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高聚生(  SEC)联合手术放化疗治疗胶质瘤
及其机制的探讨 *

王 凡 黄 强① 周丽英①

安徽医科大学附属第一医院肿瘤放疗科 (合肥市 230022)

摘要 目的 :观察高聚生( SEC)联合手术、放疗、化疗对胶质瘤的治疗效果及 SEC促淋巴细胞诱生 IL- 2 作用。

方法: 92 例胶质瘤患者 ,均经手术切除。随机分为对照组、治疗 A组(全身应用 SEC)及治疗 B组(局部应用经 SEC活

化的淋巴细胞) ,联合放疗、化疗,通过颅脑 CT片观察疗效。采用免疫组化及 RT- PCR测定 SEC促淋巴细胞分泌 IL- 2

作用。结果:对照组有效率为 32.0%,治疗 A组及治疗 B组有效率分别为 51.6%及 63.6%。经 SEC活化的淋巴细胞在

作用第一天开始分泌 IL- 2,第 3～5 天达峰值。结论: SEC作为一种超抗原 ,与手术、放疗、化疗联合能明显提高临床疗

效。被其活化的淋巴细胞能大量分泌 IL- 2。
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The Studies of SEC Therapy Combined with Radiochemotherapy

on Glioma and Analysis of Treatment Mechanism
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Abstract Objective: To probe into the anti- glioma effects of SEC combined with surgery, radio-

therapy and chemotherapy and to observe the effects releasing IL- 2 of lymphocyte activated by SEC.

Methods: A total of 92 patients suffering from glioma were randomly divided into control group, treat-

ment group A and B and then the analytical results were observed through CT. IL- 2 in lymphocyte ac-

tivated by SEC was measured using immunohistochemistry and RT- PCR method. Results: Clinical ma-

terials showed that the rate of effect (CR and PR) in the control group was 32%, while The effective-

rate was 51.6% in treatment group A and 63.6% in the group B. The secreting activity of IL- 2 of lym-

phocyte activated by SEC reached peak at the third day and then decreased slowly at the 5th and the 7th

day. Conclusion: SEC combined with surgical operation, radiotherapy and chemotherapy can raise the the

treatment- effect in patient with glioma. The lymphocyte activated by SEC has obviously can release IL- 2.
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生物治疗现己被公认为除手术、放疗和化疗外

的第 4 种肿瘤治疗手段。高聚生( SEC)作为一种超

抗原 [1] ,经动物试验及人体临床试验,均显示出强大

的抗瘤作用 [2]。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 [3] , 可以激活比普通抗原

多达数千倍的 T淋巴细胞 [4, 12]。本文通过对 SEC联
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合手术、放化疗治疗胶质瘤的疗效分析, 观察 SEC

对淋巴细胞分泌 IL- 2的诱导作用。

1 材料和方法

1.1 一般资料

累计病例 92例,为苏州大学附属第二医院神经

外科 1998年 4月至 1999年 12月患者 37例和安徽

医科大学附属第一医院肿瘤放疗科 2001年 10月至

2004 年 6 月患者 55 例, 全部病例均经手术和病理

切片证实为胶质瘤Ⅱ～Ⅲ级,均位于幕上, CT扫描病

灶≤5cm。详细资料见表 1。

表 1 两组病例临床资料 例

1.2 治疗方法

全部 92 个病例 , 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 10天给予替尼泊甙 100mg静脉滴注, 1 次 /天,共

