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摘  要 : 金黄色葡萄球菌肠毒素 C2 (Staphylococcal enterotoxin C2，SEC2) 作为一种超级抗原蛋白，极微量即

可有效激活机体免疫系统，这一特性可应用于对肿瘤和感染性疾病的辅助治疗。为了增强 SEC2 的超抗原活性，

应用 over-lap PCR 方法将 SEC2 中的 102~106 位 GKVTG 氨基酸残基分别突变为 WWH、WWT 和 WWP，获得

3 种突变体 ST-1、ST-2 和 ST-3。三种突变体刺激小鼠淋巴细胞增殖活性和肿瘤细胞生长抑制活性与野生型 SEC2

相比均有显著提高。ST-1 和 ST-3 的致热活性与野生型 SEC2 相当，而 ST-2 的致热活性明显高于野生型 SEC2。

此外，三种突变体体外刺激淋巴细胞分泌 IL-2、IFN-γ 和 TNF-α 的水平也显著提高，这可能是导致突变体具有

较高肿瘤细胞生长抑制活性的原因。进一步实验发现，三种突变体刺激下，小鼠脾淋巴细胞 mVβ8.2 基因的转

录水平较野生型 SEC2 显著增加，暗示突变体对 TCR mVβ8.2 分子亲和力的提高，可能是其超抗原活性增强的

主要原因。 

关键词 : 金黄色葡萄球菌肠毒素 C2，超抗原活性，T 细胞受体  (T cell receptor，TCR)，致热活性，细胞

因子  
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Enhanced SEC2 mutants and their superantigen activities 
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Abstract:  As a superantigen protein, Staphylococcal enterotoxin C2 (SEC2) activates the immune system effectively 
even in extremely low concentrations, and this property could be applied in adjuvant therapy against tumors and infectious 
diseases. In order to enhance the superantigen activity of SEC2, the residues at position 102−106 of native SEC2 were 
substituted for WWH, WWT and WWP by over-lap PCR, and three mutants named ST-1, ST-2 and ST-3 were obtained. 
Stimulating activity to murine lymphocytes proliferation and inhibiting activity to tumor cell growth of the three mutants 
were significantly improved compared with the native SEC2. Febrile activities of ST-1 and ST-3 were comparable with the 
native SEC2, but ST-2 showed markedly increased febrile activity than native SEC2. Moreover, the levels of IL-2, IFN-γ 
and TNF-α secreted by T cells stimulated with the three mutants were significantly improved, which might be the possible 
reason for enhanced tumor cell growth inhibition activities. Furthermore, mVβ8.2 gene transcription levels of murine 
splenocytes stimulated by the three mutants were dramatically increased compared with native SEC2, suggesting their 
increased affinities to TCR mVβ8.2 molecular, which might be the main reason for their enhanced superantigen activities. 

Keywords:  Staphylococcal enterotoxins C2, superantigen activity, T cell receptor (TCR), pyrogenic activity, cytokine 

