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云芝糖肤对人外周血淋巴细胞增殖

和 T 细胞亚群变化的调节作用△

苏州 医学院药理教研室 ( 2 1 5 0 0 7) 梁中琴
资

盛伟华 “ 王晓霞 杨吉成
“ ’

顾振纶

摘 要 用流式细胞仪技 术和 M T T 法观察 了云芝搪肤 ( P S P )对 由植物血凝素 ( P H A )诱导的人外

周血淋 巴细 胞 ( P B L )增殖 和 T 细胞 亚群变化 的调节作用
。

结果表 明
,

50 ~ 10 。 拌g /m L P S P 对经

P H A 诱导的人 P B L 增殖有显著的促进作用 (尸 < 0
.

0 5 )
,

该浓度 的 P S P 也能促进细 胞从 G l
期进人

S 期
,

并 可使 C D梦细胞 明显升高
,

使 C D才/C L 。
细 胞 比例增加

,

提示 P S P 具有免疫促进作用
。

关键词 云芝糖肤 人外周血淋 巴细胞 增殖 T 细胞亚群

近 年 来 实 验 研 究 证 明
,

云 芝 糖 肤 滤后置冰箱保存
; 人 白细胞取 自昆山中心血

( p o l y s a e e h a r i o p e p t ie d
,

P S P ) 具 有广 泛的药 站 提 供 的健 康 人 外 周 血
; M T T

、

碘 化丙 吮

理作用
,

特别对机体的免疫功能具有调节 和 ( IP ) 为 S i g m a 产品 ; C D才
、

C D奋单抗 为北京

增强作用 〔1一 3 〕 。

但 P S P 对人外周血淋 巴细胞 邦定生物医药公司产品
。

( p e r i p h e r a l b l o o d l y m p h o e y l e s ,

P B L ) 作 用 2 方法

的体外实验研究迄今未见报道
。

我们研究 了 2
.

1 P B L 的分离
:

取健康人的 白细胞 5 份
,

P S P 对 P H A 诱导的人 P B L 的增殖作用和对 分别用含有 10 U /m L 肝素和 10 0 U /m L 双

T 细胞亚群变化的影响
,

为云芝糖肤 的免 疫 抗 的无钙镁磷酸缓冲液 ( P B S ) 稀释后
,

再用

调节作用提供新的药效学资料
。

淋 巴细胞分层液 (体积质量 比为 1
.

0 7 7 )分离

1 材料 淋 巴 细 胞
,

用 P B S 离 心 洗涤 2 次
,

最后 用

云芝糖肤系多孔 菌科真菌云芝 oC ir of u : 1 6 4 0 培养液 (含小牛血清 10 %
,

双抗 1 00 U /

v e sr i c o l o r ( L
.

e x
.

F r
.

) Q u e l c o v 一 1 菌株 中提 m L )调细胞数为 1 X 1 0 6

/m L 备用
。

取的蛋白多糖肤
,

由上海师范大学微生物 与 2
.

2 P B L 增殖活性检测

免疫学研究所杨庆尧教授提供
,

淡褐色粉末
,

2
.

2
.

1 M T T 比色法 〔4 〕 :

将细胞加人 96 孔培

0
.

1 9 溶于 1 0 m L 1 6 4 0 培养液 中
,

经无菌过 养板 中
,

加人 不 同浓度 的 P S P ( 6一 8 0 0 拜g /

.
A d d r e s s :

I
J

i a n g Z h o n g q i n
,

D e p a r t m e n t o f P h a r m a e o l o g y ,

S u z h o u M e d i e a 1 C o ll e g e ,

S u z h o u

梁中琴 女
,

现为苏州 医学 院药理 学教研室副教授
,

硕士
。
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。
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m L )
,

稳定培养 10 h 后加人 P H A (终浓度为

1 0 0 拼g /m L )
, 3 7℃

、

5 % C O
:

条 件 下培 养 7 2

h
,

在 细胞培养 结束前 4 h 加人 M T T (唾 哇

蓝
,

使 用浓 度 为 s m g /m L
,

1 0 拼L /孔 )
, 4 h

后用酸化 十二烷基磺酸钠 ( S D S )终止反应
,

以 M R
一

7 1 0 型 酶 标 仪 测 O D 值 ( 参 考 波 长

6 3 0 n m
,

实验波长 5 7 0 n m )
。

2
.

