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表皮生长因子受体为靶向重组 T7 噬菌体抗肿瘤

疫苗的构建及免疫活性
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所， 1:沟 200031; J J:ì每肺科医院11制高免疫研究室 ， _l二海 200433)

摘要 利用 RT-PCR技术从人 A431 细胞中克隆表皮生长因子受体(epidermal growth factor 

receptor, EGFR) 基因 N 端序列，经汲IJ序鉴定正确。将膜外序列不同功能及模拟抗原呈递较佳的亚

克隆DNA 片段插入T7噬茵体表达载体，从而构建了重组 T7 噬茵休抗肿瘤疫苗并用于动物免疫注

射，用斑点印迹(dot blot)和MTT法分别检测到特异性抗体和细胞毒性 T淋巳细胞反应。结果显示，

以噬茵体颗粒为载体的疫苗可以诱导体液免疫反应和细胞免疫反应。

关键词 表皮生长时f受体:噬菌体展示技术;抗肿瘤疫苗:抗体:细胞毒性 T 淋巴

细胞反!以

表皮1::长 l:51 子'吏体(epidermal growth factor 

receptor, EGFR)是具有酷氨酸激酶洁性的跨膜受体糖

蛋白，普遍表达 j三人体的表皮细胞和基质细胞，是

较早发现的肿瘤相关性抗J}j~ [1 J 。表皮来源的恶性肿

瘤组织 ql ， EGFR .'i"不同程度的过度表达[21 ，与肿

瘤细胞的分化、 I自植手11迁移以及内环境的稳定密切

相关，以 EGFR 为抗肿瘤治疗靶点的研究己取得 A

;屯的进展。近几年来，应用针对 EGFR 的单克隆抗

体进行抗肿庸的疗得到较快的发展，并用于临床实

验[3-5 J 0 这为抗肿瘤疫苗的发展研究打 F 了基础。

昵菌体f乍为载体的重组日程菌体疫苗己取得 定进

展[6，7]。我们利用蛋白质分析软件得到 EGFR 膜外区

域具有;最仕模拟~间结构和抗原性的多肤，并将其

DNA 片段插入到 T7 眼菌体载体基因，以融合蛋白

形式呈现于瞰菌体壳蛋白，从而l构建了重组 T7 眼

前体抗肿瘤疫币，并进行动物实验，评价其特异性

免疫沾性。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 质粒和菌株 T7SelectR System Kit 包括噬

菌体 T7Select lO-3b (低拷贝)和 T7Select 415-1 b (高

拷贝) Vector Arms 表达载体，用于外源日的基因

片段的表达。 lÌ'ì -ι菌分别为 BLT5403 (具氨苦青霉

素抗性)丰[] BL21 (无抗性) 0 T7Select Control Insert 、

T7Packaging Extracts 、 T7SelectPackage Control 

DNA 、 T7SelectUP/DOWN Primer , 0，10 白 Novagen

公司。 pMD18-T 克隆载体，购白 TaKaRa 公司。

1.1.2 试剂盒和试剂 T4 DNA 连接试剂盒、

ExTaq 酶购白 TaKaRa 公司。小量柱禹心式组织/细

胞总 RNA 抽提试剂盒、小量胶回收试剂盒、柱离

心式小量质粒抽提试剂盒、病毒/液体DNAlRNA抽

捉试剂盒、 E， coli DH5α 感受态细胞，购自华舜生

物工程有限公司。 Reserve Transcription System Kit 

购白 Promega 公司。 EcoRI 和 HindIII 限制性内切酶

购自 MBI公司。人A431细胞提取的EGFR购臼 Sigma

公司。人 EGFR 多克隆羊抗体购自 R & D Systems , 

Inc。兔抗羊 HRP 标记 IgG 和兔抗鼠 HRP 标记 IgG ，

购自 Santa Cruz Biotechnology 0 EGFR 单克隆抗体

由中国科学院七海生命科学研究院生物化学与细胞

生物学研究所提供。

1.1.3 细胞系 A549 细胞(人肺腺癌细胞)由本实

验主保存。 A431 细胞(人外阴鳞状上皮癌细胞)由中

国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物

学研究所提供。

雄性 C57BLl6N 小鼠购置于中国科学院上海实

验动物中。

收稿 u 邦1: 2005-03-30 接受日期 2005-10-08

1 海市科委立项资助重点课题 (No.0319236)