金黄色葡萄球菌肠毒素  (Staphylococcal 

enterotoxins，SEs) 是一类典型的细菌超抗原，

其一端结合到主要组织相容性复合体Ⅱ类分子 

(MHC ) Ⅱ 抗原结合槽的外侧，另一端与 TCR (T 

cell receptor，TCR) 的 Vβ 链连接，在抗原呈递

细胞  (Antigen presenting cell，APC) 外形成

MHCⅡ类分子-Sag-TCR Vβ 复合物，极低剂量即

可活化 T 细胞[1-4]，并释放大量炎症性因子[5]，因

而在肿瘤和感染性疾病治疗方面具有潜在应用

价值[6-7]。 

按照血清型的不同，肠毒素可分为几十类。

其中 C 型肠毒素 (SEC) 又可以进一步分为 C1、

C2 和 C3 三种亚型，三种亚型之间的氨基酸序列

高 度 保 守 [8] 。 金 黄 色 葡 萄 球 菌 肠 毒 素 C2 

(Staphylococcal enterotoxin C2，SEC2) 因为毒性

较低已经被应用于肿瘤的临床治疗，并取得一定

的治疗效果。但在临床应用中，也暴露出活性较

差、单独用药治疗效果欠佳等缺点。如能在保持

低毒的前提下提高其活性将更具有临床治疗意

义。而以基因工程技术对 SEC2 蛋白分子进行氨

基酸理性定点改造，则是实现该目的的重要手段。 

多数种类的肠毒素分子中都存在着一个由 2

个 Cys 形成的含有十几个氨基酸残基的二硫环

结构。在 SEC2 分子中，二硫环结构对于 SEC2

的活性和稳定性都至关重要[9]。晶体学研究显示，

在 C 类肠毒素中，二硫环内部的氨基酸残基可能

介导了与 TCR Vβ 侧链的结合[10]。Peter 等发现

在 SEC1 中，当 102~106 位氨基酸被 WWT、WWP

和 WWH 取代后，突变体与 TCR 结合能力提高

150 倍，并伴随着 T 细胞激活能力的显著增强[11]。
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而 SEC1 与 SEC2 的序列高度保守，以上位点对