2
.

2 流 式 细胞 仪 ( F A C S ) 检测 细 胞 周

期 〔5〕 :

以 不 同浓度 的 p s p ( 5 和 1 0 0 拌g /m L )

与人 P B L ( 5 x 1 0 6

/m L )
、

P H A ( 1 0 0 拌g /m L )

共 同培养 72 h 后收获细胞
,

以冷的 P B S 洗涤

2 次
,

细胞沉淀用 70 %乙醇混匀备用
,

上机前

用 P B S 洗 涤后再用 P B S 调细胞浓度 为 I X

1 0
6

/m L
,

加人 R N A 酶 5 0 拼g / m L
,

3 7 oC 水浴

作用 30 m in 后置冰浴终止反应
,

每毫升细胞

悬液加 P l 染液 1 0 0 拌L ( 1 拜g /m L )
,

暗室 中放

置 30 m in 后
,

用流式细胞仪分析细胞周期
。

2
.

3 T 细胞亚群的双标记检测 〔6〕 :

选择促进

增殖效应最佳浓度的 p s p ( 5 0 ~ 1 0 0 拌g /m L )

与人 P B L 及 P H A 混合培养至 4 8 h
,

调细胞

浓 度 为 l x 10
6

/m L
,

每 个 样 品 分 别 加 人

C D才
、

C D才单抗
,

同时加人 荧光素标 记 的羊

抗 鼠 Ig G 抗体及抗体稀释液各 1 00 拼L
,

放置

4℃冰箱 30 m in
,

洗涤 2 次后用 流式细胞 仪

检测
,

每份标本测 5 X 10
4

细胞
,

在荧 光直方

图上分 别计 算 出 C D才
、

C D奋细胞 峰的百 分

率
。

2
.

4 统计学处理
:

实验结果用方差分析统计

处理
。

3 结果

3
.

1 P S P 对 P H A 活化的人 P B L 增 殖的调

节作用
:

经 P H A 活化后的人 P B L 在不同浓

度 的 P S P 作用下培养 72 h
,

M T T 比色法检

测
,

结果见表 1
。

其 O D 值的变化与浓度不呈

正相关
,

高浓度 的 P S P ( 4 0 0 拼g /m L ) 促增殖

作 用较 低
,

而 低 浓 度 P S P ( 12
.

5 ~ 2 00 拜g /

m L )作用显著
,

其 O D 值明显高于 P H A 对照

组
,

经统计学处理差异显著 ( P < 0
.

0 5 )
,

呈 现

明显的促进作用
,

最佳促进效应浓度为 50 ~

1 0 0 拌g /m L
,

随着 P S P 浓度的降低
,

增殖活性
·

3 8
.

也随之降低
,

但最小浓度 6
.

1 25 拼g /m L 仍有

增殖 效应
,

提示 P S P 对 活化 的人 P B L 增 殖

有 明显的促进作用
。

裹 1 P S P 对人 P B L 增殖的影响 ( n = 4压士 s )

组 别 P S P伽 g /m L ) O D 值

PH A 对照组

P H A十 P S P 处理 组 4 0 0

2 0 0

1 0 0

5 0

2 5

1 2
.

5

6
.

2 5

0
.

1 3 8士 0
.

0 2 5

0
.

1 9 3士 0
.

0 2 2

0
.

2 4 4士 0
.

0 2 1
伪

0
.

2 6 8士 0
.

0 2 6
.

0
.

2 5 6士 0
.

0 3 5
甘

0
.

2 4 5士 0
.