3天。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。治疗组

分 A、B两组, A组:手术+化疗+放疗,方法与对照组

相同,同时加用 SEC 1000U静脉滴注 ,隔天一次 ,共

7次。B组:手术+化疗+放疗,方法亦与对照组相同,

同时按 1.3.3 方法分离患者淋巴细胞 , 将其置于含

SEC 10U/ml 的 RPMI1640 完全培养基中活化扩增 ,

取 2×107个已激活的淋巴细胞经 Ommya 管向瘤床

注入,隔天一次,共 7次。

1.3 实验部分

1.3.1 仪器 相差显微镜: Nikon,日本。二氧化碳培

养箱, ESOEC- BAN- 311型,日本。离心机: LD4- 2A,

北京医用离心机厂。DNA热循环仪: PE公司。电泳

仪: TS600,上海复旦生物工程研究所。

1.3.2 主要试剂 高聚生 ( Staphylococcal Entero-

toxin C SEC) , 沈阳协合生物制药股份有限公司生

产。Ficoll- Hypaque 淋巴细胞分离液 , 比重 1.077±

0.022,上海试剂二厂。RPMI 1640 培养液 , Sigma 公

司。小牛血清 , 杭州四季青生物工程材料研究所。

RNA抽提试剂 TRIZOL及 cDNA合成试剂盒 , GIB-

CO BRL公司产品。高保真 Taq 酶及 dNTPS, Sigma

公司产品。IL- 2分泌细胞检测试剂盒购自北京邦定

生物医学公司。

1.3.3 淋巴细胞的分离培养及活化 取患者静脉血

20ml(肝素 1 250U) , 50ml PBS稀释 , 加入到等体积

的淋巴细胞分离液上层 , 2 000 转 /min,离心 20min,

吸出中层的外周血单个核细胞 ( peripheralblood

mononuclear cell) 层 , 加 5 倍 PBS稀释 , 1 000 转 /

min, 离心 5min, 弃上清 , 将沉淀置于 RPMI 1640 完

全培养基(含 20%小牛血清﹑青链霉素各 100U/ml)

37℃ 50%CO2饱和湿度下培养, 在上述培养基中加

入 SEC, 使其终浓度分别为 10U/ml、5U/ml、2.5U/

ml。于用药前及用药后的第 1、3、5、7天离心,收集上

清及淋巴细胞,分别置于- 200C及- 800C冰箱保存备

用,并收集淋巴细胞涂片备用。

1.3.4 APAAP法检测 IL- 2 分泌型细胞 取收集的

淋巴细胞涂片 , 干燥后用丙酮固定 10min, 0.01ml

pH7.2 PBS液洗 3遍,加一抗 20μl,放湿盒 37℃作用

30min, 0.01ml pH7.2 PBS液洗 3 遍 , 加羊抗鼠 IgG

二抗 20μl,湿盒 37℃作用 30min,洗 3 遍,加 APAAP

复合物 20μl, 湿盒 37℃作用 30min, 冲洗 3 遍 , 加坚

固红底物液覆盖样本 , 37℃作用 30min, 加苏木素复

染液一滴 1～2min,自来水洗,高倍镜下观察,计数。

1.3.5 RT- PCR 检测细胞因子和表达 1) 总 RNA

抽提 取备用的淋巴细胞 , PBS洗 2 遍 ,在 1×106细

胞加入 1ml Trizol 裂解液,反复吹打置室温 5min,加

入 0.2m1 氯仿 ,剧烈振摇 15s,室温静置 3min 于 4℃

13 500g离心 15min, 转移上层水相 , 加入 0.5m1 异

丙醇并混匀 , 室温静置 10min, 于 4℃ 13 500g离心

10min,弃上清,加入 1ml 75%乙醇,震荡混匀,于 4℃

7 500g离心 5min,弃上清,超净台内干燥 5min,加入

50μl DEPC治疗水,溶解于 55～60℃,水浴 10min,分

光光度计分析并定量, 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴

定 RNA质量 ,置- 80℃备用。2) cDNA的合成 :取总

DNA 3μl, OligodT 1μl ( 0.5μg/ml)DEPC 治 疗 水

12μl, 置于 70℃水浴 10min, 冰上冷却 3min, 加入预

先混匀的 PCR 反应混合液 7μl ( 10×反应缓冲液

2μl, 25mmol /L 氯化镁 2μl, 10mmol /L dNTP 1μl,

0.1mol /L DTT 2μl) , 轻轻混匀后置 42℃ 5min, 加入

1μl M- MLV逆转录酶( 200U/ml) , 混匀后于 42℃反

应 50min, 置 72℃ 15min 终止反应 , 冰上冷却

10min, 离心收集反应液 , 加入 1μl RnaseH 于 37℃

反应 20min, 置 - 20℃备用。3) 引物合成 : 上海

SANGER 公司产品。 IL- 2 F: 5' - ATG TAC AGG

例数 31 11 50

项目
治疗组

对照组
A组 B组

男性 17 7 22

女性 14 4 28

年龄(岁) 23～70 22～72 14～73

平均年龄 46.5 46.7 40.8

类型及分级

星形细胞瘤(Ⅱ～Ⅲ) 15 5 23

胶质母细胞瘤(Ⅱ～Ⅲ) 8 2 12

少突胶质细胞瘤(Ⅱ～Ⅲ) 5 3 12

室管膜瘤(Ⅱ～Ⅲ) 3 1 3
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ATG CAA CTC CTG TCT T - 3' ; R: 5' - AGT CAG