SEC2 具有怎样的影响，该突变策略是否也适用

于 SEC2，活性改变的细胞学机制是什么，这是

我们在本研究中所要解决的问题。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  实验材料 

大肠杆菌 Escherichia coli BL(DE3) 由本实

验室保存；质粒 pET-28a 表达载体为 Novagen 公

司产品；重组质粒 pET-28a-sec2 由本实验室研究

人员构建；野生型 SEC2 蛋白纯品由本实验室表

达纯化[12]；小鼠肝癌细胞 Hepa1-6 购自中国科学

院上海细胞库；6~8 周 SPF 级 BABL/c 雌性小

鼠和新西兰大白兔购自辽宁长生生物技术有限

公司。 

1.1.2  试剂和工具酶 

T4 DNA 连接酶、蛋白分子量 Marker、

Pyrobest DNA 聚合酶、核酸限制性内切酶

EcoRⅠ和 XhoⅠ及 DL2000 DNA 分子量 Marker、

RNAiso plus、PrimeScript 反转录试剂盒和 SYBR 

Premix Ex TaqTM Ⅱ等均购自 TaKaRa 大连公司；

Ni-NTA 亲和层析柱为 Novagen 公司产品；卡那

霉素、异丙基硫代-β-D 半乳糖苷 (IPTG)、二甲

基亚砜 (DMSO)、四甲基偶氮唑盐 (MTT) 均为

Sigma 公司产品；RPMI-1640 细胞培养基、胎牛

血清  (FBS) 购自 Hyclone 公司；胰蛋白酶为

Gibico 公司产品；酵母提取物和胰蛋白胨购自

OXOID 公司、琼脂糖胶回收试剂盒、质粒 DNA

提取试剂盒购于北京博大泰克生物技术有限公

司；细胞因子检测试剂盒均购自北京达科为生物

技术有限公司；引物由上海生工生物工程技术服

务公司合成；DNA 测序由北京华大技术服务公

司完成；其他化学试剂均购自国药集团的分析纯

试剂。 

1.2  方法 
1.2.1  突变基因及其表达载体的构建 

将含重组质粒 pET-28-sec2 的工程菌接种于

含终浓度为 60 µg/mL 卡那霉素的 LB 液体培养

基，37 ℃培养过夜，取适量菌液提取含有 sec2 

DNA 片 段 的 重 组 质 粒 pET-28-sec2 。 以

pET-28-sec2 质粒为模板，应用 over-lap PCR 技术

构建突变基因 st-1、st-2 和 st-3，over-lap PCR 引

物见表 1。突变体基因两端 PCR 扩增程序 1：95 ℃

变性 5 min；95  30 s℃ ，55  30 s℃ ，72  1 min℃ ，

30 个循环；72 ℃延伸 10 min，两片段产物混合，

4 ℃保存。突变体基因全长 PCR扩增程序 2：95 ℃

变性 5 min；95  40 s℃ ，50  40 s℃ ，72  2 min℃ ，

30 个循环；72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。将上

述得到的突变基因片段经切胶纯化后用 EcoRⅠ

和 XhoⅠ内切酶进行双酶切，与经同样酶切处理

的表达载体 pET-28a 进行过夜连接，连接产物转

化大肠杆菌 BL21(DE3) 感受态细胞，用含

60 µg/mL 卡那霉素的 LB 固体培养基筛选阳性克

隆，并将阳性克隆进行测序。 

1.2.2  突变蛋白的表达与纯化 

接 种 测 序 正 确 的 阳 性 克 隆 菌 E. coli 

BL21(DE3) 于 LB 液体培养基中 (含 60 µg/mL

卡那霉素)，37 ℃振荡培养至菌液的 OD600 达到

0.5。加入终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG 诱导物于

30 ℃继续培养 4 h。诱导表达结束后 5 000 r/min

离心 10 min 收集菌体，菌体用平衡缓冲液 

(10 mmol/L 咪唑，500 mmol/L NaCl，50 mmol/L 
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表 1  构建 SEC2 突变蛋白 over-lap PCR 引物 
Table 1  Primers for constructing SEC2 mutant protein by over-lap PCR 

Amino acid substitutiona Primers b (5′−3′) 

SEC2-F CGGAATTCGAGAGTCAACCAGA 

SEC2-R TCGCTCGAGTTATCCATTCTTTGTTG 

ST-1R GKVTG(102-106)→WWH CAAGTTTTACCATGCCACCATACATTATCTTTGGATG 

ST-1F  CATCCAAAGATAATGTATGGTGGCATGGTAAAACTTGTATGTATGGAG

ST-2R GKVTG(102-106)→WWT CAAGTTTTACCTGTCCACCATACATTATCTTTGGATG  

ST-2F  CATCCAAAGATAATGTATGGTGGACAGGTAAAACTTGTATGTATGGAG

ST-3R GKVTG(102-106)→WWP CAAGTTTTACCTGGCCACCATACATTATCTTTGGATG  

ST-3F  CATCCAAAGATAATGTATGGTGGCCAGGTAAAACTTGTATGTATGGAG
a Specific amino acid substitution. 
b The primers were designed for special amino acid substitution. The sequences of mutant nucleotides are indicated in 
boldface. 
 
