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摘要:初步探究金葡素 SEC2改构蛋白 2M-118对 AOM-DSS诱导的结肠癌模型小鼠的药效学作用。将小鼠分为
正常组( CTL) 、AOM-DSS模型组( CＲC) 和 2M-118腹腔注射给药组( 2M-118) ，每组 10只小鼠，以 AOM-DSS诱导建立
小鼠结肠癌模型，观察给药前后结肠癌小鼠状态变化及粪便状况，进行 DAI评分;通过 HE染色观察小鼠肠组织病理
学变化;称取小鼠脾重及瘤重，计算免疫器官脾脏指数及抑瘤率;采用 ELISA法检测小鼠结肠组织中部分炎症因子的
表达情况。结果显示，AOM-DSS模型组小鼠腹泻，血便等肠炎症状明显，且后期部分小鼠出现肛外瘤情况，各项指标
与正常组相比有明显变化; 2M-118组腹泻、便血等肠炎症状明显减轻，与模型组相比促炎因子 IL-6和 TNF-α的表达
量明显下降。研究结果表明，2M-118对 AOM-DSS诱导的小鼠结肠癌有一定的保护作用。
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0 引言

结肠癌( Colorectal cancer，CＲC) 是世界上最常见的恶性肿瘤之一，在世界癌症死亡率中排名第三位，是一
种十分难以治愈的消化道疾病［1 － 2］。研究表明，患有炎症性肠病( Inflammatory bowel disease，IBD) 或溃疡性
结肠炎( Ulcerative colitis，UC) 的群体与未患相关肠道疾病的群体相比，更加容易患结肠癌，并且其患病概率
与前期肠道疾病的持续时间和严重程度成正比。常规的化疗、放疗手段在杀伤癌细胞的同时，不可避免地对
正常细胞造成不可恢复的损伤，导致患者生存率较低［3 － 6］。金葡素 C( Staphylococcal enterotoxins C，SEC) 是由
金黄色葡萄球菌产生的外源性超抗原，从葡萄球菌肠毒素中分离而来，它具有强大的 T细胞活化能力。经检
测，SEC通过产生多种细胞因子参与身体免疫应答［7］。SEC的临床应用经验主要来自金葡素注射液治疗，其
主要活性成分为 SEC2，在中国用于临床癌症治疗已超过 20 年。研究表明，金葡素注射液治疗可显著增加与
抗肿瘤相关的免疫细胞数量，改善局部免疫反应［8］，但 SEC作为一种天然肠毒素，具有一定的免疫毒性，可导
致发热、呕吐、腹泻等不良反应［9］，因此需要对其蛋白突变体进行深入研究。2M-118 是 SEC2 在其氨基酸序
列的第 20、22和 118位氨基酸残基进行突变而得到的新型突变体，其毒性作用较低，具有良好的抗肿瘤疗
效［10］。在前期研究中发现，SEC对 AOM-DSS诱导的结肠癌有一定的改善作用。本研究进一步探索其改构蛋
白 2M-118对结肠癌的药效学作用，以期为揭示改构蛋白 2M-118 的相关药理作用及机制提供新思路及新的
治疗药物。
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1 材料与方法

1． 1 实验动物
45 只无特定病原体( Specefic pathogen free) SPF级 C57BL /6雄性小鼠购自江苏集萃药康生物科技有限公
司( 5周龄，体质量为 17 ～19 g) ，动物许可证号: SCXK( 苏) 2018-0008。在吉林大学动物伦理福利委员会监督
下，本研究在吉林大学实验动物中心屏障设施内开展实验，并遵守吉林大学及国家对于实验动物伦理福利的

要求。实验过程中允许小鼠自由采食饮水。
1． 2 主要实验试剂
超抗原 SEC改构蛋白 2M-118 由沈阳协合生物制药股份有限公司提供; 氧化偶氮甲烷( Azoxymethan，

