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补骨脂乙醇提取物对人T细胞亚群活化增殖及AKT/NF-κB信号通路的调节作用

李 菲，万 龙，姜明燕*

中国医科大学附属第一医院 药学部，辽宁 沈阳 110001

摘 要：目的 探讨补骨脂乙醇提取物（PCEE）对人T细胞亚群增殖和活化的影响。方法 采集健康人EDTA抗凝血，分离

外周血单个核细胞（PBMCs），ADD染色流式细胞术检测 PCEE（1、2 mg/mL）对 PBMCs的毒性；PBMCs 分为对照组、模

型组、PCEE（1 mg/mL）组，模型组和PCEE组用植物血凝素（PHA）5 μg/mL 刺激，对照组不加；3 d 后 PCEE 组加入终质量

浓度为 1 mg/mL的PCEE作用48 h，对照组和模型加入等体积的PBS。48 h后收集细胞，用流式细胞术检测CD4+和CD8+T细

胞亚群增殖（ADD 染色）、活化（CD69 和 CD25）以及 AKT、NF-κB 磷酸化水平。结果 PCEE 1 mg/mL 组活细胞比例

为（93.06±2.12）%，与对照组（95.16±1.39）%比较无显著差别；PCEE组CD4+和CD8+ T细胞的增殖显著低于模型组（P＜

0.001）；PCEE 组 CD69+CD4+、CD69+CD8+和 CD25+CD4+、CD25+CD8+ T 细胞比例显著低于模型组（P＜0.05）；PCEE 组

pAKT+CD4+、pAKT+CD8+和 pNF-κB+CD4+、pNF-κB+CD8+T 细胞比例显著低于模型组（P＜0.05）。结论 补骨脂通过抑制

AKT/NF-κB信号传导通路显著抑制T细胞增殖和活化。
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Effects of ethanol extract from Psoralea corylifolia on activation and proliferation

of human T cell subsets and regulation of Akt/NF-κB signaling pathway
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Abstract: Objective To investigate the effects of ethanol extract from Psoralea corylifolia (PCEE) on proliferation and activation of T

cell subsets. Methods EDTA anticoagulant blood was collected from healthy subjects, and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)

were isolated, ADD staining flow cytometry was used to detect the toxicity of PCEE (1, 2 mg/mL) to PBMCs. PBMCs were divided into

control group, model group, and PCEE (1 mg/mL) group. PBMCs in model group and PCEE (1 mg/mL) group were stimulated with

phytohemagglutinin (PHA) 5 μg/mL for 3 d, the control group was not added. PCEE group was added with a final mass concentration of 1

mg/mL for 48 h, control group and model were added with equal volume of PBS. Cells were collected 48 h later, and the proliferation

(ADD staining), activation (CD69 and CD25), AKT and NF-κB phosphorylation levels of CD4+ and CD8+ T cell subsets were detected by

flow cytometry. Results The proportion of living cells in PCEE 1 mg/mL group was (93.06 ± 2.12)% , which was not significantly

different from that in control group (95.16 ± 1.39)%. The proliferation of CD4+ and CD8+ T cells in PCEE group was significantly lower

than that in model group (P < 0.001). The proportion of CD69+CD4+, CD69+CD8+ and CD25+CD4+, CD25+CD8+ T cells in PCEE group

was significantly lower than that in model group (P < 0.05). The proportion of pAKT+CD4+ , pAKT+CD8+ and pNF-κB+CD4+ , pNF-

κB+CD8+ T cells in PCEE group was significantly lower than that in model group (P < 0.05). Conclusion This study showed that PECC

significantly inhibited T cell proliferation and activation by inhibiting theAkt/NF-κB signaling pathway.
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补骨脂为豆科植物补骨脂 Psoralea corylifolia

L.的干燥成熟果实，含香豆素类、萜酚类和黄酮类

等多种活性成分，对免疫功能具有双向调控作用［1］，

能够增强免疫功能被抑制小鼠的免疫应答［2］，对免

疫功能异常的白癜风患者也有明确疗效［3］。T细胞

的异常活化、各细胞亚群比例失衡可通过分泌相关
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细胞因子、趋化因子直接或通过影响B细胞分化及

