低温诱导制备融合蛋白的可溶表达上

清，过滤后 4℃保存。装好 Chelating Sepharose 柱，

按常规上 Ni2+、平衡层析柱，上样品，用平衡缓冲

液 (20 mmol/L Tris-HCl，0.5 mol/L NaCl) 平衡至基

线后，用洗脱液  (20 mmol/L Tris-HCl，0.5 mol/L 

NaCl，80 mmol/L 咪唑，pH 6.0) 洗脱，收集洗脱峰，

将含目标蛋白的洗脱组分进行浓缩、除盐，并对纯

度进行分析。 

SDS-PAGE 中蛋白相对含量的确定在天能 GIS

凝胶图象处理系统中完成。纯化蛋白浓度的测定按
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BCA Protein Assay Kit (Pierce) 说明进行。 

1.2.3  抗融合蛋白抗体的制备、效价测定及纯化 

将 5 周的 C57BL/6 小鼠随机分为 4 个组 (E5T- 

mSEA、rSEA、E5T 阳性对照和生理盐水阴性对照)，

每组 10 只。免疫前采血，然后分别以 10 μg 蛋白连

续免疫 4 次，每次间隔 10 d；免疫前均采集小鼠尾

血，检测血清效价。 

用碳酸盐缓冲液将抗原稀释至合适浓度，每孔

包被 100 μL，具体如下:1) 测定抗 E5T-mSEA 抗体：

用 500 ng/0.1 mL E5T-mSEA 包被，以 1:400 稀释抗

体；2) 测定抗 rSEA 抗体：用 500 ng/0.1 mL rSEA

包被，以 1:400 稀释抗体；3) 测定抗 E5T 抗体：用

500 ng/0.1 mL TGFα、EGF 包被，以 1:50 稀释抗

体；4) 测定抗融合蛋白抗体中 E5T 抗体：用 500 ng/ 

0.1 mL EGF、TGF 包被，以 1:50 稀释抗 E5T-mSEA

抗体；同时以相同倍数稀释抗 rSEA 抗体及阴性血清

对照。 

4℃过夜；PBST 洗 5 次，每次 2 min；用含 1％ 

BSA 的封闭液 37℃封闭 1 h；将阳性及阴性血清进

行倍比稀释 (具体倍数见后) ，每个稀释度每孔加入

100 μL，37℃孵育 1 h；PBST 洗 5 次，每次 2 min；

然后加入 1:5000 HRP标记的酶标二抗，37℃孵育 1 h；

PBST 洗 5 次，每次 2 min；加入新鲜配置的 OPD 显

色液 100 μL，显色 5 min 后，用 20 μL 2 mol/L 硫酸

终止反应，OD495 测光密度。各步相应设置一抗、二

抗及空白对照。抗体效价判定依据： 

P/N≥2.1 (N＞0.03) 

(P：阳性血清光密度；N：阴性血清光密度) 

1.2.4  免疫印迹试验 

将 A431 或 293T 细胞可溶裂解蛋白按常规

SDS-PAGE 电泳分离后，转移到硝酸纤维膜上；将

转移的硝酸纤维素膜用 10 mL 5％脱脂牛奶在脱色

摇床上室温封闭 1 h，然后用 PBST 洗 3 次，每次

15 min。加入 1:1000 稀释 EGFR 抗体 (Santa cruz) 

或 β-actin 抗体 (Santa cruz)，室温孵育 1 h。PBST

洗液漂洗 3 次后，再加入 1:5000 稀释的 HRP 标记二

抗，室温孵育 1 h。随后步骤按常规操作进行。 

1.2.5  抗融合蛋白抗体对肿瘤细胞体外培养的影响 

将 A431 细胞或 293T 细胞以 1×104 细胞/孔的密

度接种到 96 孔板，过夜培养后分别加入不同稀释度

的抗 E5T-mSEA 或抗 rSEA 免疫血清。37℃培养 24 h

后，相差显微镜下拍照，并按常规 MTT 法对活细胞

进行测定。 

2  结果 

2.1  融合蛋白的表达与制备 
本实验所设计的融合蛋白由 E5T 和 SEA 两部分

组成，为了避免融合对 SEA 构象的影响，两者之间

添加了 8 个氨基酸的柔性连接序列 (GGGS)2 为： 

MNSDSECPLSHDGYCLHDGVCMYIEALDKYA 
CVCHSGYVGARCEHADLLA-GGSGSGGG-SE 
KSEEINEKDLRKKSELQGTALGNLKQIYYYN 
EKAKTENKESHDQFLQHTILFKGFFTDHSWY 
NDLLVDFDSKDIVDKYKGKKVDLYGAYYGYQ 
CAGGTPNKTACMYGGVTLHDNNRLTEEKKVP 
INLWLDGKQNTVPLETVKTNKKNVTVQELDL 
QARRYLQEKYNLYNSDVFDGKVQRGLIVFHT 
STEPSVNYDLFGAQGQYSNTLLRIYRDNKTI 
NSENMHIDIYLYTSLEHHHHHH 