NaH2PO4，pH 8.0) 重悬后进行超声波破碎。破

碎产物于 12 000 r/min 离心 20 min，收集上清, 并

上样到 Ni 离子亲和层析柱 (平衡缓冲液预处

理)，以 50 mmol/L 咪唑的平衡缓冲液清洗杂蛋

白，50~250 mmol/L 咪唑的平衡缓冲液梯度洗脱

目的蛋白，收集目的蛋白峰组分，洗脱液于透析

液 (PBS：137 mmol/L NaCl，2.7 mmol/L KCl，

4.3 mmol/L Na2HPO4 ， 1.4 mmol/L KH2PO4 ，

pH 7.4) 中充分透析除盐，获得纯化蛋白，以

15％ SDS-PAGE 分析其纯度。纯化的突变蛋白

按照 Super-Bradford 蛋白定量试剂盒测定方法测

定蛋白浓度。过滤除菌后保存于−70 ℃待用。 

1.2.3  突变蛋白体外刺激小鼠淋巴细胞增殖活

性测定 

无菌条件下取 6~8 周雌性 BABL/c 小鼠脾脏

剪碎研磨过 200 目细胞筛，红细胞裂解液裂解去

除红细胞，用无血清 RPMI 1640 清洗获得纯的小

鼠脾淋巴细胞。用含 10％胎牛血清的 RPMI 1640

培养基调整细胞浓度，以 1×106 cells/孔加入 96

孔细胞培养板中。再加入经梯度稀释后的 ST-1、

ST-2 和 ST-3 及野生型 SEC2 蛋白，使终浓度分

别为 10 ng/mL、100 ng/mL 和 1 000 ng/mL。每孔

终体积为 200 μL，血清浓度为 10％。每个浓度

设 3 个复孔，以 RPMI 1640 培养基作阴性对照。 

将上述培养板置于细胞培养箱以 37 ℃、5％ 

CO2 条件下培养 72 h。待培养时间结束后，向各

细胞培养孔中加入 30 μL 浓度为 5 mg/mL 的

MTT 溶液，继续培养 4 h。1 000 r/min 离心

10 min，弃上清，每孔加入 120 μL DMSO 并在

室温振荡 10 min 溶解结晶颗粒。通过酶标仪以

测定波长 570 nm 和参比波长 630 nm 测定各实验

孔的吸光值  (OD)。以增殖指数  (Proliferation 

index，PI) 表示刺激小鼠脾淋巴细胞增殖能力，

PI=实验组吸光值/阴性对照组吸光值。 

1.2.4  突变蛋白体外抗肿瘤活性测定 

将小鼠脾淋巴细胞以 5×105 cells/孔加到 96

孔 细 胞 培 养 板 中 ， Hepa1-6 肿 瘤 细 胞 以

2.5×105 cells/孔加入各孔，ST-1、ST-2 和 ST-3 突
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变蛋白和野生型 SEC2 均以终浓 10 ng/mL、

100 ng/mL 和 1 000 ng/mL 加入各孔至终体积为

200 μL。同时设淋巴细胞本底释放孔 (加与实验

孔等量的淋巴细胞和蛋白样品)，肿瘤细胞对照

孔 (仅加 Hepa1-6 肿瘤细胞) 及空白对照孔 (仅

加 RPMI 1640)。以牛血清白蛋白 (BSA) 为阴性

对照，每样设 3 个重复。细胞于 37 ℃、5％ CO2

的细胞培养箱中培养 72 h 后，向各实验孔加入

30 μL 浓度为 5 mg/mL 的 MTT 溶液并继续培养

4 h 后，1 000 r/min 离心 10 min，弃上清，每孔

加入 120 μL DMSO 并在室温振荡 10 min 溶解结

晶颗粒。通过酶标仪以测定波长 570 nm 和参比

波长 630 nm 测定各实验孔的吸光值 (OD)。各

蛋白的抑瘤水平用抑瘤率表示。 

抑瘤率 (Tumor growth inhibition％ )=100− 

[(实验孔−淋巴细胞本底释放孔) / (肿瘤细胞对照

孔−空白对照孔)]×100。 

1.2.5  突变蛋白体内致热活性的检测 

将新西兰大白兔固定于测温仪上，对其体温

进行 4 h 连续监测。监测期间筛选温度波动范围

在 38.6 ~39.5 ℃ ℃之间的实验动物用于致热活性

的检测。对试验动物分组，每组 3 只，按照

10 µg/kg 体重的剂量通过耳缘静脉注射实验动

物，无菌 PBS 作为阴性对照。用直肠温度测量仪

连续监测给药之后至 4 h 试验动物的温度变化，

最终体温变化差值以测定温度减去初始温度值

表示，变化差值超过 0.5 ℃被认为有发烧效应[13]。 

1.2.6  突变蛋白体外刺激小鼠 T 细胞 TCR 

mVβ8.2 基因的表达变化 

按上述方法培养细胞 48 h，1 000 r/min 离心

10 min 收集细胞，重悬于 1 mL RNAiso plus 中提

取总 RNA。以 0.5 µg RNA 为模板按 PrimeScript

反转录试剂盒说明书反转录为 cDNA。ABI7000

型荧光定量 PCR 仪 (Applied Biosystems) 检测

小鼠 TCR mVβ8.2 基因的表达水平，扩增引物：

β-actin forward (5′-TACCACTGGCATCGTGATG 
GACT-3′) 和 β-actin reverse (5′-TCCTTCTGCAT 

