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【摘要】 基于生物药物和细胞免疫疗法的恶性肿瘤治疗应用备受关注。免疫疗法是抗肿瘤的重要方法,其目标是激活

机体的自身免疫系统,特异性识别和杀伤肿瘤细胞。金黄色葡萄球菌是人类常见的病原体,有“嗜肉菌”之称,为革兰阳

性菌的代表,可以引起严重的化脓性感染,在感染过程中会导致细胞坏死和凋亡。利用金黄色葡萄球菌促细胞凋亡的功

能,可作为癌症治疗的潜在工具。对金黄色葡萄球菌分泌的毒素进行研究,发现金黄色葡萄球菌释放的多种毒素和酶是

免疫系统的有效激活剂。在毒素激活的免疫细胞的帮助下,机体对多种癌细胞表现出了良好的抗肿瘤活性。本文综述

了金黄色葡萄球菌分泌的毒素因子,讨论了其抗肿瘤活性和发挥抗肿瘤的机制。
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【Abstract】 The
 

application
 

of
 

biological
 

drugs
 

and
 

cellular
 

immunotherapy
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

malignant
 

tumors
 

has
 

attracted
 

much
 

attention.Immunotherapy
 

is
 

an
 

important
 

anti-tumor
 

method,and
 

its
 

goal
 

is
 

to
 

activate
 

the
 

bodys
 

own
 

im-
mune

 

system
 

and
 

to
 

specificallyrecognize
 

and
 

kill
 

tumor
 

cells.Staphylococcus
 

aureus
 

(S.
 

aureus)
 

which
 

is
 

the
 

nickname
 

"
carniophilia",has

 

been
 

a
 

common
 

pathogen
 

in
 

humans.
 

It
 

is
 

a
 

representative
 

of
 

gram-positive
 

bacteria,which
 

can
 

cause
 

many
 

serious
 

suppurative
 

infections,and
 

necrosis
 

or
 

apoptosis
 

of
 

cells
 

during
 

infection.
 

S.
 

aureus
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

poten-
tial

 

tool
 

for
 

cancer
 

therapy
 

by
 

exploiting
 

its
 

pro-apoptotic
 

function.Studies
 

on
 

the
 

toxins
 

secreted
 

by
 

S.
 

aureus
 

have
 

found
 

that
 

a
 

variety
 

of
 

toxins
 

and
 

enzymes
 

released
 

by
 

S.
 

aureus
 

are
 

effective
 

activators
 

of
 

the
 

immune
 

system.With
 

the
 

help
 

of
 

toxin-activated
 

immune
 

cells,the
 

body
 

exhibits
 

good
 

anti-tumor
 

activity
 

against
 

a
 

variety
 

of
 

cancer
 

cells.
 

In
 

this
 

paper,the
 

toxic
 

factors
 

secreted
 

by
 

S.
 

aureus
 

were
 

reviewed,and
 

the
 

anti-tumor
 

activities
 

and
 

mechanisms
 

of
 

its
 

anti-tumor
 

activi-
ties

 

were
 

discussed.
【Key

 

words】 Staphylococcus
 

aureus;toxin;superantigen;immune
 

system;anti-tumor;review

***金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
 

aureus,S.
 