AOM) 购自美国 Sigma公司;葡聚糖硫酸钠( Dextran sodium sulfate，DSS) 购自瑞典 TdB公司; 细胞因子 ELISA
检测试剂盒购自美国 Biolegend生物技术有限公司;苏木素－伊红染色试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。
1． 3 仪器
小型动物气体麻醉机( 上海玉研科学仪器有限公司) ; 石蜡包埋机，石蜡切片机( Thermo Fisher Scientif-

ic) ; 全波长酶标仪( Biotek) ; 组织匀浆机( M． P． Biomedicals) 。
1． 4 结肠癌模型建立与给药方法
小鼠自购入后于 SPF 实验动物设施中适应饲养一周，而后将小鼠随机分为 3 组，分别为正常对照组

( CTL) ，AOM-DSS模型组( CＲC) 和 2M-118腹腔注射给药( 2M-118) 组，每组 10 只。CＲC组和 2M-118 组小鼠
腹腔注射 AOM 10 mg·kg －1，CTL组小鼠腹腔注射生理盐水 10 mL·kg －1。恢复 7 d后，CＲC组和 2M-118 组
改用 2． 5%DSS饮用 7 d，恢复 14 d，以 21 d为 DSS周期。结肠癌模型的建立需要 3个 DSS周期，然后正常喂
养直至肿瘤成熟，每日记录小鼠体质量。2M-118 组给药从第二个 DSS 周期的第 7 天开始，每 3 天按
2． 5 mg·kg －1体质量腹腔注射一次;正常组和模型组注射等量生理盐水，3 组给药同时进行，给药 7 次后停药
1个月，再重复给药方案，反复至实验结束。
1． 5 体质量变化率、免疫器官指数及抑瘤率计算
实验前后称小鼠体质量，并在实验结束后取各组小鼠脾脏及肿瘤称量，按公式( 1) ～公式( 3) 分别计算体

质量变化率 w( % ) 、脾脏指数 n及抑瘤率 η( % ) 。

w =
( m1 －mi )

m1
×100%， ( 1)

n =
ms

mr
， ( 2)

η =
( mc －mt )

mc
×100%， ( 3)

其中: m1 为小鼠第一天体质量( g) ，mi 为小鼠第 i 天体质量( g) ; ms 为脾脏质量( mg) ，mr 为小鼠体质量( g) ;
mc 为模型组平均瘤质量( g) ，mt 为给药组平均瘤质量( g) 。
1． 6 病理切片
将结肠组织保存于 10%甲醛溶液中固定。实验时取出组织适当修剪，置于包埋盒中，用 70%乙醇浸泡 3

次，每次 30 min，在第三次的乙醇中浸泡过夜。第二天分别用 80%、90%、95%乙醇和无水乙醇梯度脱水 30、
40及 50 min。取出脱水后的组织置于无水乙醇与二甲苯体积比为 1∶ 1的溶液中浸泡 1 h，然后用二甲苯浸泡
2次，每次 7 min。取出组织，置于二甲苯和熔点 54 ～56 ℃的软蜡 1∶ 1混合液中 50 min。取出组织，置于熔点
54 ～56 ℃的软蜡中浸泡。取出组织，置于熔点 58 ～ 60 ℃的硬蜡中浸泡。取出组织，在石蜡包埋机中进行包
埋，得到蜡块后 4 ℃冷藏过夜。第二天进行切片染色，使用中性树脂封片，于显微镜下观察拍照。
1． 7 ELISA检测
取保存于 －80 ℃冰箱的结肠组织，提取蛋白，定量蛋白浓度后，按照 ELISA试剂盒说明书检测小鼠结肠

组织中细胞因子 TNF-α、IL-6、IL-17及 IFN-γ的表达量。
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1． 8 统计学分析
实验数据用 Mean ± SD表示，采用 Graphpad Prism 8 软件对数据进行分析; 组间差异用 One-way ANOVA

