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[摘要]　目的：观察经葡萄球菌肠毒素(st aphyl ococcal ent er ot o xi n C ,SEC )活化的淋巴细胞对胶质瘤的体外杀伤作用,并观
察 S EC 联合手术、放疗、化疗对胶质瘤的治疗效果及 S EC 诱导生成细胞因子作用。方法：常规分离并培养外周血淋巴细胞,
其中加入不同浓度的 S EC(2.5、5、10、20U/mL ),将淋巴细胞和胶质瘤细胞(S HG-44、MGR2、MGR3、SF767、SF295、S K MG-1、
T98G 及 U W28)混合培养,按 MT T 法测定淋巴细胞对瘤细胞的杀伤作用。37例胶质瘤患者,均经手术切除,结合放疗、化
疗,随机分为对照组、处理 A 组(全身应用 S EC)及处理 B 组(局部应用经 S EC 活化的淋巴细胞),结合颅脑 CT 片观察疗效。
采用 ELI S A 法测定 S EC 促淋巴细胞分泌I L-6、I L-12、T NF-α及I FN-γ作用。结果：经 S EC 活化的淋巴细胞对8株胶质瘤细
胞均产生强大的杀伤作用,其中以10U/mL 剂量组作用最明显。临床资料显示对照组有效率为40%,处理 A 组及处理 B 组
有效率分别为50%及62.5%。经 S EC 活化的淋巴细胞在作用的第1天就分泌多种细胞因子,第3～5天达峰值。结论：S EC
作为一种超抗原,体外实验证实被其活化的淋巴细胞对胶质瘤有明显的抗瘤活性,并能大量分泌I L-6、I L-12、T NF-α及I FN-γ
等多种细胞因子。SEC 与手术、放疗、化疗结合能明显提高临床疗效。
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Effects of St aphyl ococcus enterotoxi n type C on glioma i n vit ro
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[ABSTRACT]　Objective：To obser ve t he anti-glio ma eff ect s of l y mphocyt es activat ed by t ype C of st aphyl ococcal ent er ot oxi n
(SEC)in vit r o .To st udy t he anti-glio ma efficacy of co mbi nation of SEC wit h oper ation ,radiot her apy ,and che mot her apy and t he
eff ect of SEC on cyt oki ne release .Methods ：Ly mphocyt es separ at ed f r o m hu man bl ood were cult ured wit h glio ma cells (S HG-44,
MGR2,MGR3,SF767,SF295,SKMG-1,T98G and U W28)in t he presence of SEC at diff erent concent r ations (2.5,5,10,20U/
mL ).The cell viabilit y was eval uat ed by MT T met hod .Aft er oper ation ,radiot her apy ,and che mot her apy ,all 37glio ma patient s
were divided i nt o t hree gr oups r ando ml y ：cont r ol gr oup ,treat ment A gr oup (SEC appl yi ng t o whole body ),and t reat ment B
gr oup (SEC appl yi ng l ocall y ).The t her apeutic result s were anal yzed by br ai n CT scan .Cyt oki ne levels such as I L-6,I L-12,
TNF-a ,and I FN-γin patient bl ood af t er i njection of SEC were measured by ELI S A met hod .Results ：SEC-activat ed l y mphocyt es
had st r ong t u mor-killi ng activit y agai nst 8diff erent glio ma cells i n vit r o .The anti-t u mor eff ect was maxi mal at SEC 10U/mL .
Cli nical dat a sho wed t hat t he response r at es (CR and PR)were 40%,50%,and 62.5%in cont r ol gr oup ,treat ment A gr oup ,and
t reat ment B gr oup ,respectivel y .SEC-activat ed l y mphocyt es secret ed many ki nds of cyt oki nes at d 1and t he cyt oki ne-secreti ng
activit y reached t he peak at d 3.Conclusion：SEC is a super-antigen .SEC-activated l y mphocytes have obviousl y anti-t umor activit y in
vit ro and release a lot of cyt okines incl uding I L-6,I L-12,TNF-α,and I FN-γ.SEC co mbined wit h operation ,radiot herapy ,and che mot her-
apy can greatl y increase anti-t umor efficacy in clinic .
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　　胶质瘤是人类最常见的中枢神经系统原发性肿