aureus)致病

的主要因素是能够产生多种操纵宿主先天性和适应性免疫反

应的毒力因子,主要有外毒素、激活宿主酶原的辅助因子和降

解组织成分的酶等[1]。金黄色葡萄球菌分泌的每种外毒素都

有其独特的性质;根据功能可分为细胞毒素、超抗原和细胞毒

性酶。细胞毒素主要是通过靶向特定的细胞表面受体导致细

胞因子的产生、溶血和白细胞死亡。超抗原是具有高有丝分裂

特性的蛋白质,能触发T细胞和B细胞的活化与增殖,释放大

量的细胞因子。细胞毒性酶主要包括β-溶血素和去角质毒素

(exfoliative
 

toxin,ET),对哺乳动物细胞造成毒性,导致细胞死

亡、炎症和组织屏障破坏。激活宿主酶原活化的辅助因子主要

包含凝固酶(coagulase,Coa)、血管性血友病因子结合蛋白(von
 

Willebrand
 

factor
 

binding
 

protein,vWbp)和葡萄球激酶(staph-

ylokinase,Sak)。Coa和vWbp结合并激活凝血系统中的宿主

酶原,以介导凝块的形成和溶解[1]。Sak是由葡萄球菌的溶原

菌株产生,一种辅助因子,可以劫持宿主纤溶酶以激活纤溶酶

原分解纤维蛋白凝块,促进细菌传播[1]。降解宿主组织成分的

酶主要 有 核 酸 酶(nucleases,Nuc)、金 属 蛋 白 酶(aureolysin,

Aur)、半胱氨酸蛋白酶(staphopain)、丝氨酸蛋白酶(serine
 

pro-
teases,Ssp)、透明质酸酶(hyaluronidases)、脂肪酶(lipasese)、脂
肪酸修饰酶(fatty

 