比较，* /# P ＜0． 05为有显著性差异，＊＊ /## P ＜0． 01为差异性极显著。

2 结果

2． 1 2M-118对结肠癌小鼠体质量变化的影响
实验期间每 3天记录一次小鼠体质量，每组小鼠平均体质量的变化情况见图 1。在整个实验过程中，正

常组小鼠体质量变化率有些许波动，但总体比较平稳; 模型组小鼠体质量在注射 AOM隔天急剧下降，后缓慢
回升，在 DSS I期结束时体质量持续下降，第二次 DSS 饮水后体质量下降到最低; 2M-118 干预组的体质量变
化趋势在给药前与模型组基本一致，给药后体质量变化率趋于平稳，体质量下降率明显低于模型组，这种差异

在 DSSⅢ期表现更为明显。

时间 /d

图 1 小鼠体质量变化率

2． 2 2M-118对结肠癌小鼠免疫器官指数及抑瘤率的影响
各组小鼠脾脏指数和抑瘤率计算结果如表 1所示。与正常组 CTL相比，模型组 CＲC的脾脏指数无明显

升高，但呈现升高趋势; 2M-118组的脾脏指数与正常组及模型组相比均有显著升高，且平均瘤质量明显低于
模型组，计算得 2M-118组的抑瘤率为 60． 45%。

表 1 小鼠脾脏指数及抑瘤率的比较

组别 脾脏指数 n / ( mg·g －1 ) 瘤质量 /g 抑瘤率 η /%

CTL 1． 90 ±0． 25 — —

CＲC 2． 55 ±0． 31 0． 26 ±0． 09#### —

2M-118 5． 36 ±1． 8####＊＊＊ 0． 10 ±0． 06##＊＊＊ 60． 45

注:与 CＲC组相比，＊＊＊ P ＜0． 001; 与 CTL组相比，##P ＜0． 01，####P ＜0． 000 1;—表示无数值。

2． 3 小鼠结肠癌情况评估
在实验期间，每天收集小鼠粪便，综合小鼠粪便性状及体质量变化率( w) 进行疾病活跃指数( Disease ac-

tivity index) DAI评分，共 3个评分项，每项满分 4分，3 项得分总和即为 DAI 得分，总分越高说明小鼠患病情
况越严重，评分标准见表 2。

·311·



第 29卷 第 5期 海南热带海洋学院学报

表 2 小鼠的 DAI评分标准

评分 w /% 大便性状 便血

0 无 正常 隐血( － )

1 1 ～5 正常 ～松软 隐血( － ) ～隐血( + )

2 6 ～10 松软 隐血( + )

3 11 ～15 松软 ～腹泻 隐血( + ) ～肉眼血便

4 ＞15 腹泻 肉眼血便

根据表 2统计所得小鼠 DAI评分变化情况如图 2 所示。在整个实验周期中，正常组小鼠的 DAI 评分由
于体质量变化率的变化而略有波动，总体评分为 0分，说明小鼠未患病; 模型组小鼠评分在 DSSⅡ期和Ⅲ期饮
水过程中达到峰值，即患病情况最严重，与体质量变化基本保持一致; 2M-118 组 DAI 评分达到峰值的时间与
模型组基本保持一致，分数略高于模型组，但在饮水结束后的恢复期内，2M-118 组的评分明显低于模型组。
综上所述，2M-118对结肠癌小鼠有一定的治疗作用。

时间 /d

图 2 小鼠的 DAI评分

2． 4 2M-118对结肠癌小鼠病理变化的影响
取各组小鼠的结肠组织进行 HE染色制成切片，在显微镜下观察肠道病理变化情况。如图 3( a) 所示，正

常组小鼠结肠肌层和黏膜层形态完整，且隐窝排列整齐，无病变情况。图 3( b) 中模型组小鼠的结肠内壁呈菜
花状突起，肿瘤向下浸润至黏膜层，腺体增生活跃，有背靠背及共壁现象，造成局部结构不清晰，肿瘤位置的肌

层出现纤维化的情况，并且明显增厚，肿瘤恶性程度较高。如图 3( c) 所示，2M-118 组小鼠结肠组织有部分炎
症细胞浸润，但黏膜层基本完整，隐窝轻度扩张，但仍可见完整的隐窝腔，肌层轻度增厚，肿瘤恶性程度明显低

于模型组。上述结果说明，2M-118在一定程度上可以改善小鼠结肠癌。

( a) 正常组( CTL) ( b) 模型组( CＲC) ( c) 给药组( 2M-118)