0 2 5
`

0
.

2 4 8士 0
.

0 3 1
份

0
.

2 2 6士 0
.

0 2 8

与对照组 比较
: .

尸 < 0
.

05

流式细胞仪检测 细胞周期 的结果显示
,

P S P 浓度为 5 0 拌g / m I
J

时可使 P H A 活化 的

人 P B L 有 10
.

67 %细胞进人 S 期
,

P S P 浓度

为 1 0 0 拼g /m L 时有 1 4
.

3%细胞进人 S 期
,

而

单加 P H A 对照组仅有 5
.

93 %进人 S 期
。

提

示 P S P 明显促进经 P H A 活化的细胞进人 S

期
,

进一步表明 P S P 可促进 人 P B L 的 D N A

合成 (表 2 )
。

表 2 P S P 对 P H A 诱导的人 P B L 进入细胞周期的

影响 ( n = 3
,

万士 s )

不同时期细胞百分数
组别

P S P

(拌g / m L ) G l

PH A 对照 一 8 1
.

67士 4
.

3 9 5
.

9 3士 1
.

1 6 12
.

4 3士 4
.

0 1

P HA十 P S P 10 0 74
.

9 3士 4
.

7 1 1 4
.

30士 1
.

90
苦

10
.

8 0士 3
.

8 3

50 76
.

1 6士 3
.

5 9 1 0 67士 3
.

08
肠

13
.

2 0土 3
.

3 0

与 PH A 对照组比较
: “

尸 < 0
.

05

3
.

2 P S P 对经 P H A 活化后的 T 细胞亚群

变化的影响
:

见表 3
。

表 3 P S P 对细胞亚群变化的影响 (n 一 3厉士
: )

组别
P S P

CD才
(拜g / m L )

C D才

PH A 对照

P H A十 P S P

ls000

1 3
.

65士 3
.

0 4 4
.

8 5士 2
.

76

2 5
.

85士 6
.

01 签 5
.

35士 0
.

16

21
.

20士 4
.

81
赞 5

.

16士 0
.

71

G才/ C D才

2
.

9 5士 1
.

1 7

5
.

0 2士 2
.

15

4
.

0 8士 0
.

9 1

与 P HA 对照组比较
: `
尸 < 0

.

05

结果表 明在加人 P S P 的实验组 中 T 细

胞亚群有 明显 的变化
,

C D才细胞 明显 增加
,

C D扩细胞也 略有增 加
,

但 主要呈 现为 C D犷

细胞 的增加
,

故使 C D才/ C D子 比值升高 ( P <

0
.

0 5 )
。

4 讨论



P S P 能 明显抑制肿瘤生长
,

初步 的研究

表明
,

其抑瘤机制与免疫调节作用相关
〔`

, ’ 〕 。

本文用 M T T 比色法和流式细胞仪分析法检

测 了不 同浓 度 P S P 对 P H A 活化 的人 P B L

增殖的影响
,

两种检测方法均显示 出 P S P 对

人 P B L 的增殖有明显的促进作用
。

与 M T T

比色法相 比
,

流式细胞仪分析法不仅能直 接

观察细胞 内 D N A 的含量
,

而 且可确定细胞

周期
,

能较准确地定位药物的作用时相
,

结果

表 明 P S P 主要作用于细胞周期的 S 期
,

提示

P S P 对活化 的人 P B L 增殖有 明显 的促进作

用
。

研究 结果还 表 明
,

经 P H A 活化后 的人

P B L 在 1 0 0 拼g /m L 浓度 的 P S P 作 用 下
,

T

细胞亚群发生明显改变
,

使 C D才细胞大量增

多
,

而 C D才 细 胞 增 加 的 幅 度 较 少
,

因 此

C D才/ C D矿比值升高
,

说 明 P SP 可使细胞免

疫功能增强
,

由此表明 P S P 能增强机体免疫

功能
,

是一种有效的免疫增强剂
。
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