acid
 

modifying
 

enzyme,FAME)等[1]。本文

主要介绍抗肿瘤作用细胞毒素和超抗原(图1)。
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图
 

1 S.aureus分泌毒素分类图

Fig.1 Classification
 

of
 

secreted
 

toxins
 

in
 

S.aureus

1 细胞毒素

细胞毒素也称破坏细胞膜的毒素。虽然金黄色葡萄球菌

能够产生多种细胞毒素,但是目前发现可以发挥抗肿瘤作用有

α-溶血素(α-hemolysin,α-HL)和杀白细胞素(panton-valentine
 

leukocidin,PVL)两类。然而,它们发挥抗肿瘤作用的机制不

同。

1.1 α-溶血素 α-HL即毛孔形成毒素,是一种自然分泌的毛

孔形成蛋白,具有水溶性,可以杀死哺乳动物细胞[2-3]。α-HL
是由基因hla编码为金黄色葡萄球菌核心基因组中单顺位操纵

子的一部分。α-HL是由 N端信号肽合成的一种293-氨基酸

蛋白。水溶性α-HL单体在靶细胞膜中形成庚氨β桶孔[1]。在

哺乳动物细胞膜中组成七聚体,蘑菇形的孔隙,由“茎”“帽”“边
缘”域组成;蘑菇的盖子和边缘一起形成蛋白质复合物的核心,

位于靶膜外,由单体的N端和C端形成;茎部分是裂解跨膜的

14股β桶[4]。α-HL对靶细胞膜脂质层的非特异性吸附导致离

子稳态失衡和裂解,以及与细胞表面受体 ADAM10(a
 

disinte-

grin
 

and
 

metalloprotease
 

10)结合,导致凋亡通路的激活[1,5-6]。

α-HL可诱导金属蛋白酶受体的活化触发细胞内级联反应的激

活,导致毒性增加[7]。

α-HL是一种34
 

ku的水溶性形成孔隙的溶血外毒素,可
对许多类型的哺乳动物细胞造成膜损伤并诱导细胞凋亡。鉴

于大多数形成孔的蛋白质在外部作用于细胞并且不需要内吞

作用,因此它们是肿瘤靶向治疗有吸引力的候选者。α-ΗL主

要是作为抗癌蛋白药物被靶向递送到肿瘤组织中,直接杀死癌

细胞。Swofford等[8]选用五种会导致哺乳动物细胞死亡的蛋

白质基因克隆到大肠埃希菌和沙门菌体内,应用于 MCF-7乳

腺癌细胞中测试,发现α-ΗL在18
 

min内即可诱导癌变,暴露6
 

h后可使细胞活力降低90%。与阳性对照组铜绿假单胞菌外

毒素A相比,快200倍。将α-HL蛋白用细菌递送,可以全功

能的形式分泌迅速杀死癌细胞。St
 

Jean等[6]在小鼠体内实验,

还发现α-HL可以在肿瘤组织中扩散,杀死癌细胞,减小肿瘤

组织的体积,引起肿瘤的消退与坏死。Alizadeh等[9]发现将α-

ΗL密码子优化后克隆到蓝光激活载体pDawn质粒中并转移

到大肠埃希菌(EcN 菌株)中,在蓝光的照射下,对结直肠癌

SW480细胞有较强的毒性作用。因此,可以利用细菌系统,通
过光控方式向肿瘤区域提供活性治疗。

1.2 杀白细胞素 杀白细胞素PVL是由金黄色葡萄球菌分

泌的一种溶血性毒素,由lukF-PV和lukS-PV亚单位组成,主
要靶向白细胞(luk)[1]。S亚基识别结合白细胞上的膜蛋白受

体,然后招募F亚基,进行二聚化,随后与3个额外的二聚体形

成八聚体,前孔的茎结构域在结构中心延伸,形成插入靶细胞

膜的β桶孔,导致细胞裂解[10-13]。PVL还有另一个亚溶解作

用,刺激细胞外Ca2+ 流入宿主细胞,K+ 外流,产生炎症小体

NLRP3(NOD-like
 

receptor
 

protein
 

3),并激活半胱天冬酶,导
致炎症细胞死亡[14-16]。低浓度PVL可以诱导中性粒细胞死

亡,而高浓度的PVL可以诱导细胞的坏死[17]。并不是所有的

金黄色葡萄球菌能够产生PVL,仅有2%-3%的金黄色葡萄球

菌分离株产生。PVL具有种属特异性,仅杀死人和兔白细胞。

它的物种特异性是由于其只针对人和兔 G蛋白偶联受体(G-

protein-coupled
 

receptor,GPCR),C5aR1和C5aR2[18-19]。Qiang
等[20]发现,LukS

 

PV能够降低癌症细胞的活力,表现出很强的

毒性,但是对正常的细胞影响却很小;Luks-PV可以抑制非小

细胞性肺癌(Non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,NSCLC)A549和H460
细胞增殖,而对正常的肺细胞影响不大,这可能是跟C5aR的表

达有关。Luks
 

PV能够诱导NSCLC(A549株和H460株)细胞

凋亡的途径是上调促凋亡蛋白Bax表达,下调抑凋亡蛋白Bcl-
2表达,通过线粒体途径促进凋亡;另是下调细胞周期蛋白D1
(cyclin

 

D1)和细胞周期蛋白依赖性激酶2(cyclin-dependent
 

ki-
nase

 

2,CDK2),上调P21,增加S期细胞的数量,减少G2/M细

胞数量,依赖于P38/ERK
 

MAPK信号通路,促进细胞凋亡和

细胞周期的阻滞。

2 葡萄球菌超级抗原

金黄色葡萄球菌超级抗原(S.
 

aureus
 

superantigen,SAgs)

作为非特异性免疫刺激剂,可以激活人体中总T细胞反应库中

2%-20%的T细胞克隆[21]。SAgs无需抗原提呈细胞(antigen
 

presenting
 

cells,APC)处理,一端直接与 T细胞受体 TCR的

Vβ链结合,另一端则与APC表面的 MHC
 

II类分子α螺旋外

侧结合,以完整蛋白的形式激活T细胞[21](图2)。SAgs已被

证明对不同肿瘤模型的抗体靶向免疫治疗都非常有效。主要

是通过 葡 萄 球 菌 肠 毒 素 依 赖 性 细 胞 介 导 的 细 胞 毒 性 作 用

(staphylococcal-enterotoxin-dependent
 

cell-mediated
 

cytotoxici-
ty,SDCC)和细胞因子直接或间接地抑制肿瘤生长。超抗原与

普通抗原的不同之处在于,微量超抗原即可激活大量的CD4+

T细胞和CD8+T细胞[21]。由超抗原激活的CD8+T细胞通过

TCR受体结合的超抗原MHC-
 

I分子结合MHC-1阳性肿瘤细

胞,具有更强的杀伤肿瘤细胞的作用。另一方面,超抗原激活

的细胞毒性T细胞,是一种辅助杀伤细胞,可以直接杀伤肿瘤

细胞。由超抗原激活的Th0细胞,可以分泌多种细胞因子,包
括干扰素-γ(interferon

 