瘤,尽管医疗人员采用了包括外科手术、放疗、化疗
在内的综合治疗,但自1985年以来,患者的存活率
尚无提高。疗效不佳的原因,除手术的彻底程度,化

疗及放疗的敏感性等因素外,胶质瘤细胞的低免疫
原性,患者免疫功能低下等免疫生物学性质亦起着
决定性作用。金色葡萄球菌肠毒素(st aphyl ococcal
ent er ot o xi n ,SE)作为一种超抗原,可以激活比普通
抗原多达数千倍的淋巴细胞。国内外学者多应用
SEA 和 SEB 2型进行抗肿瘤实验,SEC 则少见报
道,其杀伤肿瘤细胞的机制尚未完全阐明。本研究
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观察 SEC 活化的淋巴细胞对胶质瘤的杀伤作用,并
对其作用机制进行探讨。
1　材料与方法

1.1　体外杀伤作用
1.1.1　仪器　相差显微镜(NI KON ,日本),CO2培
养箱 ES OE-BAN-311(日本),离心机(LD4-2A 北京
医用离心机厂),全自动酶联免疫检测仪(HYPERI-
ON ,US A)。
1.1.2　主要试剂　SEC (沈阳协合制药厂)；FI-
COLL-HYQ UE 淋巴细胞分离液,相对体积质量
1.077±0.020(上海试剂二厂)；MT T (华美生物工
程公司)；RP MI 1640培养液(Si g ma 公司)；小牛血
清(杭州四季青生物工程材料研究所)；I L-6、I L-12、
TNF-α、I FN-γ检测试剂盒购自深圳晶美生物工程
有限公司。
1.1.3　细胞株　人脑胶质瘤 S HG-44由苏州大学
附属二院黄强教授惠赠。人脑 胶 质 瘤 MGR2、
MGR3、SF767、SF295、S KMG-1、T98G 、U W28由加
拿大麦吉尔大学 Panasci 教授惠赠。
1.1.4　淋巴细胞的分离培养及活化　取健康志愿
者静脉血50mL (加肝素1250U ),100mL PBS 稀
释,小心加入等体积的淋巴细胞分离液上层,2000
r/mi n ,离心20mi n ,小心吸出中层的外周血单个核
细胞层,加5倍 PBS 稀释,1000r/mi n ,离心5mi n ,
弃上清液,将沉淀置于 RP MI 1640完全培养基(含
20%小牛血清,青霉素、链霉素各100U/mL ,37℃
5% CO2饱和湿度下培养,在上述培养基中加入
SEC ,使其浓度分别为20、10、5、2.5U/mL 。
1.1.5　 靶 细 胞 的 制 备 　 以 S HG-44、MGR2、
MGR3、SF767、SF295、S KMG-1、T98G 及 U W28为
靶细胞,常规解冻复苏,用 RP MI 1640完全培养基
(含20%小牛血清,青霉素、链霉素各100U/mL )传
代培养。胰酶消化,PBS 洗涤2次,用无色 RP MI
1640完全培养基调整靶细胞的浓度至2×105/mL
待用。
1.1.6　体外杀伤实验步骤及杀伤率　在96孔细胞
培养板中每孔加入50μL 靶细胞悬液,约1×104个
胶质瘤细胞。效应细胞为不同浓度 SEC 活化之淋
巴细胞(作用时间为72h ),离心收集细胞,PBS 洗涤
2次,用无色 RP MI 1640完全培养基调整效应细胞
的浓度2×106/ml ,取50μL (约1×105个效应细胞)
加入相应的靶细胞孔内,使 效应细胞与靶细胞的比
例为10∶1,37℃ 5% CO2饱和湿度下孵育24h 。