*通讯竹在。 Te1: 0373-3029198 , E-mai l: cxh@xxmc.edu.cn 
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1.2 方法

1.2.1 克隆人 EGFR 基因 N 端 DNA 片段 检索

GenBank 数据库，获取 EGFR 基因 N 端 DNA 厅，列，

设计→对引物:有义: 5'-AGAGGATCCTTGCCAA

GGCACGAGT AAC-3' ，反义: 5'-TCTCTCTCGAGC

TTGATAGCGACGGGAAT-3'。应用 RT-PCR 从人

A549 细胞中扩增 EGFR 基国 N 端 DNA 片段，用胶

回收试剂盒[口l收手u纯化 I斗的片段。另外设计一对含

有 EcoRI 和 HindIII 限制性内切酶酶切位点的引物:

有义: 5'-GCCGAAITCfATGTACTACGAAAA TTCC-

3' ，反义: 5'-TCGAAGCTTCAAGATCCTCAAGA

GAG-3'。亚克|唾两端分别含白. EcoRI 和 HindIII 限

制性内切酶酶切位点 DNA 片段。

1.2.2 目的 DNA 片段鉴定 利用 TaKaRaDNA连

接试剂盒将获取的 FI 的 DNA 片段与 pMDI8-T 克隆

载体(含有 EωRI 和 HindIIl 限制性内切酶酶切位点)

连接，转化感受态 E.coli DH缸，在含有 X-Gal 、

IPTG 和 ampR 的 LB 琼脂平板培养基|二培养，挑边

白色单菌洛井扩增，抽提质粒 DNA ， PCR 鉴定目

的 DNA 片段的大小正确，进行 DNA 测序。

1.2.3 构建重组的T7噬菌体 根据 EGFR膜外各

区域不同作用以及模拟最作抗原性，设计 3 对引

物，亚克隆 3 个 DNA 片段。iJ l 物 1 :有义:于，

ATCaAAITCCGGACTGAAGGAGCTG♂、反义: 5'

AGTAAOCTIGACTATGTCCCGCCACTG-3'，扩增

膜外 546-678 位 132 bp DNA 片段。引物 2: 有义:

5'-CATGAATTCAGCCTGTGGGGCCGACA-3'、反

义: 5'-CTGAAGCITCTT ACACTTGCGGACGCC-3' , 

扩增膜外 1075-1 165 位 90 bp DNA 片段。引物 3:

有义: 5'-ATGGAAITCGTGCAACGTGGAGAGC-3' , 

反义: 5'-CTGAAGCTTGTGCAGTTTTGAAGTGTT-

3' ，扩增膜外 625-1263 位 638 bp DNA 片段。引

物设计均含 EcoRI 和 HindIII 限制性内切酶酶切位

点。将目的 DNA 片段分别与 T7Select Vector Arms 

相连接(图 1) ， 132 bp 、 90 bp 和] 45 bp (对照组)