γ,IFN-γ)、IL-2、IL-12、IL-6、肿瘤坏死因

子-α(tumor
 

necrosis
 

factor
 

α,TNF-α)等。这些细胞因子和SD-
CC

 

都可以导致肿瘤细胞的溶解。
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图
 

2 超抗原激活T细胞机制示意图

Fig.2 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

mechanism
 

by
 

which
superantigen

 

activates
 

T
 

cells

金黄色葡萄球菌超级抗原根据功能分为T细胞超级抗原

和B细胞超级抗原。T细胞超级抗原(SAgs)是金黄色葡萄球

菌产生的最大的外毒素家族,可以大致分为葡萄球菌肠毒素

(staphylococcal
 

enterotoxins,SEs)、葡 萄 球 菌 肠 毒 素 样(SE-
like,SE-l)超级抗原、中毒性休克综合征毒 素-1(toxic

 

shock
 

syndrome
 

toxin
 

1,TSST-1)3组[22]。金黄色葡萄球菌肠毒素

(SEs),包括SEA、SEB、SEC、SED、SEE、SEG、SEH、SEI、SER
和SET等。SEs在家族成员中表现出不同的细胞凋亡激活能

力[23]。

2.1 SEA 其抗肿瘤活性包括SEA直接刺激人单核细胞(pe-

ripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells,PBMC),激活ERK/STAT信

号通路,释放大量的IFN-γ,上调IL-17;其次构建含SEA的融

合蛋白,直接靶向肿瘤区域;SEA也可重组腺病毒载体,靶向肿

瘤区域。SEA的细胞毒性仅由T细胞介导,SEA不能直接激

活NK细胞,只能由T细胞间接激活[24]。SEA与肿瘤细胞单

克隆抗体Fab区域重组形成融合蛋白,可以特异性地抑制肿瘤

细胞的生长[25]。SEA在黑色素瘤肺转移肿瘤、结肠肿瘤中都

显示出了良好的治疗作用[26-27]。SEA被归为肿瘤靶向超抗原

(Tumor-targeted
 

superantigen,TTS)[28],它 单 独 作 用 或 是 与

IL-2、IFN-α、多西紫杉醇等药物联合应用都发挥了很好的治疗

作用[28-30]。SEA已经应用于肾癌晚期的临床试验中[31]。SEA
经过静脉注射,可以有效激活PBMC,通过激活ERK/STAT信

号通路,释放大量IFN-γ,上调IL-17,发挥抗肿瘤作用[32]。也

有研究将SEA基因克隆到pENTR12质粒中,转运到腺病毒体

内,构建表达SEA基因的腺病毒,来挥发抗肿瘤的作用[33]。李

进等[34]将组织因子(Tissue
 

factor,TF)的配体小鼠 VII因子

(mfv11)与SEA基因结合形成 mfv11-
 

SEA融合蛋白,来抑制

肿瘤区毛细血管的生长,从而发挥抗肿瘤的作用。

2.2 SEB Fooladi等[35]比较静脉内和瘤内注射检测SEB引

起的免疫反应,发现静脉内注射的SEB可以引起CD4+T细胞

和CD8+T细胞及细胞因子IFN-γ的显著增加,小鼠纤维肉瘤

(WEHI-164)组织坏死频率增高。Mahmoodzadeh等[36]将SEB
锚定在外泌体(exosomes,EXOS)上,通过蛋白转移法,合成一

种可以诱导细胞凋亡的新型模型,对胰腺癌细胞系细胞的生长

具有 抑 制 作 用。热 休 克 蛋 白 70(Heat
 

Shock
 

Proteins
 

70,

HSP70)的EXOS与SEB可以协同抑制纤维肉瘤的生长[37]。

SEB与间充质干细胞共培养,上调 U266细胞中IL-6和IL-10
的表达,下调IKKB(IkappaB激酶β)的表达,而转化生长因子-β
(Transforming

