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摘　要: 目的　研究聚酯型儿茶素对人外周血单核细胞免疫反应的影响。 方法　采用 M T T法测定淋巴细胞增殖

反应和 IL-2活性 ,采用免疫细胞化学和间接免疫荧光测定 IL-2R的水平 ,采用放射免疫法测定细胞内 cAM P浓

度。 结果　 50, 150, 500μg /m L聚酯型儿茶素对人外周血单核细胞增殖有明显的促进作用 ,亦可促进经植物血凝

素 ( PHA)活化的人外周血单核细胞产生 IL-2及表达 IL-2R。此外 ,聚酯型儿茶素可明显降低人外周血单核细胞内

cAM P浓度 ,也可对抗前列腺素 E1 ( PGE1 ) 升高 cAM P的作用。 结论　聚酯型儿茶素对人具有明显的免疫增强作

用 ,其机制与促进 IL-2的诱发及其受体的表达 ,降低细胞内 cAM P水平有关。
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Abstract: Object　 To study the immunomodula to ry ef fects o f theasinesin ( TS) on human peripheral

blood mononuclea r cells ( PBMC) in vit ro. Methods　 The pro liferation response of lymphocy tes and IL-2

production of human PBMC were detected by M T T method. IL-2R expression w as determined by immuno-

cytochemist ry and indirect immuno fluo rescence. The int racellula r cAMP level w as assayed by radioim-

munoassay. Results　 50, 150, 500μg /mL TS could enhance phy tagg lutinin ( PHA) -induced human PBMC

proliferation in a dose-dependent manner. The IL-2 production and IL-2R expression of PHA-activ ated

PBMC were increased ma rkedly under the presence o f TS. TS also decreased cAMP level of PBMC and in-

tensiv ely w eaken the cAM P upregula ting ef fect o f prostag landin E1 ( PGE1 ) . Conclusion　 TS possesses a

potential immunoenhancing ef fect w hich migh t be made by decreasing the cAMP level of PBMC, promo t-

ing IL-2 production and IL-2R expression.
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　　聚酯型儿茶素 ( theasinesin, T S) 是从绿茶中

提取的一种多酚类新型化合物 [1 ] ,研究发现 TS对

小鼠免疫功能有明显的调节作用 (资料待发表 )。本

实验选用 T 淋巴细胞增殖反应、 IL-2诱发及 IL-2

受体 ( IL-2R)表达测定等细胞免疫功能指标 ,研究

T S对人外周血单核细胞免疫反应的影响 ,为探讨

其机制还观察了 T S对细胞内第二信使环磷酸腺苷

(cAM P)的影响。

1　材料和方法

1. 1　主要药品与试剂: 聚酯型儿茶素 (华中农业大

学食品科技系提供 ,纯度 80% ) ,新生小牛血清 (杭

州四季青生物工程材料研究所 ) ,淋巴细胞分离液

(上海试剂二厂 ) ,植物血凝素 ( PHA) (广州医药工

业研究所 ) ,鼠抗人 IL-2R单抗 ( Tac) 和异硫氰酸

荧光素 ( FITC)标记羊抗鼠 IgG (卫生部武汉生物

制品所 ) , SABC免疫组化染色试剂盒和 DAB显色

试剂盒 (武汉博士德生物工程有限公司 ) , 125 I-

cAMP RIA ki t (上海中医药大学同位素室 )。
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1. 2　实验对象: 正常人外周血取自武汉市中心

血站。

1. 3　淋巴细胞增殖实验:用淋巴细胞分离液制备人

外周血单核细胞 ( PBMC)。于 96孔板中每孔加 1×

10
7
/mL PBMC细胞悬液 100μL,再加 100μL培养

液或含有不同浓度 TS和亚适浓度 PHA (μg /mL)

的培养液 ,每一样品设 3复孔。 37℃、 5% CO2环境

培养 68 h, M T T法测定各孔的吸光度值 ( A570 nm ) ,

计算细胞增殖百分率。

1. 4　 IL-2的诱生和活性检测

1. 4. 1　 IL-2的诱生
[2 ]
:将 2× 10

6
/mL人 PBMC加

入 24孔培养板中 ,每孔 1 mL,然后分别加入内含

50μg /mL PHA或 PHA和 TS的 RPM I-1640培

养液 1 mL,以及单独加入培养液作为阴性对照。培

养 24 h离心取上清液 ,用 Con A活化的小鼠脾细

胞 MT T法测定 IL-2活性。 部分细胞继续培养至

48 h,检测细胞膜 IL-2R。

1. 4. 2　 Con A活化脾细胞的 M TT法检测 IL-2活

性:常规制备小鼠脾细胞悬液 ,且 RPM I-1640培养

液配成 2× 106 /mL。取 10 mL置培养瓶中 ,加入

Con A (终浓度 5μg /mL) , 37℃、 5% CO2培养 72

h,轻轻摇瓶 ,离心 ( 1 500 r /min, 8 min)取细胞 ,分

别加到 2管各盛有 4 mL质量体积比为 1. 063的

FI分层液上 ;离心 ( 1 500 r /min, 20 min) ,吸出单核

细胞层。用含 10 mg /mLα-甲基甘露糖苷 (α-MM )