CCTGCGGCAAT-3′)[14]；mVβ8.2 forward (5′-CA 

TTATTCATATGGTGCTGGC-3′) 和 mVβ8.2 

reverse (5′-GCCAGAAGGTAGCAGAGACCC-3′) 
(Sempowski Lab 2006)，反应体系按照 SYBR 

Premix Ex TaqTM Ⅱ反应液配制说明配制。检测样

品做 3 个重复，且至少 3 次独立重复实验。扩增

程序为：95 ℃变性 5 min；95  15 s℃ ，60  45 s℃ ，

72  45 s℃ ，40 个循环；72 ℃延伸 5 min，数据

分析通过待测基因与内参基因 Ct 值的差值来

计算基因表达差异，即基因表达水平变化倍数

= 2－［(干预后待测基因－干预后参照基因)－(干预前待测基因－干预前参照基因)］。 

1.2.7  突变蛋白体外刺激小鼠 T 细胞分泌细胞

因子水平 

含 10％胎牛血清的 RPMI 1640 培养基调整

小鼠脾淋巴细胞，以 1×107 cells/mL 加入 24 孔细

胞培养板中，再分别加入 ST-1、ST-2 和 ST-3 及

野生型 SEC2 蛋白，使终浓度为 1 000 ng/mL，每

孔终体积为 1 mL。每种突变体设 3 个复孔，以

RPMI 1640 培养基作阴性对照。细胞于 37 ℃、

5％ CO2 细胞培养箱中培养 48 h，1 000 r/min 离

心 10 min，收集细胞培养上清，ELISA 方法测定

IL-2、TNF-α 和 IFN-γ 的表达量。ELISA 操作步

骤按照北京达科为生物技术有限公司小鼠细胞

因子检测试剂盒操作说明操作。 

1.2.8  统计分析 

结果采用平均值±标准误差表示，每个样品

至少 3 次重复实验，每个试验至少 3 次独立重复
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实验。采用 t 检验进行数据统计分析。 

2  结果 

2.1  SEC2 突变蛋白的构建及表达纯化 
通过 over-lap PCR扩增，获得分别编码ST-1、

ST-2 和 ST-3 的突变基因 st-1、st-2 和 st-3。经酶

切后与表达载体 pET-28 相连，构建成含有突变

基因的重组表达质粒 pET-28-st-1、pET-28-st-2、

pET-28-st-3。经转化大肠杆菌 BL21(DE3) 感受

态细胞，并对阳性克隆进行 DNA 测序验证，证

明表达载体构建成功。突变蛋白表达工程菌经

破碎、亲和层析纯化后获得突变蛋白纯品，经

15％的 SDS-PAGE 电泳检测纯度达到 95％以上 

(图 1)，可用于后续实验。 

2.2  SEC2突变蛋白刺激小鼠淋巴细胞的增殖

活性 
通过 MTT 法检测野生型 SEC2 以及 ST-1、

ST-2 和 ST-3 突变蛋白刺激小鼠脾淋巴细胞的增 

 

图 1  SDS-PAGE 电泳检测 SEC2 突变蛋白的表达及

纯化 
Fig. 1  Expression and purification of SEC2 mutants 
analyzed by SDS-PAGE. 1: ST-1; 2: ST-2; 3: ST-3; M: 
protein marker. 