加入10μL (5mg/mL )的 MT T ,再置于37℃ 5%
CO2饱和湿度下继续孵育4h 。加入100mL 终止液
异丙醇,适温30mi n ,于酶联仪上,波长570n m 处测
定 D 值。每组设置4个平行复孔,此外设置单独效
应细胞对照孔,靶细胞对照孔及单独效应细胞液对
照孔,根据下列公式计算杀伤率。
杀伤率(%)=(1-实验孔 D 值-效应细胞孔 D 值

靶细胞对照孔 D 值 )×100%
1.2　临床资料
1.2.1　一般资料　本组37例,均为苏州大学附属
二院神经外科1998年4月～1999年12月的住院
患者,均经手术和病理切片证实为胶质瘤,为胶质瘤
Ⅱ～Ⅲ级,均位于幕上,CT 扫描病灶直径≤5c m。
详细资料见表1。

表1　2组病例临床资料
Table 1　Cli nical data of t wo groups

I t e ms Tr eat ment gr oup
A B

Cont r ol
gr oup

Nu mber 12 8 17
　Mal e 5 5 8
　Fe mal e 7 3 9
Age (yr )
　Mean 45.7 46.8 39.5
　Range 24-67 22-72 14-62
Ki nd and gr ade of gli o ma
　Ast r ocytic gli o ma (Ⅱ+Ⅲ) 5(1+4) 4(1+3) 8(2+6)
　Gli obl ast o ma (Ⅱ+Ⅲ) 3(1+2) 2(0+2) 5(1+4)
　Oli godendr ogli o ma (Ⅱ+Ⅲ) 2(1+1) 2(0+2) 3(2+1)
　Ependy mo ma (Ⅱ+Ⅲ) 2(1+1) 0(0+0) 1(0+1)

1.2.2　分组及治疗　37例,按单纯随机抽样法,查
随机数字表分为对照组和治疗组。对照组采取传统
综合治疗方法,即首先进行手术切除,肉眼范围内全
切,术后10d 予替尼泊甙100mg 静脉滴注,1次/d ,
共3d ,洛莫司汀100mg 顿服,术后1个月全脑照射
DT 40Gy/20次,缩野继续照射至DT 60Gy/10次。
处理组分 A 、B 2组。A 组,手术+化疗+放疗同对
照组,但在手术同期加用 SEC 1000U 静滴,隔天1
次,共7次；B 组,手术+化疗+放疗同对照组,同时
按1.1.4方法分离患者淋巴细胞,将其置于含 SEC
10U/mL 的 RP MI 1640完全培养基中活化扩增,
取2×107个已激活的淋巴细胞,术后2周10～14d
经 Ommya 管向瘤床注入,隔天1次,共7次。
1.2.3　细胞因子测定　分别于应用 SEC 前及用药
后第1、3、5、7天抽取患者外周静脉血血清,置
-20℃保存备用。ELI S A 检测血清中 T NF-α、I FN-
γ、I L-6、I L-12。采用双抗体夹心法,取出已平衡至
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室温的板条,加入标准品稀释液100μL 至空白孔和
零孔,加入标本和已稀释的不同浓度的标准品各
100μL 至相应孔中,用封胶纸封住反应孔,37℃90
mi n ,洗涤液洗板4次,除空白孔外,每孔加入已稀释
好的生物素标记二抗100μL ,封住板孔,37℃60min ,
洗涤液洗板4次,除空白孔外,每孔加入已稀释好的
酶联物100μL ,封住板孔,37℃30min ,洗涤液洗板4
次,每孔加底物 A 、B 各1滴,避光37℃15min ,每孔
加终液1滴,混匀,即刻在450mm 处读数。
2　结　果