图 3 小鼠结肠组织病理切片( 50 × )

·411·



王义山等:金葡素 SEC2改构蛋白 2M-118对 AOM-DSS诱导小鼠结肠癌的干预作用 2022年 第 5期

2． 5 2M-118对小鼠结肠组织细胞因子表达水平的影响
在实验结束后提取小鼠结肠组织蛋白，采用 ELISA 法检测各组小鼠结肠组织中 TNF-α、IL-6、IL-17 和

IFN-γ的分泌情况，结果如图4所示。与正常组相比，经AOM-DSS诱导造模的模型组小鼠结肠组织中的4个
细胞因子的表达均显著升高。如图 4( a) 及图 4( b) 所示，与模型组相比，2M-118组的小鼠结肠癌组织中 TNF-
α及 IL-6这两种炎症因子的表达均被显著的下调，炎症因子 IL-17的表达也有下降的趋势［图 4( c) ］; 而 IFN-
γ的表达与模型组并未产生显著性差异，但与正常组有极显著性差异［图 4( d) ］。上述结果表明，2M-118 不
仅能够通过抑制结肠癌发展过程中某些相关炎症性细胞因子的分泌以改善小鼠结肠癌，也可能通过提高机

体自身免疫这一途径达到抑制肿瘤的效果。

与 CＲC组相比，* P ＜0． 05，＊＊ P ＜0． 01; 与 CTL组相比，#P ＜0． 05，##P ＜0． 01，###P ＜0． 001。

图 4 小鼠结肠因子表达量

3 讨论

结肠癌通常由长期的慢性炎性肠病发展而来，慢性肠病如不能及时得到恢复、治疗，将会大大增加癌变
概率。然而，结肠癌的治疗方法极其有限，当进行治疗时，很难避免对正常细胞造成损伤，使患者长期承受患
病带来的巨大痛苦。因此需要从机体天然免疫方面寻求突破，如何激发机体自身免疫对肿瘤细胞进行有效
的杀伤与抑制作用是治疗结肠癌的热点之一［11］。有研究表明，超抗原对机体免疫细胞具有强烈的激活作用，
并且在临床上已有辅助放疗、化疗，改善癌症患者生活质量的应用［12 － 14］。
本研究采用 AOM-DSS诱导发生的结肠癌小鼠模型，并通过腹腔注射 2M-118 进行干预，以探究 2M-118