殖活性。作为一种超抗原，微量 SEC2 即可有效

激活淋巴细胞群，导致淋巴细胞大量增殖，实验

结果表明，3 种突变蛋白和野生型 SEC2 都可剂

量依赖性地刺激小鼠淋巴细胞的增殖，且 ST-1、

ST-2 和 ST-3 的刺激活性与野生型 SEC2 相比有

显著升高(P＜0.05)，说明 SEC2 蛋白分子中第

102~106 位氨基酸的定向替换确实显著增强了其

淋巴细胞的激活能力。在低剂量下，ST-1 的活性

优于 ST-2 和 ST-3 (P＜0.05)；中高剂量下，3 种

突变蛋白之间的活性无显著差异 (P＞0.05)。 

2.3  SEC2 突变蛋白体外抑瘤活性 
超抗原激活 T 细胞后，可在体内或体外对肿

瘤细胞产生间接杀伤作用。本研究以小鼠脾淋巴

细胞作效应细胞，以小鼠肝癌细胞 Hepa1-6 作为

靶细胞，分析突变蛋白在体外激活 T 细胞产生肿

瘤细胞抑制作用的能力。结果表明，与阴性对照

相比，微量 (10 ng/mL) 的野生型 SEC2 及其突

变蛋白即可诱导淋巴细胞产生明显的肿瘤细胞 

 

图 2  SEC2 及其突变蛋白体外刺激 T 淋巴细胞增殖

活性 
Fig. 2  Assay of murine T-cell proliferation stimulated 
by wild-type SEC2 and its mutants. 
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图 3  SEC2 及其突变蛋白的抑瘤活性 
Fig. 3  Effects of SEC2 and mutant proteins on the 
inhibition of tumor cell growth. 

生长抑制作用。在低剂量下，ST-3 的抑瘤能力显

著高于野生型 SEC2，而 ST-1 和 ST-2 与野生型

SEC2 无显著差异 (P＞0.05)。在中高剂量下，3

种突变蛋白的活性均显著高于野生型 SEC2 

(P＜0.05)。其中，ST-2 蛋白具有相对最好的抑瘤

活性，其在中剂量下其抑瘤活性是野生型 SEC2

的 1.90 倍。上述实验结果说明 ST-1、ST-2 和 ST-3

突变蛋白不仅具有增强了的淋巴细胞刺激活性，

还诱导了增强的肿瘤细胞生长抑制活性。 

2.4  SEC2 突变蛋白体内致热活性检测 
SEC2 作为一种细菌外毒素，大剂量时会引

发休克毒性，诱使体温升高是其毒性表现之一。

为了分析 SEC2 增强型突变体其提高的免疫激活

能力，是否伴随着毒性的增加，本研究以新西兰

大白兔致热模型对突变体的毒性进行分析。实验

结果显示，PBS 阴性对照组试验动物体温在整个

监测时间段内均无明显变化 (P＞0.05)。与此相

比，给药组动物体温均随监测时间延长，呈现显

著上升的趋势 (P＜0.05)，并都出现致热效应。

其中，ST-2 突变蛋白引起的致热活性与野生型

SEC2相比有显著提高 (P＜0.01)，而 ST-1和 ST-3

突变蛋白的致热活性与野生型相比无显著性差

异 (P＞0.05)。 

上述结果表明，尽管 3 个突变体的淋巴细胞

刺激活性都显著高于野生型 SEC2，且三者之间

无显著差异，但其致热毒性的变化却并不与之一

致。ST-2 突变蛋白的毒性显著高于野生型和其他

突变蛋白，暗示 SEC2 的超抗原活性和毒性并不

完全关联。 

2.5  突变蛋白体外刺激小鼠淋巴细胞分泌细

胞因子水平检测 
为了在细胞因子水平上解释突变蛋白超抗

原活性增强的机制，本研究以 ELISA 方法分别

检测了突变蛋白体外刺激小鼠淋巴细胞分泌

IL-2、IFN-γ 和 TNF-α 的水平。结果发现，突变

蛋白刺激小鼠脾淋巴细胞后，IL-2、IFN-γ 和

TNF-α 的分泌水平都显著高于野生型 SEC2 

(P＜0.05)，而 ST-1、ST-2 和 ST-3 之间没有显著

差异 (P＞0.05)。 

 
图 4  SEC2 及其突变蛋白体内致热活性 
Fig. 4  Pyrogenicity of wild type SEC2 and the mutants 
in vivo. 
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2.6  小鼠 TCR mVβ8.2 基因的表达变化 
C 型肠毒素可特异性地识别含有小鼠 TCR 