浆细胞分泌间接导致组织损害和功能障碍，进而导

致自身免疫性疾病，如银屑病、艾滋病（HIV）等［4］。

研究发现，补骨脂对脂多糖（LPS）诱导的巨噬细胞

RAW264.7活化具有抑制作用，抑制RAW264.7细胞

产生白细胞介素（IL）-6和肿瘤坏死因子（TNF）-α［3］。

但补骨脂对人T细胞功能的影响和机制尚不完全清

楚［5］，探讨其对人 T细胞功能及其信号传导通路的

影响，将有助于揭示补骨脂调节免疫功能的分子机

制。本研究拟对补骨脂乙醇提取物（ethanol extract

from Psoralea corylifolia，PCEE）对人 T细胞功能的

影响进行体外研究，采用流式细胞术检测T细胞增

殖、活化以及AKT/NF-κB信号通路的变化，为揭示补骨

脂发挥免疫调节作用的机制及其临床应用提供依据。

1 材料

1.1 PCEE的制备

补骨脂饮片购自中国医科大学附属第一医院

中药房，经本院高级职称中药师何威鉴定，其性状、

色泽、质地、气味均符合《中国药典》2020年版规定。

生药于 80 ℃下干燥后打成粗粉，取粗粉 100 g，用

90% 乙醇 100 mL 室温下密闭浸泡并震荡，1 周后

收集提取液，再将沉渣用 90% 乙醇提取 1 次 ，

将 2 次 提 取 液 混 合 ；以 3 000 r/min离心 10 min

取上清，置沸水浴中挥尽乙醇，浓缩至稠膏状。经

高效液相色谱法测定，PCEE含补骨脂素和异补骨

脂素的总量约为 0.92%，符合《中国药典》2020年版

含量测定标准（0.7%）。用含 0.1% 二甲基亚砜的

PBS溶解后置 4 ℃冰箱冻存备用，临用时用培养基

稀释至设定浓度［6］。

1.2 主要试剂与仪器

胎牛血清（FBS）、RPMI1640 培养基，抗 CD3-

PerCP、抗 CD4-APC-Cy7、抗 CD8-FITC、抗 CD69-

PE-Cy7、抗 CD25-PE 荧光抗体（美国 BD 公司）；抗

pAKT-PE 和 抗 pNF- κB-PE 抗 体 、7-AAD（美 国

Biolegend公司）；荧光标记同型对照 IgG1 κ-PerCp、

IgG1 κ-APC-Cy7、IgG1 κ-PE（美国 BD 公司）；荧光

标记的同型对照 IgG1 κ-FITC、IgG1 κ-PE-Cy7（美国

Biolegend 公司）；CellTraceTM Violet 细胞增殖试剂

盒（ 美 国 Invitrogen 公 司 ）；抗 Phospho-NF- κB

p65（Ser529）抗体和打孔缓冲液（美国 eBioscience公

司）；抗 Phospho-AKT（Ser473）（美国 CST公司）；植

物血凝素（PHA，Sigma公司，规格5 mg/支）。

流式细胞仪 LSR-II（美国 BD 公司）；CO2培养

箱（美国 Thermo Fisher 公司）；离心机 X-15R（美国

Beckman Coulter公司）。

2 方法

2.1 样本采集和外周血单个核细胞（PBMCs）的提取

样本供者 9 例，男性 5 例、女性 4 例，平均年

龄（37.07±6.50）岁，排除乙型肝炎、丙型肝炎、艾滋

病病毒感染者以及自身免疫性疾病患者，均来自中

国医科大学附属第一医院。本研究课题通过了中

国医科大学附属第一医院医学科学研究伦理委员会批

准，样本供者均签署了知情同意书。9例用于细胞毒性检

测，6例用于细胞活化、增殖以及NF-κB和AKT磷酸化检

测。采集EDTA抗凝外周血8 mL，用等体积PBS稀释。

在50 mL离心管中加入10 mL Ficol，用移液器将稀释后

的全血缓慢加到Ficol液面上，400×g离心30 min。用

移液管吸取PBMCs层，PBS洗涤后计数细胞。

2.2 PCEE的细胞毒性测定

调整PBMCs细胞浓度为 1×106/mL，1 mL/孔接

种于24孔培养板，给予PCEE 1、2 mg/mL［6］作用 48 h，对

照组不加药。收集细胞，用 7-AAD染色后，上流式

细胞仪进行检测。

2.3 对T细胞增殖检测

将 1×106/mL PBMCs 细胞加入 24 孔培养板，

1 mL/孔，分为对照组、模型组、PCEE治疗（1 mg/mL）组，