 

growth
 

factor
 

β,TGF-β)基本没有任何变化[38]。

当TGF-α的第三环(L3)与SEB结合形成的TGF-α
 

L3-SEB嵌

合蛋白,克隆到大肠埃希菌中,对高表达表皮生长因子受体

(epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor,EGFR)的结肠癌细胞及卵

巢癌细胞的生长都有明显的抑制作用,证实了TGF-α
 

L3-SEB
具有靶向表达

 

EGFR
 

癌细胞的潜力[39]。Xiao等[40]生成了一

种针对PD-L1和TIGIT(T细胞免疫球蛋白和ITIM 结构域)

的新型单链Fab异二聚体双特异性IgG抗体形式(BiAb-1),每
个靶抗原都有一个结合位点,BiAb-1以高表达产量产生,并显

示与PD-L1和TIGIT结合的高亲和力;SEB刺激的PBMC的

BiAb-1增强了细胞因子的产生;BiAb-1还在多种肿瘤模型中

显示出强大的抗肿瘤功效,并显示出优于PD-1/PD-L1阻断分

子的活性。

2.3 SEC SEC是C型葡萄球菌肠毒素,有3个亚型SEC1、

SEC2、SEC3。目前国内已将SEC2用于肿瘤的临床治疗中,在
治疗中发现SEC2毒性虽低,但同时超抗原活性比传统SEA和

SEB弱,治疗效果有待提高。解决方案是构建SEC突变体,试
图降低SEC的催吐副作用,进一步提高超抗原活性。选择半

胱氨 酸 93(Cys93)、半 胱 氨 酸 110(Cys110)和 组 氨 酸 118
(His118)作为替代位点,仍保留SEC的超抗原活性,可大量激

活毒性T细胞及抗肿瘤细胞因子的产生[41]。Yang等[42]将内

皮抑素(endostatin,ES)和SEC3基因转染到293T细胞,构成

慢病毒载体。ES是从血管内皮瘤细胞中分离出来具有抑制肿

瘤增长的物质,与SEC3构建的共表达载体可以影响细胞周期

进程和抑制 Hela增殖与迁徙。然而,构建的慢病毒载体在体

内的作用机理尚不清楚。将具有溶栓活性的Sak与SEC突变

体构建成具有双功能的嵌合蛋白,用于治疗血栓形成的癌

症[43]。新型截断嵌合蛋白保留了SEC3抗肿瘤和Sak溶栓活

性,同时具有低分子量和低免疫原性,有助于通过生物屏障减

少免疫反应,有望用来治愈Trousseau综合征。由此可见,SEC
抗肿瘤作用的潜力巨大,研究思路也是多种多样,为后续研究

提供指导意义。

2.4 金 黄 色 葡 萄 球 菌 肠 毒 素 家 族 其 他 成 员 将SEG/SEI
 

SAgs与人源性小鼠中的内源性 MHCII
 

HLA-DQ8等位基因

相结合,显示出惊人的肿瘤杀伤强度和黑色素瘤小鼠长期存

活,并且在小鼠体内没有表现出任何毒性[44] 。SEG/SEI
(HLA-DQ8)复合物表现出了强大的T效应细胞和IFN-γ生成

为特征的急性肿瘤杀伤反应,解决了免疫治疗中活化T细胞和

T效应细胞募集到肿瘤部位不足的问题。此外,此复合物释放

了一个广泛的肿瘤杀伤网络,其特点是趋化和动员CD8+ 效应

T细胞向肿瘤微环境募集,同时抑制 Tregs和骨髓细胞的增

长,最终导致肿瘤特异性记忆和长期肿瘤消退,并且没有表现

出中和抗体或TNF-α介导的毒性。SEG/SEI在人源化 HLA-
DQ8小鼠中无毒性的有效抗肿瘤作用预示着临床实验的成功

转化。综上,SEG/SEI(HLA-DQ8)复合物有望成为区别于传

统超级抗原的新型抗肿瘤武器。

2.5 SPA抗肿瘤作用 金黄色葡萄球菌蛋白 A(Staphyloco-
cal

 