TGT TGA GAT GAT GCT TTG ACA- 3'。4) PCR 扩

增 :在 50!l 反应体系中 , 加入 10×PCR 缓冲液 5μl,
氯化镁( 25mmol /L) 2μl, dNTP( 10mmol /L) 1.2μl, 上、

下游引物 ( 10mmol /L) 各 2μl, 模板 cDNA2μl, Taq

plus DNA聚合酶 1μl。循环条件: 94℃ 7min变性,然

后 94℃ 60s、57℃ 30s及 72℃ 90s, 循环 30 次 , 72℃

延长 7min。2%琼脂糖凝胶电泳。

2 结果

2.1 近期疗效

所有 92 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 32.0%; 而治疗组 (包括 A、B两组 ) , 在传统

手术+化疗+放疗的基础上 , 加用 SEC, 有效率为

54.8%。统计学分析 "2=4.84, P<0.05,对照组与治疗
组间存有差异。其中 , 治疗 A组 , 即全身静脉滴注

SEC组 , 有效率为 51.6%;治疗 B组 , 即在瘤床局部

注入经 SEC 活化的淋巴细胞组 , 有效率高达

63.6%,无一例出现恶化( PD)。见表 2。

表 2 治疗组与对照组之间疗效比较 例

治疗 A组有 2 例患者在应用 SEC过程中出现

发热反应,占 6.5%,但体温低于 380C,而且出现在用

药的前三天,继续用药发热反应自行消退。1例患者

在静脉注射局部出现红肿, 经对症治疗局部红肿消

退。治疗 B组通过 Ommya 管向瘤床注入由 SEC活

化的淋巴细胞,均未见不适。

2.2 随访

治疗结束后第 1 年内每 3 个月复查 1 次 , 1 年

后每半年复查 1次。苏州大学附属第二医院神经外

科 37例病例均随访达 5年时间。安徽医科大学附属

第一医院肿瘤放疗科 55 例随访时间均达 1、3、5 年

随访仍在进行中。结果为:治疗组 1、3、5年生存率为

85.7%( 36 /42)、66.7%( 18 /27)、45.0%( 9 /20)。其中

治疗 A 组 1、3、5 年生存率分别为 83.9%( 26 /31)、

66.7%( 12 /18)、41.6%( 5 /12) ;治疗 B组 1、3、5 年生

存率分别为 90.9% ( 10 /11)、66.7% ( 6 /9)、50% ( 4 /

8)。对照组 1、3、5年生存率为 82.0%( 41 /50)、60.0%

( 18 /30)、41.2%( 7 /17)。治疗组生存率较对照组为

高,但无显著性差异( P>0.05)。

2.3 SEC促淋巴细胞诱生 IL- 2

2.3.1 SEC活化淋巴细胞前后 IL- 2 分泌型细胞的

检测结果 采用连续密度梯度离心法分离出的健床

志愿者外周血淋巴细胞 , 按 APAAP 法标记淋巴细

胞,在显微镜下计数每 100个细胞中的标记细胞。在

未经 SEC激活前, IL- 2 分泌细胞频度较低, 用药后

的第一天, IL- 2 标记细胞迅速上升 ,第 3 天达峰值 ,

第 5、7天缓慢下降。结果见表 3。方差分析:各时间

组间 F=360.65, P<0.01。q 检验一一比较: 3～1、3～7、

3～5、5～7、5～1天之间 P<0.01; 7～1天之间 P>0.05。各

剂量组间 F=49.74, P<0.01。各组之间有差异。

表 3 SEC 活化细胞的 IL- 2 分泌型细胞 ( x±s)%

2.3.2 SEC激活淋巴细胞 mRNA的表达 我们采

用 RT- PCR 法对 SEC( 10U/ml)作用前后的淋巴细

胞(用药前、第 1、3、5、7 天)进行 IL- 2 检测 , 经 SEC

活化的淋巴细胞均有 IL- 2 的 mRNA表达, 以第 1、

3、5天最为明显,见图 1。

图 1 经 SEC活化淋巴细胞表达 IL- 2 的 RT- PCR电泳结果

3 讨论

自从超抗原慨念提出以来, 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。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) 金葡菌肠毒