的 BSS液洗涤细胞 2次 ,再用 10% N BS-1640培养

液洗 1次 ,并配成 2× 106 /mL的细胞悬液。按每孔

100μL加入 96孔细胞培养板 ,再加入待测样品

100μL。 37℃、 5% CO2培养 48 h。吸弃上清液 ,每

孔加入 5 mg /mL M TT溶液 100μL继续培养 2 h。

离心 ,弃上清液 ,每孔加入酸化异丙醇 120μL,振荡

使充分溶解 , DG3022型酶联免疫检测仪 (南京华东

电子管厂 )测定各孔的吸光度值 ( A570 nm )。

1. 5　 IL-2R的免疫细胞化学法检测
[3 ]: 细胞样品涂

片后 ,纯丙酮 4℃ 固定 20 min。滴加适当稀释的鼠

抗人 Tac, 4℃ 过夜。 加生物素化羊抗鼠 IgG工作

液 10μL, 37℃ , 20 min。再加生物素化 SABC,最后

DAB显色。在显微镜下 ,每张玻片随机选取 10个图

像并转入图象分析仪 ,用 HPIAS-1000高清晰度彩

色病理图文档案系统测定 100～ 150个细胞 (每张

涂片 ) ,计数阳性细胞百分率 ,并测定积分吸光度 ,然

后计算出细胞平均吸光度值。

1. 6　细胞表面 IL-2R间接免疫荧光测定方法
[4 ]
:

收集培养后的细胞每试管 1× 10
6
个 ,用冷 1. 5% 小

牛血清 PBS洗涤 ,离心弃上清液后 ,每管加入 1∶

40稀释的鼠抗人 Tac ( IL-2R位点之一 ) 单抗 200

μL,同时设二抗对照 ,混匀 ,置水浴 30 min。用冷

1. 5% 小牛血清 PBS洗 3次 ,最后一次离心弃上清

后 ,加入 1∶ 40稀释的 FITC羊抗鼠 Ig G荧光抗体

200μL,混匀 ,置冰浴 30 min。冷 1. 5% 小牛血清

PBS洗 3次后 ,以每管 0. 2 mL冷 PBS悬浮细胞 ,

置冰浴中送流式细胞仪 ( FACS)测定。每管样品分

析 10 000个细胞得出表面 IL-2R阳性细胞的百

分率。

1. 7　细胞内 cAMP 的检测
[6 ]
: 用煮沸法提取

cAMP样品 ,置 - 20℃ 保存待测。采用放射免疫法

( RIA法 )以 FJ-2011γ-免疫计数器 (国营西安 262

厂 )测定细胞内 cAM P浓度 ,严格按试剂盒说明书

进行测定。

2　结果

2. 1　 TS对人 PBMC增殖反应的影响:见表 1。 TS

从 50μg /mL开始对 PHA诱导的人 PBMC增殖有

明显促进作用 ,细胞增殖百分率明显增加 , TS浓度

为 150μg /m L时 ,细胞增殖百分率高达 137. 8% 。

表明 T S可促进活化 PBMC的增殖反应。
表 1　 TS对人外周血单核细胞增殖反应

的影响 ( n= 5, x± s )

组　别　　　　 A 570 nm 增殖百分率 (% )

培养液对照 0. 37± 0. 13

PHA 50μg /m L 0. 44± 0. 16 118. 9

PHA+ TS 50μg /mL 0. 47± 0. 12* 127. 0

PHA+ TS 150μg /mL 0. 51± 0. 08* * 137. 8

PHA+ TS 500μg /mL 0. 51± 0. 10* * 137. 7

　　与 PHA组比较: * P < 0. 05　* * P < 0. 01

2. 2　 TS对人 PBMC产生 IL-2的影响: 见表 2。

50, 150, 500μg /mL T S组 IL-2水平均显著高于

PHA组 ( P < 0. 05) ,且有明显的浓度依赖性。表明

TS可促进 PHA刺激的人外周血单核细胞产生 IL-

2,提高 IL-2水平。
表 2　 TS对人 PBMC产生 IL-2的影响 ( n= 5, x± s )

组　别　　　　　 A570 nm

培养液对照 0. 19± 0. 03

PHA 50μg /m L 0. 25± 0. 02△△

PHA+ TS 50μg /mL 0. 34± 0. 04* * △△

PHA+ TS 150μg /mL 0. 42± 0. 07* * △△

PHA+ TS 500μg /mL 0. 51± 0. 07* * △△

　　与培养液对照组比较: △△ P < 0. 01

　　与 PHA组比较: * * P < 0. 01

2. 3　 TS对人 PBMC表达 IL-2R的影响 (免疫细

胞化学及间接免疫荧光法 ):见表 3。 IL-2R在细胞

膜表达 ,染色阳性信号均呈棕黄色 ,阴性细胞未着色
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或着淡黄色。PBMC与 PHA ( 50μg /mL)共育 48 h