将重组质粒 pET-E5T-mSEA 转化 BL-21(DE3)

宿主菌，获得工程菌 BL-21(DE3，pET-E5T-mSEA)，

用 1.0 mmol/L 的 IPTG 进行低温诱导，可以使此融

合蛋白高效表达 (图 1A)。将低温诱导的可溶性蛋白

通过金属螯合亲和层析进行纯化，纯化后的产物经

SDS-PAGE 分离、考马斯亮蓝染色，结果发现纯化

的融合蛋白有 2 条带，主要条带与预期的分子量相

符，为 34 kDa，另外一条则约为 70 kDa (图 1B)。本

实验小组的前期研究发现纯化的 SEA 在 SDS-PAGE

电泳后，仍有部分蛋白以二聚体形式存在 (另文发

表)。因此 70 kDa 处的蛋白至少部分是因 SEA 二聚

化而形成的 E5T-mSEA 二聚体。 

2.2  抗融合蛋白血清的效价测定 
将 E5T-mSEA、rSEA 及 E5T 免疫小鼠，结果表

明所有 E5T-mSEA、rSEA 免疫组小鼠均产生了高滴

度抗体 (图 2)，用相应蛋白包被检测其效价，结果

均在 1:60 000 以上；用 TGFα 及 EGF 包被检测两组

血清样品，结果在 E5T-mSEA 血清样品中检测到了

针对 TGFα 和 EGF 的抗体，针对 TGFα 的抗体效价

为 1:16 000，针对 EGF 的抗体效价为 1:32 000。而

所有 E5T 免疫组小鼠的血清，ELISA 检测为阴性。
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E5T 与小鼠的 TGFα 和 EGF 均有较高的同源性，在

本实验条件下直接免疫小鼠所产生的抗体滴度很

低，而与 SEA 融合后，可显著提高抗体滴度，这表

明 SEA 具有较强的免疫佐剂效应。 

2.3  抗融合蛋白抗体能够对 EGFR 高表达肿瘤细

胞产生抑制作用 
为了分析融合蛋白抗血清能否抑制 EGFR 阳性

肿瘤细胞的生长，首先对试验细胞的 EGFR 的表达

情况进行了分析。结果表明，在 A431 细胞中 EGFR

是高表达的，而在 293T 细胞中则没有 EGFR 表达 

(图 3A)。 

    

图 1  E5T-SEA 融合蛋白的表达和纯化 
Fig. 1  Expression and purification of E5T-SEA fusion protein 
in E. coli. (A) BL21(DE3) with pET-E5T-mSEA was induced 
with 1 mmol/L IPTG(lane 1), BL21(DE3) with pET-E5T-mSEA 
without induction (lane 2), BL21(DE3) with pET-22b(+) (lane 
3), protein marker (lane 4). (B) Purified E5T-mSEA(lane 1), 
protein marker (lane 2). 

 

图 2  免疫小鼠血清效价的测定 
Fig. 2  Detection of antibodies titers of serum from immunized 
mice. 40 mice were randomized into four groups and 
immunized with E5T-mSEA, rSEA, E5T or adjuvant only. To 
detect the titers of antibody against E5T-mSEA in serum of 
E5T-mSEA immunized mice, the E5T-mSEA were coated and 
corresponding serum were applied sequentially. To detect other 
antibodies against other interest proteins, the proteins and serum 
were applied in the same way as E5T-mSEA (serum from 
applied protein/coated protein). 

 

 

 

 

图3  E5T-mSEA抗血清能显著抑制EGF/TGFα/EGFR依

赖性肿瘤细胞的生长 
Fig. 3  E5T-mSEA anti-serum can inhibit the growth of EGF/ 
TGFα/EGFR dependent tumor cell lines significantly. (A) The 
expression level of EGFR in different tumor cell lines. 
E5T-mSEA anti-serum can inhibit the growth of EGF/TGFα/ 
EGFR dependent tumor A431 significantly (B, D). But has no 
effect on EGFR negative cell 293T(C, D). In figure B and C, ET 
means dilution ratio of E5T-mSEA anti-serum. 
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向293T 和A431细胞中分别加入不同稀释度的