素 ( SE) 依赖性细胞介导的细胞毒作用 ( SDCC)。

SDCC已在五型 ( A、B、C、D、E) SE 中发现 [10]。SE 是

潜在、高效的 T细胞激动剂,其作用先通过与MHC-Ⅱ

对照组 50 0

治疗 A组 31 3

治疗 B组 11 2

16

13

5

22

5

3

6

7

1

6

3

0

32.0

51.6

63.6

组别 例数
疗效 有效率

(%)CR PR MR NC PD

组别 用药前 第 1 天

10U/ml 2 18.0±1.2

对照 2 3

第 3 天

42.3±2.1

1

第 5 天

29.7±2.0

2

第 7 天

17.3±1.1

3

5U/ml 0 9.2±0.6 28.5±1.7 21.4±1.8 10.2±0.7

2.5U/ml 1 9.8±0.5 25.7±1.7 18.4±1.6 9.6±0.4
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类靶细胞结合, 然后激活细胞毒 T淋巴细胞( CTL)

来杀伤靶细胞 , 用皮克水平的 SE 可在数分钟内致

敏 T淋巴细胞杀伤肿瘤细胞 [5] ; 2)由超抗原激活的

T淋巴细胞释放多种细胞因子, 通过 ELISA发现超

抗原活化的淋巴细胞可分泌多种细胞因子—IL- 1、

IL- 2、IL- 6、IL- 16、TNF-α、β和 IFN-γ〔6,7〕; 3)LAK细胞

样细胞毒活性。有人发现单独应用 SE也对 MHC-Ⅱ

阴性的靶细胞产生杀伤,排除 SDCC作用,发现这种

作用由 NK细胞引起 , NK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 NK细胞 [11]。

从临床资料看 , 单纯采用传统的手术、放疗、化

疗 ,有效率为 32.0%;而结合 SEC的生物治疗 , 有效

率则达 51.6%和 63.6%。其中治疗 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。因此我们主张局部应用超抗原以扬超

抗原抗瘤之长,避其之短。

从本实验结果看 , 免疫组化从蛋白质水平和

RT- PCR 从 mRNA水平检测的结果都可证实。在

SEC刺激下, PBMC第一天就开始分泌 IL- 2,可持续

5～7天。其中,最大分泌出现在第 3～5天。多年来许

多肿瘤学者,特别是肿瘤免疫学家,曾设想应用肿瘤

特异性细胞毒 T细胞( CTL)来防治肿瘤 [8]。这是非常

令人向往的设想。因为机体杀伤瘤细胞的主要效应

细胞是 CTL,并具有特异性,既对肿瘤细胞发挥强大

的杀伤作用,而又无损于正常细胞,比化疗优越。IL- 2

问世以来 , 将 IL- 2 与瘤细胞或肿瘤抗原、淋巴细胞

在体外共孵,不仅可诱导出该肿瘤特异性 CTL,以杀

伤瘤细胞 , 而且使 CTL呈指数级扩增 , 注入体内的

CTL可高达 5×108,未见任何毒性反应。美国国立癌

症研究所 lotze 等 [9]将 3 例肺部有转移的肉瘤患者

PBL( 1～2×105)培养于 IL- 2与肉瘤细胞中,经 3～4周

后, CTL增殖到 1×108～109,可维持生长达数月 ,且对

自身肉瘤细胞的杀伤作用增加 2～3 倍 , 如新鲜淋巴

细胞对瘤细胞的杀伤作用为 85.0±1.9CPM, 经 IL- 2

孵育的 CTL增至 253.6±15.4CPM。此外 IL- 2还能增

强 NK细胞活性及其抗肿瘤作用。超级抗原是一种

潜在的高效的 T淋巴细胞激活剂。被超抗原激活的

T淋巴细胞即 CTL, 其胞浆内积聚很多穿孔素和粒

酶,通过细胞排粒作用分泌到瘤细胞上,聚集形成孔

道,一些效应分子如粒酶﹑TNF﹑分泌性 ATP﹑多腺苷

酸结合蛋白 TIA- 1 等可以从孔道进入瘤细胞 , 导致

细胞死亡。
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