对结肠癌的作用情况。以这种方式诱发的结肠癌是与结肠炎相关的癌症，类似于人类由长期慢性肠道炎症
形成的结肠癌［15］。病理切片的结果显示，2M-118 对肠道黏膜有一定的保护作用，能减轻炎症并降低隐窝细
胞的损伤程度，从而改善肿瘤的恶性程度。结肠癌的发展过程由诸多因素共同调控，主要与免疫应答和促炎、
抗炎细胞因子的分泌有关［16］。在肠道损伤和修复过程中，细胞因子主要由免疫细胞产生，主要包括 IL-6、
IL-17和 TNF-α、IFN-γ等等。这些细胞因子通过控制细胞的增殖和凋亡，调控血管的生成，从而促进肿瘤的发
生［17 － 22］。NF-κB-IL-6-STAT3通路是炎症因子表达的核心通路［23］，对结肠癌的发生有重要影响，编码 IL-6 的
基因受到 NF-κB核转录因子的调控，活化的 NF-κB提高 IL-6的表达，进而影响 STAT3，促进结肠癌肿瘤细胞
的生长［24 － 25］。而本研究中，2M-118显著降低了小鼠结肠组织中促炎因子 IL-6 的表达。因此我们推测，这可
能与 NF-κB-IL-6-STAT3通路中下游 STAT3被抑制有关，具体的作用机制还需进一步实验验证。有研究已明
确，超抗原的作用机制为 SE依赖的细胞介导细胞毒作用( SE dependent cell mediated cycotoxity，SDCC) ［26］，SE
激活的 CD4 + T细胞能分泌足够的细胞因子，如 IFN-γ、TNF-α、TNF-γ、IL-2、IL-6、IL-12等。这些细胞因子可以
进一步激活 NK细胞发挥自然杀伤作用。而 IFN-γ、TNF 还可促进肿瘤细胞 MHCⅡ类分子的表达，从而增强
SE的抗肿瘤作用［27］。在本研究中，2M-118仅有下调 IFN-γ分泌的趋势，结果与模型组相比并无显著差异，但
与正常组存在极显著差异。因此，我们推测 2M-118 可能促进 IFN-γ的表达，激活 NK细胞的自然杀伤作用，
通过增强 SDCC以达到抑制肿瘤的效果。这一推测是否正确需要进一步加以验证。肿瘤坏死因子一方面能
调节机体免疫，使肿瘤细胞凋亡;另一方面也能作为炎症因子介导炎症的发生，其中 TNF-α主要由巨噬细胞
与 T细胞产生［28 － 29］。有研究表明，TNF-α可以通过维持肠道干细胞的存活，刺激肿瘤相关巨噬细胞的增殖，
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从而导致晚期 CＲC患者肿瘤的浸润与扩散［30］。在本研究中，2M-118显著下调了结肠组织内 TNF-α的表达，
且表达量远低于模型组，并与正常组无明显差异，但本实验并未检测脾脏、淋巴等免疫器官中细胞因子的表达
量。因此，本实验的结果仅能证明 2M-118 能够抑制 TNF-α的促炎作用，尚不明确其是否通过参与 SDCC 途
径以改善结肠肿瘤症状，需要后续实验加以验证。
本研究通过建立 AOM-DSS诱导的小鼠结肠癌模型，初步探究 2M-118 对溃疡性结肠癌的药效学作用及

作用机制。2M-118能够抑制促炎因子 TNF-α、IL-6和 IL-17的表达，并可能促进 IFN-γ的表达，通过调节免疫
改善结肠癌。本研究明确了 2M-118对 AOM-DSS诱导的小鼠结肠癌具有显著的改善作用，为 2M-118 抗小鼠
结肠癌发生机制的后续研究奠定了基础，为结肠癌的治疗提供了一种新的治疗药物。
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Effect of Staphylococcin SEC2 Modified Protein 2M － 118 on AOM － DSS
Induced Colon Cancer in Mice

WANG Yishan1a，b，c; 3a，LI Hongyi2，WANG Yuchun1a，b，c，PAN Meng1a，b，c; 3b，ZHANG Xiaoxin1a，b，c，
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b． Hainan Key Laboratory for Conservation and Utilization of Tropical Marine Fishery Ｒesources，Ministry of Education;
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2． Shenyang Xiehe Biopharmaceutical Co． Ltd，Shenyang 130052，China;
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Abstract: To initially explore the pharmacodynamics effect of Staphylococcus aureus enterotoxin SEC2 modi-
fied protein 2M-118 on colon cancer model mice induced by AOM-DSS，C57BL /6 male mice were randomly divided
into three groups，namely，the control group ( CTL) ，AOM-DSS model group ( CＲC) and 2M-118 intraperitoneal in-
jection group ( 2M-118) ，with 10 mice in each group． The colon cancer in mice was induced by AOM-DSS，and the
changes of colon cancer status and feces were observed before and after administration． Then disease activity index
( DAI) score was performed． HE staining was used to observe the colon histopathological changes，spleen weight and
tumor weight of mice were weighed，and immune organ index and tumor inhibition rate were calculated． The expres-
sion of IL-6，IL-17，TNF-α and IFN-γ were detected by ELISA． The results showed that the symptoms of diarrhea
and bloody stool were obvious in the AOM-DSS model group，and some mice developed extra-anal tumors at the later
stage． The indicators showed significant changes compared with the control group． The symptoms of diarrhea，hema-
tochezia and other enteritis in 2M-118 group were significantly alleviated． Compared with the model group，the levels
of pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-α significantly decreased． It was indicated that 2M-118 had a signifi-
cantly protective effect on colon cancer mice induced by AOM-DSS．
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