mVβ8.2 分子侧链的 T 细胞，并激活小鼠 mVβ8.2

基因的大量转录和翻译。为了分析 3 个突变蛋白

对小鼠 TCR mVβ8.2 分子侧链的识别能力，我们

以 qRT-PCR 技术对突变蛋白刺激小鼠淋巴细胞

后 TCR mVβ8.2 基因的转录水平进行了分析。结

果显示，小鼠淋巴细胞在经 ST-1、ST-2 和 ST-3

刺激后 mVβ8.2 基因的转录水平显著高于野生型

SEC2。其中，ST-1 的刺激效果最明显，是野生 

型 SEC2 的 1.57 倍。 

 

图 5  小鼠 TCR mVβ8.2 基因的表达分析 
Fig. 5  Analysis of murine TCR mVβ8.2 gene 
expression . 

 

 

图 6  SEC2 和突变蛋白刺激小鼠 T 细胞分泌细胞因子的检测 
Fig. 6  Test of cytokines secreted by murine T cells stimulated with SEC2 and mutant proteins. (A) IL-2. (B) IFN-γ. 
(C) TNF-α. 

 

3  讨论 

金黄色葡萄球菌肠毒素作为一种超级抗原，

极微量即可刺激大量 T 细胞增殖并使之产生细

胞因子和细胞毒作用，提高机体免疫力，从而能

够对肿瘤细胞产生极强的杀伤作用，故是一种很

有应用前景的肿瘤免疫治疗药物[15-16]。 

目前，国内已经将 SEC2 用于肿瘤的临床治

疗，并证明具有一定疗效。在治疗过程中发现，

尽管 SEC2 的毒性低，但因其超抗原活性弱于

传统的 SEA 和 SEB，抗肿瘤效果有待进一步提

高 [17]。因此，我们希望通过基因工程手段来对

SEC2 蛋白分子进行改构，在保持 SEC2 低毒性

的前提下，获得超抗原活性高的 SEC2 突变蛋白

作为抗肿瘤候选药。根据肠毒素发挥抗肿瘤作用

的机制，我们可以通过提高 SEC2 与 MCHⅡ分子

或 TCR 的识别和亲和能力来增加超抗原活性[11]。

但是，提高对 MCHⅡ分子的亲和性将会增加对

MCHⅡ阳性的非肿瘤细胞的杀伤。因此，对 SEC2

分子中参与 TCR 识别和结合的功能区域进行改

造以增强超抗原活性是可行的方法。 

王小刚等将 SEC2 中参与形成二硫环结构的
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Cys93 和 Cys110 突变为 Ala 或 Ser，结果显示突