T7Select415-1b 

·研究论文·

DNA 片段插入高拷贝数载体 T7415-lb ， 638 bp 

DNA 片段插入低拷贝数载体 T710-3b。体外包装和

眼菌体扩增。

1.2.4重组噬茵体的鉴定 利用UP IDOWNprimer 

(Kit 提供)进行 PCR ，鉴定;而入的十|的 DNA 片段。

参考《分子克降》的方法，扩增的草组 T7 日最南体

100 'C水浴变性 5min ， 12% 聚认j烯酌版凝胶，进

行 SDS-PAGE 电流，显/j\融合壳蛋白的大小。重

组 T7 U敢保i体常规处理， SDS-PAGE 电泳、转膜、

Western 免疫印迹。一抗为人 EGFR 多克陪羊抗体，

二抗为兔抗羊 -HRP 标记的 IgG ， DAB 显色。

1.2.5 重纽噬菌体扩增 参考《分子克隆)) M13 

眼菌体扩增方法，采用高的数感染法进行大量液体

扩增。扩册的重组昵菌体检测效价，调整浓度在

10 14 pfu/m l. 4 'C 保仔。

1.2.6 动物免疫方案 雄性 C57BL/6N 小鼠[6-8

1剖，体重(21 土 1) g ]，随机分成 5 m(实验细 3 组、

对照噬菌体组和生理盐水组) ，每:m6 只。动物颈

背部多点皮 F注射， 300μ1/只子在ml昧菌体(l O l3 pfu

约 20μg)或生理盐水。 →用后加强免疫-{欠，此后

间隔两周加强免疫，共计 5 次。初'Jì欠免疫前尾部采

血检测，免疫后第二A天采血斑点印迹(dot blot)检测

抗体效价。

1.2.7 斑点印边检测抗体效价 人 EGFR(30 ng/ 

μ1)在硝酸纤维素薄膜点样 10μ1，百 j工封闭容器中

4 'C冰箱完全l吸收。用 5% 脱脂奶粉'主温封闭 1 h , 

一抗为不同稀释倍数免疫鼠血洁， 37 'C温自1.5 h, 

二抗为兔抗鼠 HRP 标记 IgG ， 37 'C温育 1 h, DAB 

显色，每步骤之间均洗涤 3 次，每次 5 min; 洗

涤液及稀释液均用 PBS(pH 7 .4)-0.05%Tween 。

1.2.8 MTT 法检测细胞毒性 T淋巳细胞(CTL)活性

对数生长期的 A431 细胞经 0.25% 膜蛋白酶和

l%EDTA 混合液消化成单细胞悬液，用 RPMI1 640

洗涤细胞两次并重悬细胞，调整计数细胞约 2x 105 

aa348 aa363 
.MetLeu6luAspProAsnSerSerSerValAspLysLeuAlaAlaAlaLeu61u 
.AT6CTC6G6GATCCGAATTCGAGCTCC6TCGACAA6CTT6CGGCC6CACTC6A6TAACTA6TTAA 

B8.11 HI 
T7Selectl0-3b 

EooRI S801 S8/1 Híndlll Noll Xhol 

aa348 aa369 
... .MetLeuGluAspProAsnSerProAlaGlul leAerArgGluLeuValAspLysLeuAlaAlaAlaLeuGlu 

. .ATGCTCGGGGATCCGAATTCTCCTGCAGGGATATCCCGGGAGCTCTTCGACAAGCTT6CGGCCGCACTCGAGTAA 
B8.11HI EooRI S869871 EooRV S.81 S801 S8 !1 Hindlll Notl Xho I 

Fig. 1 T7select Vector c10ning region 
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个 Iml 作为靶细胞(用胎盘兰染色示活细胞数大于