后可明显表达 IL-2R, Tac阳性细胞达 33% 。未经

PHA活化的 PBMC培养 48 h不表达 Tac抗原。在

PHA与 PBMC的培养系统中加入 TS可明显增强

IL-2R表达 ,且呈浓度依赖性 ,与 PHA对照组比较

均有显著性差异 (P < 0. 01) ,表明 TS能促进活化

淋巴细胞的 IL-2R表达。结合 FACS图形分析发现

T S作用组的 IL-2R检测图形和高峰值峰位明显向

高荧光强度方向迁移 ,表明 TS对活化淋巴细胞的

IL-2R的表达量有促进作用。
表 3　 TS对人 PBMC表达 IL-2R的影响

组　别 细胞平均吸光度
IL-2Ra+

( Tac+ ) %

空白对照 0. 022± 0. 015 0

PHA 50μg /m L 0. 054± 0. 011△△ 33. 0

PHA+ TS 50μg /m L 0. 129± 0. 029* * △△ 43. 5

PHA+ TS 150μg /m L 0. 174± 0. 069* * △△ 54. 9

PHA+ TS 500μg /m L 0. 200± 0. 042* * △△ 60. 4

　　与空白对照组比较: △△ P < 0. 01

　　与 PHA组比较: * * P < 0. 01

2. 4　 T S对人 PBMC细胞内 cAMP水平的影响:

见表 4。经 PHA活化 48 h的 PBMC的 cAM P水平

与培养液对照组比较无明显差别 ,表明 PHA单独

作用不影响淋巴细胞内 cAM P的合成。培养体系中

加入 TS 50, 150, 500μg /mL,对其 cAMP水平呈剂

量依赖性的降低作用。培养体系中加入前列腺素 E1

( PGE1 ) ,细胞内 cAMP含量剧烈升高。 当 TS和

PGE1同时作用时 ,则 cAM P升高作用明显减弱 ,和

PHA+ PGE1组比较有极显著性差异 ( P < 0. 01)。
表 4　 TS对人 PBMC细胞内 cAMP

浓度的影响 (n= 5, x± s)

组　别　　　　　 cAMP ( pmol /106细胞 )

空白对照组 2. 62± 0. 77

PHA 2. 82± 1. 03

PHA+ TS 50μg /m L 2. 27± 0. 10*

PHA+ TS 150μg /m L 1. 60± 0. 15*

PHA+ TS 500μg /m L 0. 98± 0. 29* *

PHA+ PGE1 9. 72± 0. 78* *

PHA+ PGE1+ T S 50μg /m L 2. 75± 0. 22△△

PHA+ PGE1+ T S 150μg /m L 1. 87± 0. 03△△

PHA+ PGE1+ T S 500μg /m L 1. 63± 0. 10△△

　　与 PHA组比较: * P < 0. 05　* * P < 0. 01

　　与 PHA+ PGE1组比较: △△ P < 0. 01

3　讨论

IL-2是一种与免疫系统的各种功能密切相关

的细胞因子 ,主要是由 TH细胞在抗原或丝裂原刺激

下和 IL1诱导下分泌的 ,在免疫应答网络中起着中

心的调节作用 ,对机体免疫功能的发挥影响广泛。它

对 T 细胞、 B细胞和 NK细胞都有明显的刺激作

用 ,并可诱生 LAK细胞、干扰素等。 IL-2还可调节

IL-2R表达。而 IL-2是通过与靶细胞表达的 IL-2R

结合而发挥效应的。因此 IL-2及其受体系统是免疫

调节的重要环节。

本研究提示 TS对 PHA活化 PBMC的 IL-2

产生水平有明显促进作用 , TS对人活化淋巴细胞

的 IL-2R表达有促进作用。表明 TS可增加 Tac抗

原基因的活化 ,细胞膜表面活化分子 IL-2产生增

加 ,使细胞由 G1期进入 S期 ,促进 T细胞克隆性

增殖 , T细胞集落形成增加。提示 TS可以增强细胞

免疫功能 ,提高机体的基础免疫力。TS调节 IL-2水

平 ,增强 IL-2R的表达 ,可能是其免疫增强作用的

重要机制之一。

cAMP一直被认为是激素作用及调控细胞增

殖的第二信使 [6 ]。 cAM P增高可抑制包括淋巴细胞

在内的多种细胞增殖。前列腺素 ( PG)对免疫系统

有很强的作用。 PGE1通过特异受体作用于 PBMC,

使腺苷酸环化酶激活 ,导致 cAMP增加 ,从而抑制

IL-2产生等
[7 ]。 TS 50, 150, 500μg /m L可对抗

PGE1升高 cAM P的作用。

本研究表明 TS具有明显的免疫增强作用 ,其

机制与促进 IL-2的诱生及其受体的表达 ,降低细胞

内 cAMP水平有关。 TS可能通过降低细胞内

cAMP水平 ,引起 IL-2产生增多 ,同时增强 IL-2R

表达 ,产生一种自泌性和 /或旁泌性促生长态势 ,而

后者又成为 T细胞增殖的基础。
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