2.1　体外杀伤试验　用 MT T 法检测淋巴细胞的
细胞毒作用时,不同的效靶比(E/T )对结果影响很
大,E/T 过高或过低都不能真正反映淋巴细胞的功
能,即杀伤率和 E/T 不能形成良好的线性关系。在
本实验过程中发现 E/T 比为10∶1时,能较准确地
反映淋巴细胞的杀伤功能。用20、10、5、2.5U/mL
等4个剂量组的 SEC 对淋巴细胞进行诱导活化,将
活化的淋巴细胞同胶质瘤细胞混合培养,应用
MT T 法观察杀伤效应(见图1)。从图1可看出,由
SEC 活化的淋巴细胞对8株胶质瘤细胞均产生较
强大的杀伤作用。同时还可看出,随 SEC 剂量的不
同,由其所激活的淋巴细胞对胶质瘤细胞所产生的
杀伤效果亦不一样,其中以10U/mL 剂量组的杀
伤效果最强。在相差显微镜下可见：随10倍于靶细
胞数量的淋巴细胞加入,肿瘤细胞迅速崩解呈碎片
状,其效果与作用时间呈正相关。

图1　SEC 的体外细胞毒效应
Fig .1　Cytotoxicty of SEC i n vit ro

2.2　临床疗效
2.2.1　疗效评定标准　参照 WHO 实体瘤评定标
准分为：完全缓解(CR),肿瘤完全消失≥4周；部分
缓解(PR)：肿瘤缩小≥50%,持续时间≥4周；微效
(MR)：肿瘤缩小<50%,但≥25%,持续时间≥4

周；稳定(NC)：肿瘤缩小<25%或增大≤25%,持续
时间≥4周；恶化(PD)：出现新病灶或原有病灶估
计增大≥25%。有效率为 CR +PR。
2.2.2　治疗结果　所有37例病例均于放疗结束时
复查颅脑 CT ,观察疗效,并于1个月后复诊,再次
复查颅脑 CT ,与术前 CT 片进行对比,根据 WHO
实体瘤评分标准确定疗效。对照组即传统手术+化
疗+放疗治疗组,有效率为40%；而处理组 A ,在传
统手术+化疗+放疗的基础上,加用 SEC ,有效率
为55%(χ2=5.08,P<0.05),对照组与处理组间
存有差异。其中,即在瘤床局部注入经 SEC 活化淋
巴细胞的处理 B 组,有效率高达62.5%,无1例出
现恶化(见表2)。处理 A 组有2例在应用 SEC 过
程中出现发热反应,但体温低于38℃,而且出现在
用药的前3d ,继续用药,发热反应自行消退；1例在
静脉注射局部出现红肿,经对症处理局部红肿消退。
处理 B 组通过 Ommya 管向瘤床注入由 SEC 活化
的淋巴细胞,未见不适症状。

表2　处理组与对照组之间疗效比较
Table 2　Comparison of efficacy bet ween treat ment

and control groups

Gr oup n
Cur ati ve ef f ect

CR PR MR NC PD
Response
r at e (%)

Cont r ol 17 0 7 6 2 2 40.0
Treat ment
　A 12 1 5 3 2 1 50.0
Treat ment
　B 8 1 4 2 1 0 62.5

2.2.3　细胞因子变化　从图2可看出胶质瘤患者
应用 SEC 前,血清中 T NF-α、I FN-γ、I L-6、I L-12浓
度均较低,应用 SEC 后,细胞因子迅速上升,至第3
天,细胞因子的分泌量达到峰值,但I L-6的峰值滞
后,出现于第5天。从激活的效果看,以 T NF-α的
效果最为明显,I FN-γ的效果最弱。

图2　胶质瘤患者应用SEC 后外周血细胞因子变化
Fig .2　Cytoki ne levels i n patients with

gli oma after usi ng SEC
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3　讨　论