95%)。无菌取免疫鼠的脾脏， 200 目消毒尼龙纱网上

滴入 RMPI1 640 研磨呈单细胞悬液，并用 RPMI1ωo

洗涤并重悬细胞，用低渗裂解法去除红细胞[81 。用

含 10% 新生牛血清(NBS)的 RPMIl 640 重悬细胞并

调整计数脾细胞作为效应细胞，效应细胞与靶细胞

比例分别为 50 : 1 、 10 : 1 、 5 汀，分别接种

96 孔板，每孔接种效靶细胞各 100μ10 另外设 100

μ1/孔 A431 细胞对照孔和不同浓度的效应细胞对照

孔，并用含 10%NBS 的 RPMI1640 培养液补足 200

μ1/孔，每项均设 6 个复孔。置于 37 .C 、 5%C02

培养箱中培养 20 h[91，然后每孔加入 20μ15 mg/ml 

MTT，继续培养 4 h，离心沉淀器 1000 r/min 离

心 10 min ，小心倾去培养液，加入二甲基亚枫

(DMSO) 200μ11 孔，于脱色摇床上使深蓝色结晶完

全溶解，用酶联免疫检测仪读取波长 570 nm 的 A

(A570)值，并按下列公式计算杀伤率(%)。每组动物
实验至少重复 3 次。

杀伤率(%)=={1 一 [(AE+T)-AE1IAT }x 100% 

AE+T : 效应细胞+靶细胞A 值

AT : 相应浓度单独靶细胞A 值

AE : 相应浓度单独效应细胞A 值

1.2.9 安全性 实验组和对照组动物每周测量体

重、观察记录体毛及粪便情况，处死动物后肉眼观

察和组织学切片检测。

1.2.10 统计学分析 实验数据用均数±标准差

(王土s)表示，各组间 A 值，进行 t 检验。效应细胞

对靶细胞的杀伤率采用 Q 检验。 α==0.05 为检验水

准。

2 结果

2.1 扩增 EGFR 目的片段

RT-PCR扩增的EGFR基因N端目的DNA片段，

长约 1900 bp(图 2)。亚克隆 EGFR 膜外约 1800 bp 

DNA 片段(图 3)。亚克隆插入 T7 噬菌体目的 DNA

片段(图的。

2.2 构建重组瞌菌体鉴定结果

PCR扩增得到的产物为插入的目的 DNA 片段，

加上噬菌体载体臂上下游约 80 bp DNA 片段，扩

增鉴定结果正确。对照重组 T7 噬菌体为试剂盒中

提供，插入片段为 45 bp( 图 5) 。

重组噬菌体壳蛋白 SDS-PAGE 显示:低拷贝数

重组 T7 瞰菌体外壳由主要壳蛋白(10A)和次要壳蛋

2 

bp bp 

• 1900 

188 工

Fig.2 Cloning N-terminal DNA fragment of EGFR with RT-
PCR 

1: DNA marker; 2: target DNA fragment. 
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bp bp 
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Fig.3 Subcioning DNA fragment of EGFR extracellular 
region with PCR 

1: DNA marker; 2: target DNA fragmen t. 
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Fig.4 Subcloning DNA fragment for inserting bacteriophage 
T7 vector with PCR 

1: DNA marker; 2-4: target DNA fragmen t. 

自(10B)组成(融合表达目的片段的壳蛋白)。高拷贝

数重组 T7 噬菌体只有 10B 壳蛋白(图 6、图 7) 。

重组噬菌体融合壳蛋白表达产物的 Western 印

迹见图 8 。

2.3 斑点印迹检测抗体效价

实验组 z 重组 T7415-1b-132 噬菌体产生特异

性抗体 1 : 2000 为阳性信号:重组 T7415-1b-90

噬菌体和重组 T710-3b-638 噬菌体实验组 1 : 1000 
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为阳性信号(图 9) 。

对照组: 生理盐水组特异性抗体呈阴性 : 重

组 T7415-1b-45 组特异性抗体 1 : 50 为弱阳性:用

重组噬菌体点样检测产生抗噬菌体抗体效价 1

20000 为阳性(图 10) 。

2.4 CTL 杀伤活性检测

检测结果显示效应细胞和靶细胞比例在 10 : 1 

时杀伤效率最佳，各孔 570 nm 波长读取的光密度

(A 570 )值见表 1 。

234 5 

bp 

2000 • 
bp 

1000 • 
50 • • 63 8* 

200 • 
• 132 100 • 
• 90 
• 45 

·研究论文 ·

比较 AE+T 均数， 实验组高拷贝数重组噬菌体与

对照组间具有显著性差异 (P<O.Ol) ， 而实验组低

拷贝数重组噬菌体和对照组相比无显著性差异 (p>

0.05 ) 。 比较 AT 和 AE 均数， 实验组和对照组间无显

著性差异 ( P>0.05 ) 。 比较效应细胞对靶细胞杀伤

率，实验组高拷贝数重组噬菌体与对照组间具有显

2 3 4 
kDa 

l 童玉e 10B 

29 -
i唰协副院 a 

tj' ! lOA 
·￥ 10B ' 

Fig.5 Idendifying the target DNA fragment with PCR Fig.7 SDS-PAGE of recombinant bacteriophage T7 in 

1: DNA marker; 2-5 : target DNA fragm巳n t. *The target DNA experimental group 

fragment with PCR consisted of inserting DNA frag ment and about 1: protein marker; 2: T7415-1b-90; 3: T7415-1b-132 ; 4: T710-3b-

80 bp of bacteriophage arms. 638 ; 10A: m句or capsid protein; 10B and lOB': minor capsid 

protem 
2 3 

kDa 

205 kDa 2 3 4 5 
205 -

116 

116 一
97.4 97.4一

66-
66 

10B 10B 

45 10A 45 -

29 一
10B' 

Fig.6 SDS-PAGE of recombinant bacteriophage T7 in control Fig.8 Identifying the target multipeptide of recombinant 

group bacteriophage with Western blot 

1: protein marker; 2: T7415-1b-45; 3: T7415-1b-132; 10A: m勾or 1: protein marker; 2: T710-3b-638 ; 3: T7415-1b-132; 4: T7415-1b噜

capsid protein; 10B: minor capsid protein. 90; 5: T741 5-1 b-45 ; 10B and 10B' : minor capsid protein. 