Protein
 

A,SPA)是金黄色葡萄球菌产生的唯一已知的B细

胞超抗原。SPA是一种具有多种生物调节特性的独特蛋白质,

具有抗肿瘤、抗癌、抗毒以及免疫刺激增强的特性[45]。有研究

报道,SPA可以刺激腹腔巨噬细胞增多,吞噬反应增强,一氧化

氮(NO)释放增多,并导致NO重新诱导巨噬细胞中iNOS蛋白

表达,从而增加 NO的释放,诱导埃利希腹水癌细胞凋亡[46]。

分子机制研究表明,SPA激活机体免疫系统,释放凋亡细胞因
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子TNF-α,NO,同时调节促凋亡蛋白P53和Bax与抑制凋亡蛋

白Bcl-2之间的平衡,使正常细胞存活,肿瘤细胞凋亡。

历风元等[47]报道金黄色葡萄球菌DNA经腹腔注射到荷

瘤小鼠体内,可以提高IFN-γ、TNF-α的含量,虽对NK、巨噬细

胞活性无影响,但在小鼠体内表现出很强的抑瘤作用。这为研

制金黄色葡萄球菌DNA疫苗预防癌症的研究提供了依据。细

胞外囊泡(extracellular
 

vesicles,EV)是一种新型金黄色葡萄球

菌分泌系统,受各种应激反应的影响,并允许将具有生物活性

的孔形成毒素和其他毒力决定因素递送到宿主细胞[48]。最近

的一份报告指出,EV对肿瘤组织有选择性的倾向性,并通过产

生细胞因子CXCL10和IFN-γ诱导长期肿瘤免疫应答,可完全

根除已建立的肿瘤而没有明显的不良反应,显示出EBV强大

的抗肿瘤免疫潜力[49]。

3 结语

金黄色葡萄球菌肠毒素超家族SEs中多个成员都可以极

大程度地刺激机体的效应T细胞和单核细胞,激活机体的免疫

系统,直接或间接的杀死肿瘤细胞。金黄色葡萄球菌α-HL、

PVL等细胞毒素,可以直接诱导肿瘤细胞的凋亡。通过基因工

程技术将细胞毒素基因克隆到无毒的大肠埃希菌中,将其注入

肿瘤组织,起到直接抑制肿瘤的生长,并减少肿瘤组织的体积。

超抗原主要是用来激活机体的免疫系统,引起抑制肿瘤生长的

树突状细胞、单核细胞和巨噬细胞等大量增殖。可以将超抗原

SEA静脉注射刺激PBMC,激活ERK/STAT信号通路,大量

分泌IFN-γ,表现抗肿瘤活性。SEA与肿瘤细胞单克隆抗体

Fab区域的结合、与表皮生长因子(epidermal
 

growth
 

factor,

EGF)或是血管内皮生长因子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

fac-
tor,VEGF)或 是 端 粒 酶 逆 转 录 酶(telomerase

 

reverse
 

tran-
scriptase,TERT)的融合,形成融合蛋白,靶向肿瘤区域,作为

肿瘤靶向治疗的药物。腺病毒与含SEA基因的融合蛋白一起

构成重组腺病毒,靶向肿瘤组织,显著影响了肿瘤的生长。

细菌疗法可能成为癌症治疗的一种新方法。金黄色葡萄

球菌可反复定植人和动物的皮肤和粘液,导致多种疾病,但其

产生毒素等代谢产物具有抑制肿瘤的作用。金黄色葡萄球菌

毒素抗肿瘤的研究,对于探索肿瘤的治疗与预防有重要的意

义,可为开发金黄色葡萄球菌类的肿瘤疫苗提供实验依据。
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