模型组和PCEE组用PHA 5 μg/mL 刺激［ 7］，对照组

不加；3 d后 PCEE组加入终质量浓度为 1 mg/mL的

PCEE作用 48 h，对照组和模型加入等体积的 PBS。

采用CellTraceTM violet细胞增殖试剂盒，按说明书

进行操作。将被 violet标记的 PBMCs进行染色，加

抗 CD4-APC-Cy7、CD8-FITC，上样前加 7-AAD，用

流式细胞仪进行检测。

2.4 PCEE对PHA刺激T细胞活化检测

将 1×106/mL PBMCs 细胞加入 24 孔培养板，

1 mL/孔，分为对照组、PCEE单给药（1 mg/mL）组、

模型组、PCEE 治疗（1 mg/mL）组，模型组和 PCEE

治疗组用植物血凝素（ PHA）5 μ g/mL刺激［7］，

对照组和 PCEE单给药组不加；3 d后 PCEE单给药

和治疗组加入终质量浓度为 1 mg/mL的PCEE作用

48 h，对照组和模型加入等体积的PBS。收集细胞，

加入流式管，PBS洗涤后，加入荧光染料进行表面染

色：抗CD3-PerCP、抗CD4-APC-Cy7、抗CD8-FITC、

抗 CD69-PE-Cy7、抗 CD25-PE 荧光抗体，5 μL/管。

混匀后，室温避光染色 20 min。每管加入 2 mL

PBS，混匀后 350×g 离心 7 min。离心后，弃上清，

PBS重悬细胞，加多聚甲醛固定，用流式细胞仪进行

检测，BD FACSDivaTM软件分析结果。
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2.5 T细胞AKT与NF-κB磷酸化检测

细胞接种及给药操作同“2.3”项，按照 Phosflow

试剂盒按说明书进行操作，采用抗CD4-APC-Cy7和

抗 CD8-FITC 抗体表面染色后，加固定缓冲液室温

孵育 30 min。洗涤 2次后，加打孔缓冲液，加抗 p65-

PE或p-AKT，室温孵育30 min，上流式细胞仪检测。

2.6 统计学分析

采用 SPSS 19.0和Graph prism 9软件进行数据

分析。计数资料采用构成比，计量资料用 x
—

±s表示。

采用配对 t 检验分析细胞表面标志物、pNF-κB、

p-AKT 水平的变化。

3 结果

3.1 PCEE的细胞毒性

7-AAD阴性的细胞为活细胞，结果显示，PCEE

1 mg/mL 组活细胞比例为（93.06±2.12）%，与对照

组（95.16±1.39）%比较无显著差别。2 mg/mL组活

细胞比例（78.49±5.08）%显著低于对照组（P＜

0.01）。在后续的实验中采用 1 mg/mL的PCEE处理

细胞。结果见图1。

3.2 PCEE对T细胞增殖的影响

如图 2 所示，与对照组比较，模型组 CD4+ T、

A-从CD3+ T细胞群圈出CD4+ T与CD8+ T细胞的画门策略；B-CD4+ T细胞增殖流式细胞术检测结果；C-CD8+ T细胞增殖流式细胞术检测结果；
与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：###P＜0.001

A-strategy for gating CD4+ and CD8+ T cells from CD3+ T-cell population；B-flow diagram of CD4+ T cell proliferation；C-flow diagram of CD8+ T
cell proliferation；***P < 0.001 vs control group；###P < 0.001 vs model group

图2 PCEE对T细胞增殖的影响

Fig. 2 Effect of PCEE on T cell proliferation

与对照组比较：***P＜0.001
***P < 0.001 vs control group

图1 PCEE对T细胞存活的影响
Fig. 1 Effect of PCEE on T cell survival
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CD8+ T 细胞比例显著增加（P＜0.001）；PCEE 组增