抗E5T-mSEA或抗rSEA (阴性对照) 免疫血清培养24 

h后，抗E5T-mSEA免疫血清几乎可以将A431肿瘤细

胞完全杀死，而对293T细胞的生长没有明显的影响，

死亡率小于5％ (图3B、C)。表明抗E5T-mSEA免疫

血清只对EGFR高表达的肿瘤细胞有抑制作用。 

3  讨论 

肿瘤患者机体免疫处于抑制状态[7]，肿瘤抗原

在机体内免疫原性下降，造成特异性细胞免疫激活

不足，外周免疫耐受的状况。因此，肿瘤疫苗设计

策略的总体思路是应用各种技术，增强免疫系统对

肿瘤抗原的识别能力，改善免疫微环境，引发有力

的特异性抗肿瘤细胞免疫，阻止肿瘤进展，最终消

除 肿 瘤 [8-9] 。 葡 萄 球 菌 肠 毒 素 A(Staphylococcal 

enterotoxin A，SEA) 是金黄葡萄球菌产生的肠毒素

之一，为 sea 基因编码的 257 个氨基酸组成的多肽，

是一种细菌超抗原，在极低剂量时即可直接与抗原

提呈细胞 (Antigen presenting cell，APC) MHC II 类

分子和 T 细胞抗原识别受体 (T cell receptor，TCR) 

特异地结合，诱导 T 淋巴母细胞有丝分裂并促进 T

细胞释放 IL-I、IL-2 和 TNF-7 等多种细胞因子，从

而发挥抗肿瘤作用[10-12]。研究报道将牛血清白蛋白

BSA 及 HIV 的 gp160 分别免疫小鼠，随后再用 SEA

注射小鼠，发现由于超抗原的激活作用使针对胸腺

依赖性抗原 BSA、gp160的抗体滴度分别增加了 3~4

倍[13]。这项研究提示利用超抗原 SEA 来打破对同源

蛋白的免疫耐受完全可能。目前，利用超抗原的免疫

激活效应来提高抗肿瘤抗原的免疫性已有成功应用。

比如，将 SEA 加上疏水的跨膜区域 (Transmembrane 

domain ， TM) 尾 巴 以 后 用 来 修 饰 肿 瘤 衍 生 的

exosome，定位于 exosome的表面，形成 Exo/SEA-TM，

可以诱导肿瘤特异的 cytotoxic T lymphocyte (CTL)，

对肿瘤的生长具有明显的抑制作用[14]。目前，还未

见以其为佐剂进行肿瘤疫苗的研究，本实验对此进

行了初步的尝试。 

本实验所构建的 E5T 是 EGF 和 TGFα的嵌合分

子，其空间构象与 TGFα、EGF 的构象非常相似，

尤其是 EGF (图 4)，推测其免疫原性可能会比较低，

本实验结果也证实了这一点，即直接以 E5T 免疫小

鼠并不能产生高效价抗体 (图 2)。本研究以 SEA 作

为 E5T 的载体蛋白，则能有效激活肿瘤携带体的免

疫系统，打破 E5T 的同源耐受。实验结果表明，融

合蛋白 E5T-mSEA 免疫小鼠后可以产生高滴度的抗

体，在 E5T-mSEA 中均检测到了针对 TGFα 和 EGF

的抗体，针对 TGFα 效价为 1:16 000，针对 EGF 的

抗体为 1:32 000 (图 2)。这提示将 SEA 作为载体蛋

白能够有效激发机体产生针对 E5T 的抗体。 

由于将佐剂与抗原分别注射进行免疫给实际应

用带来一定不便，将超抗原与靶抗原融合则使其临床

的可能性大为增加。由于 SEA 只能以完整分子的形

式被 MHC 分子递呈给 T 细胞，才能启动增强免疫系

统识别能力的反应；另一方面，维持 E5T 的构象也

有利于 E5T 表位 (线性表位和空间表位) 的完整性。

因此，在将靶抗原与 SEA 进行融合时，为了保证两

者空间构象的完整性，在两者之间添加了一个通用的

8 氨基酸连接肽 (GGGS)2，该肽已经被证实能够很好

地保持融合蛋白己酮糖磷酸合成酶  (Hexulose 

phosphate synthase，HPS) (23 kDa) -GFP(27 kDa) 各

自的构象[15]。 

 

图 4  E5T 表位嵌合分子保持了与 EGF 和 TGFα 相似的

空间构象 
Fig. 4  The E5T shows similar conformation with that of EGF 
and TGFα. 

 
本研究对以 SEA 为载体的 EGFR 配体疫苗进行

了探索，初步结果令人振奋。但有很多问题需要回

答，如 SEA 是否能激活 E5T 特异性 CD4+T 细胞以

及是否优于现有的其他载体蛋白；尽管抗 E5T 包含

了与 EGFR 结合的重要结构域，抗 E5T-SEA 血清能

识别 EGF 和 TGFα，也能够显著抑制 EGFR 阳性肿

瘤细胞的生长，但由于 A431 细胞的生长是依赖于
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EGF、TGFα 之一还是同时依赖于两者目前并不清

楚。因而， E5T 嵌合蛋白抗体对 EGF/EGFR、

TGFα/EGFR 相互作用的阻断效率也不清楚。上述问

题，有待后续研究中进一步展开。 
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