表 1 酶联免疫检测仪检测的AS70 (w) 

A E+T AT AE 杀伤率(%)
实验组 T7415-1 b-90 0 . 725 土0.005 ' 0 . 710土0.050 0 . 190土 0 . 017 24 .69%" 

T7415-1b-132 0.706 :1: 0.056 ' 0.659 :1:0.030 0 . 259士0.02 32.12%" 

T710-3b-638 0 . 734士 0.014 0 .611 土0 .095 0.125 土0.076 0.2% 

对照组 T7415-1b-45 0.686 :1: 0.037 0 .602土0 . 014 0 . 113土 0.015 4.81 % 
生理盐水组 0.655土0 . 046 0.602 :1: 0.014 0.103主0.007 8.43% 

与对照组相比， 'P<O . OI; 与对照组相比， "P<0.05 。
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抗体稀释滴度

I : 500 1: 1000 1: 2000 

A 

B 

C 

Fig.9 Identifying the titer of specitïc antibody with dot blot 

in experimental group 

A : T74 15- lb-90; B: T7415- lb-1 32; C: T7 10-3b-638 

抗体稀释滴度

I : 50 1: 100 1 : 200 

A 

B 

I : 5000 I : 10000 1 : 20000 

C 

Fig.l0 Identifying the titer of specitïc antibody and anti-

bacteriophage antibody with dot blot 

A: phys iolog ica l soluti on; B: T74 15- 1 b-45 ; C : an tibody of a nt卜
bacteriophage. 