殖 CD4+ T 细胞比例（30.11±5.38）%显著低于模型

组（92.55%±4.71%）（P＜0.001）；PCEE 组 增 殖

CD8+ T 细胞比例（32.43%±6.67%）显著低于模型

组（91.92%±5.65%）（P＜0.001）。

3.3 PCEE对T细胞活化的影响

与对照组比较，PCEE单给药组 CD69+CD4+ T、

CD69+CD8+ T 细胞比例没有明显变化 ，模型组

CD69+CD4+ T、CD69+CD8+ T 细 胞 比例显 著 增

加（P＜0.001）；PCEE 治疗组 CD69+CD4+ T 细胞比

例（63.33±19.88）% 显 著 低 于 模 型 组（73.22±

21.47）%（P＜0.05）；PCEE 治疗组 CD69+CD8+ T 细

胞比例（53.13±13.41）%显著低于模型组（66.7±

20.25）%（P＜0.05）。结果见图3。

与对照组比较，PCEE单给药组 CD25+CD4+ T、

CD25+CD8+ T 细胞比例没有明显变化 ，模型组

CD25+CD4+ T、CD25+CD8+ T 细 胞 比 例 显 著 增

加（P＜0.001）；PCEE 治疗组 CD25+CD4+ T 细胞比

例（53.07±25.02）% 显 著 低 于 模 型 组（66.92±

22.45）%（P＜0.05）；PCEE 治疗组 CD25+CD8+ T 细

胞比例（21.32±15.88）%显著低于模型组（53.51±

10.47）%（P＜0.05）。结果见图4。

3.4 PCEE对T细胞AKT和NF-κB磷酸化的影响

与 对 照 组 比 较 ，模 型 组 pAKT+CD4+ T、

pAKT+CD8+ T 细 胞 比例显 著 增 加（P＜0.001）；

PCEE 治 疗 组 pAKT+CD4+ T 细 胞 比 例（36.77±

12.82）% 显著低于模型组（54.22±13.01）%（P＜

0.05）；PCEE 治 疗 组 pAKT+CD8+ T 细 胞 比

例（31.43±10.45）% 显 著 低 于 模 型 组（51.92±

13.72）%（P＜0.05）。结果见图5。

与对照组比较，模型组 pNF-κB+CD4+ T、pNF-

κB+CD8+ T 细胞比例显著增加（P＜0.001）；PCEE

治疗组 pNF-κB+CD4+ T 细胞数量（27.6±6.19）%显

著低于模型组（42.17±13.66）%（P＜0.05）；PCEE治

疗组 pNF-κB+CD8+ T细胞数量（31.97±12.6）%显著

低于模型组（45.08±12.79）%（P＜0.05）。见图6。

4 讨论

补骨脂含有种类丰富的活性化合物，具有耐药

性低、不良反应少，毒副作用小等优点。中药补骨

脂已越来越多地应用于抗肿瘤、促进骨组织再生，

对超敏反应、移植排斥反应等疾病均有显著的治疗

效果。补骨脂在免疫调节中的重要作用也逐渐被

人们所认识和重视，对免疫器官、免疫细胞及免疫

分子既可以发挥促进作用，也可以发挥抑制作用。

补骨脂的多重药理作用已被现代研究证实，具有很

高的药用价值［8］。深入探讨补骨脂的作用及其机制

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05
***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05 vs model group

图3 PCEE对T细胞CD69表达的影响

Fig. 3 Effect of PCEE on CD69 expression in T cells
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将为进一步开发提供科学依据。

从调整免疫机制的角度探讨中医药疗效的研

究目前尚处于起步阶段。T细胞是重要的免疫细胞

之一，在细胞免疫应答中发挥重要作用。T细胞功

能异常是银屑病、红斑狼疮、类风湿等多种免疫性

疾病的致病机制之一［9-11］。而补骨脂对 T细胞的免

疫调节作用研究甚少，其分子机制尚未见报道。

本研究采用流式细胞仪对 PHA 活化的人 T 细

胞研究结果显示，使用适当浓度的 PCEE，且不会导

致T细胞死亡的前提下，可显著抑制CD4+和CD8+ T

细胞增殖，提示 PCEE 对 T 细胞有明显的免疫调节

作用。为进一步探讨 PCEE对刺激活化的T细胞发

挥免疫调节作用的机制，采用流式细胞仪对 2个早

期活化指标CD69和CD25的表达水平进行了检测，

结果显示，PCEE 处理 48 h 后，CD4+和 CD8+ T 细胞

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05
***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05 vs model group

图4 PCEE对T细胞CD25表达的影响

Fig. 4 Effect of PCEE on CD25 expression in T cells

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05
***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05 vs model group

图5 PCEE对T细胞AKT磷酸化的影响

Fig. 5 Effect of PCEE on Akt phosphorylation in T cells

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05
***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05 vs model group

图6 PCEE对T细胞NF-κB磷酸化的影响

Fig. 6 Effect of PCEE on NF-κB phosphorylation in T cells
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的CD69和CD25表达水平均显著下降，提示 PCEE

很可能是通过抑制T细胞活化导致T细胞增殖受到

抑制。AKT 是 T 细胞活化非常重要的信号传递通

路之一［12］。为揭示PCEE发挥免疫调节作用、抑制T

细胞增殖和活化的机制，本研究采用流式细胞仪对

AKT 的磷酸化水平进行检测，结果显示，PCEE 组

CD4+和 CD8+ T细胞的 AKT磷酸化水平显著降低。

NF-κB是 AKT信号传递通路下游的一个信号转导

蛋白，采用流式细胞仪对NF-κB的磷酸化水平进行

的检测，结果显示，PCEE 组 CD4+和 CD8+ T 细胞的

NF-κB 磷酸化水平显著降低。提示抑制 CD4+和

CD8+ T细胞的AKT/NF-κB信号通路的信号传递是

PCEE抑制T细胞增殖活化、发挥免疫调节作用的分

子机制。

本研究结果显示，PCEE 对 PHA 活化的人 T 细

胞亚群有显著的免疫调节作用，下调AKT/NF-κB信

号传递通路是其分子机制，揭示了补骨脂发挥免疫

调节作用的新机制，为补骨脂的临床应用提供了科

学依据。
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