变蛋白的超抗原活性有明显下降，同时对胰蛋白

酶的敏感性增强，说明二硫环结构对于 SEC2 保

持其超抗原活性和稳定性起着重要作用 [9]。

Andersen 等利用噬菌体展示技术对一系列的

SEC3 突变蛋白进行筛选，其二硫环内 102~106

位氨基酸分别被 WWP、WWT 和 WWH 取代，

获得 3 种突变蛋白。3 种突变蛋白对 TCR mVβ8.2

的亲和性提高了约 150 倍，且伴随着 T 细胞的刺

激能力明显增强[11]，证明其 TCR 结合能力强度

与 T 细胞刺激能力成正比关系。而 SEC2 和 SEC3

的氨基酸序列高度同源，且二硫环结构内氨基酸

序列完全相同[18]。因此，我们假设对 SEC2 的

102~106 位氨基进行同样替换也可以提高 TCR

的结合能力，进而提升 SEC2 的超抗原活性。 

研究结果显示突变体 ST-1、ST-2 和 ST-3 的

小鼠脾淋巴细胞刺激增殖活性较野生型 SEC2 显

著增强，暗示SEC2与 SEC3可能具有相同的TCR

结合位点，对 SEC2 的 102~106 位氨基酸进行相

同的替换也可提高 SEC2 的超抗原活性。3 种突

变蛋白刺激小鼠 TCR mVβ8.2 基因的转录水平显

著提高，进一步证明改造后的氨基酸位点能显著

提高突变蛋白对 TCR 的亲和能力，验证了我们

前面的假设。 

与超抗原活性的显著提升相对应，3 种突变

蛋白体外抑制肿瘤生长活性也显著提高。同时，

3 种突变蛋白体外刺激小鼠淋巴细胞分泌 IL-2、

IFN-γ和 TNF-α细胞因子的能力要显著高于野生

型，这也部分解释了突变蛋白在体外诱导了更强

的肿瘤细胞生长抑制活性的原因 [19-21]。ST-1、

ST-2 和 ST-3 突变蛋白刺激更多的含有 mVβ8.2

侧链的 T 细胞活化，并诱导产生更高水平的炎症

性细胞因子的释放，增强了超抗原的细胞因子效

应，进而提高了肿瘤细胞生长抑制能力。 

此外，我们利用动物致热模型检测了突变蛋

白的休克毒性。研究发现，尽管三者的超抗原活

性都显著高于野生型 SEC2，但只有 ST-2 突变蛋

白引起的致热活性要显著高于野生型 SEC2；而

ST-1 和 ST-3 突变蛋白的致热活性与野生型无显

著性差异。该结果再一次说明了由金黄色葡萄

球菌肠毒素诱导的超抗原活性和休克毒性之间

并不完全关联，两者在一定程度上是可以分开

的[22]。关于 ST-2 突变蛋白增强的致热毒性，我

们推测，一方面，ST-2 可能诱发了某些内源性致

热细胞因子的增强表达，进而直接或间接刺激

神经致热中枢产生致热效应，致使动物体温升

高[23]；另一方面，ST-2 蛋白的 WWT 氨基酸的替

换可能引起 SEC2 分子构象的强烈改变，使

MCHⅡ结合位点暴露，增强了抗原提呈作用，致

使试验动物体内免疫排斥增强，最终表现出致热

活性升高的体征。 

本研究通过基因工程手段构建了 3 种 SEC2

突变体 ST-1、ST-2 和 ST-3，3 种突变体显示出增

强的超抗原活性，其体外刺激小鼠脾淋巴细胞增

殖能力和促进小鼠 TCR mVβ8.2 基因转录的水平

显著高于野生型 SEC2，说明二硫环内部氨基酸

残基对 SEC2 的超抗原活性具有重要作用，也暗

示改造后的突变蛋白对小鼠 TCR 亲和力的提高。

另外，SEC2 突变蛋白的超抗原活性与致热毒性

的强弱并不完全关联。以上研究结果为我们在实

际应用中开发和筛选低毒高效的肠毒素超抗原

抗肿瘤候选药物奠定了一定的理论基础。 
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命科学提供了一个全新的视角，具有较高的参考价值。本书从多个角度向读者全面介绍了再生生物学和

再生医学的进展。第 1 章概括介绍了再生生物学和再生医学这门学科。第 2 章介绍纤维化这一创伤或疾

病导致的组织损伤反应。第 3~12 章介绍再生生物学和相应的特定组织的再生医学。第 13 章详细介绍了

有关成体干细胞分化潜能的研究。第 14 章讨论了附肢再生的生物学特性，介绍了两栖类和哺乳动物的附

肢再生的研究。由于生物伦理学对于再生生物学研究的重要性，所以第 15 章综述了生物学和生物伦理学

所面临的问题，以及发展完善再生医学所面临的挑战。 