著性差异 ( p<O . OS ) 。

2.5 安全性

实验组与对照组动物相比，体重增加的平均数

无显著性差异(P>O.OS) ; 动物皮毛第 7 周后有轻微

的杂乱和干燥 ， 粪便色泽及形态正常 ; Z;JJ物处死后

肉眼观肝、脾无明显增大，组织切片显微镜下观

察，肝、肺和肾组织无实质性病变 ; 有 2 例可见

肺组织切片上有少量炎细胞浸润，无严重的毒性反

应 。 因此，以噬菌体作为疫苗载体具有良好的安全

性 。

3 讨论

表皮生长因子受体是较早发现的肿瘤相关抗

原， 一直是抗肿瘤治疗的重要靶点 ， 它可以抑制损

伤细胞和肿瘤细胞的调亡、促进血管生成、影响肿

瘤细胞的运动、黠附和浸润，在肿瘤形成和进展过

程中起着重要的作用 。 目前 ， EGFR 单克隆抗体己

用于临床实验 。 Cetuximab 是人 - 鼠嵌合型单克隆抗

体，可以竞争阻止配体 EGF厅GF-α 与 EGFR 结合起

来 。 在非小细胞肺癌(NSCLC)的体内、 外的实验中

显示 : 单独使用 Cetuximab (C22S)或联合放疗 / 化

疗可以抑制细胞的生长、 使癌细胞处于细胞周期的

GJG 1 期以及下调细胞内信号分子[3J 0 单克隆抗体的

临床治疗效果为抗肿瘤疫苗的发展打下了基础 。

正常情况下 ， EGFR 作为 自身抗原机体不产生

免疫应答，即呈现自身的耐受 。 在人与小鼠两个不

同物种间， EGFR 在多核昔酸水平存在着较高的同

源性，胞外区配体结合序列同源性可达 86% 。 利用

这种异种同源蛋白作为免疫抗原，很易被宿主体内

免疫细胞识别为外来抗原产生免疫应答I lO] ， 并与 自

身 的 EGFR 存在交叉反应[IIJ 。 我们利用蛋白质分析

软件， 将人源 EGFR 膜外区域模拟抗原呈递较佳的

DNA 片段进行亚克隆，然后插入 T7 噬菌体表达载

体，体外包装成具有活性的重组噬菌体 ， 感染宿主

菌大量扩增噬菌体，成为抗肿瘤研究的噬菌体载体

疫苗 。 目前，未检索到用 T7 噬菌体作为抗肿瘤疫

苗载体相关文献 。

本实验成功构建了 2 个高拷贝数重组噬菌体

T741S-1b-132 和 T741S-1b-90 ， 一个低拷贝数重组

噬菌体 T710-3 b-63 8 ， 经过鉴定证明成功构建了保

持原有生物活性的重组噬菌体载体抗肿瘤疫苗。 实

验显示 : 实验组重组噬菌体免疫动物均诱导产生了

特异性高滴度抗体，而 T741S-3b-132 重组噬菌体产

生的抗体滴度最高， 1 : 2 000 阳性 ; 对照组重组

噬菌体 T741S-1b-4S 呈弱阳性反应 ， 可能是噬菌体

与 EGFR 存在一定的交叉反应 ， 其原因有待进一步

探讨 。

特异性细胞毒性 T 淋巴细胞反应检测 ， 实验组

2个高拷贝数重组噬菌体诱导产生了特异性细胞毒杀

伤活性 ; 体外 MTT 实验可见在倒置显微镜下高表

达EGFR 的 A43 1 (流式细胞仪检测 EGFR 阳性细胞率

达 96.1 %)细胞周围可见大量脾细胞聚集 ; 低拷贝数

的重组噬菌体未产生特异性杀伤活性。 由于作者没

有检索到 EGFR 的 T 细胞表位和 B 细胞表位相关资

料，本实验插入的目的片段是根据蛋白质分析软件

模拟假设的抗原表位 ， 检测到的特异性细胞毒杀伤

活性只达 29.47% 0 Wan 等[ 1 2J将己证实的乙肝病毒表

面抗原表位HBs28-39 DNA片段插入丝状噬菌体构建的
疫苗 ， 免疫Z;JJ物产生高达约 70% 的特异性细胞毒性

T 淋巴细胞反应，证明噬菌体颗粒是一种有效的

CTL 疫苗形式 。 所以，要获得高质量抗肿瘤疫苗 ，

筛选高亲和力特异性抗原表位至关重要 ， 因此，本
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研究~待进一步完善。

己有研究表明共价交联的微小颗粒抗国参与

MHCI 类非纤典抗原递旱的效率较可溶性抗原高

1 OOO~ 10 000 {~~Il坷，虽然作为颗粒抗原的 T7 噬菌体

载体疫苗免疫机制远不洁楚，但它pJ 以有效诱导机

体产生体液免疫反应和细胞免疫反应，而且安全可

靠。闪此，可能成为 A种有效抗肿瘤疫苗。
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Construction and the Immune Reactivity of the Anti-cancer Vaccine of 

Recombinant Bacteriophage T7 Targeting Epidermical 

Growth Factor Receptor 

Xin-Hua Cai l,3*, Xian-Zhuo Zeng3, Shang-Quan Zhang2, Li-Song Tan3, Liang Tang习， Dong Liu3, Cai-Cun Zhou 3 

CMorpholigical Laboratory of Xinxiang Medical College, Xinxiang 453003, China; 2Institute of Biochemistrv and Cell Bio!ogy, 
Shanf!,hai Institutes for Biological Science, Chinese Academy of Science, Shanghai 200031, China; 'Lun旦 Carcinoma

Immune Laboratory of Shanghai Pneumology H05J让时， Shanghai 200433, China) 

Abstract The overexpression of epidermical growth factor receptor (EGFR) played a vital role in the 

process of the formation , progression, metastasis and therapy of the malignant tumor. The monoclonal antibodys 

have been used for treatment of EGFR-positive expression tumors in clinical trial. In our study the N-terminal of 

EGFR gene was cloned from human A431 cells with RT-PCR technology and the sequence was identified. The 

subclone DNA fragments with different function and better presentation of mimic antigen were inserted into the 

bacteriophage T7 expression vector. The anti-cancer vaccine of recombinant bacteriophages T7 were constructed 

and the mice were immunized , The specific antibodies and the cytotoxic T lymphocyte response were detected with 

dot blot and MTT method , respectively , The result showed that recombinant bacteriophage T7 carrier vaccine could 

induced humoral immune reaction and cellular immune reaction. Therefore, the recombinant bacteriophage T7 

carrier could be a kind of promising vaccine and provides a basis for the study of anti-cancer vaccine. 

Key words epidermal growth factor receptor; bacteriophage display; antÎ -cancer vaccine antibody; 

cytotoxic T lymphocyte response 
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