自从超抗原概念提出以来,围绕超抗原的研究
大多与细菌外毒素的致病性有关,这些毒素可引起
食物中毒、中毒性休克等症状[1]。但另一方面,超抗
原作为一种极好的免疫调节剂和高效的细胞因子诱

生剂,为人类抗肿瘤治疗开辟了一条新的道路。超
抗原通过下列机制参与抗肿瘤免疫反应：①金色葡
萄球菌肠毒素(SE )依赖性细胞介导的细胞毒作用
(SDCC),其已在5型(A 、B 、C 、D 、E )SE 中发现[2]。
SE 是潜在、高效的 T 细胞激动剂,其作用先通过与
M HC-Ⅱ类靶细胞结合,然后激活细胞毒 T 淋巴细
胞(CT L )来杀伤靶细胞,用每毫升 pg 水平的 SE 可
在数分钟内致敏 T 淋巴细胞杀伤肿瘤细胞[3]；②由
超抗原激活的 T 淋巴细胞释放多种细胞因子。通
过 ELI S A 可发现超抗原活化的淋巴细胞可分泌多
种细胞因子,包括I L-1、I L-2、I L-6、I L-16、TNF-α、β
和I FN-γ[4,5]；③L AK 细胞样细胞毒活性。有人发
现单独应用 SE 也对 M HC-Ⅱ阴性的靶细胞产生杀
伤,排除 S DCC 作用,发现这种作用由 N K 细胞引
起,N K 细胞并不能直接由 SE 激活,而是由 SE 诱
导 T 淋巴细胞释放多种细胞因子进而激活 N K 细
胞[6]。

本实验共选用8株不同的胶质瘤细胞系(株)。
结果显示：经 SEC 活化的淋巴细胞对8株不同的胶
质瘤细胞均产生强大的杀伤,证实了 SEC 活化的淋
巴细胞对胶质瘤细胞攻击的可靠性和有效性。就体
外杀伤实验而言,SEC 在一定作用时间内所激活的
淋巴细胞对胶质瘤细胞产生的杀伤作用随 SEC 剂
量的不同而变化,这还可能与SEC 活化的 T 淋巴细
胞在增生过后对 SEC 产生免疫耐受有关,这些显然
与 SEC 的剂量、用药次数及作用时间有关。
SEC 对细胞因子的最大诱生作用出现于第3、5

天,这与Belf r ag 等[7]的结果一致。有人在做超抗原
的体内导向治疗的研究中发现,每日注射抗体-超抗
原的抑瘤效果明显优于每4d 注射1次者。在注射
后24～48h ,血清中可检测到高水平的I L-2、T NF-
α、I FN-γ和 CT L ,再过3d 机体进入弱反应期,产生
细胞因子和 CT L 的能力开始下降,1～2周后机体
产生上述细胞因子和 CT L 的能力又恢复到起始水
平,说明在注射超抗原4～5d 以后,机体需要“休
息”1～2周才能接受下一阶段的治疗[8]。从本研究
临床资料看,单纯采用传统的手术、放疗、化疗,有效

率为40%；而结合 SEC 的生物治疗,有效率则上升
10%～12.5%,达50%和62.5%。其中实验 B 组
(局部)应用效果更好一些。超抗原作为免疫调节剂
和细胞诱生剂,只需极微量的超抗原就可激活大量
T 淋巴细胞,分泌多种足量的细胞因子,甚至使机体
免疫调节紊乱。此外,已活化的 T 淋巴细胞在增生
过后往往对该超抗原的再刺激产生免疫耐受,解决
超抗原上述问题的最好办法就是限制超抗原的活

性,使其仅在瘤床发挥作用,这样既可免除超抗原激
活全身大量 T 淋巴细胞而引发疾病的危险,又可使
肿瘤区的 T 细胞得到外周血未接触过超抗原的 T
细胞之源源不断的补充。因此笔者主张局部应用超
抗原以扬超抗原抗瘤之长,避其之短。
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