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黄芩苷对不同刺激剂诱导的小鼠T淋巴细胞体外活化的影响

李林，曾耀英。，黄秀艳，宋兵，杨 志，姚满林，滕菲

(暨南大学组织移植与免疫中心，广东广州 510632)

摘要：目的分析黄芩苷对小鼠T淋巴细胞体外活化的影响，探讨其对免疫系统的作用，阐明其免疫抑制作用机

制。方法无菌分离小鼠淋巴结，制备淋巴细胞悬液，以不同终质量浓度的黄芩苷预孵育淋巴细胞4 h，再以刀豆蛋

白A(Con A)或佛波醇酯类多克隆刺激剂(PDB)诱导小鼠淋巴细胞活化，利用流式细胞术分别结合双色免疫荧

光单克隆抗体染色技术检测CD3+T细胞早期活化标志CD69和中期活化标志CD25分子的表达。结果 黄芩苷

(10、20、30 mg／L)能明显抑制Con A或PDB诱导T细胞活化分子CD69和CD25的表达，且呈浓度依赖性。结

论黄芩苷能够明显抑制多克隆刺激剂Con A或PDB诱导的T细胞早期和中期活化，且呈明显的量效关系。提

示黄芩苷在T细胞活化过程的信号转导中有抑制作用，从而可以通过抑制T淋巴细胞的活化，发挥免疫抑制作用，

是一种潜在的免疫抑制剂。
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Effect of baicalin on mouse T lymphocytes activated by Con A or PDB in vitro

LI Lin，ZENG Yao—ying，HUANG Xiu—yan，SONG Bing，YANG Zhi，YAO Man—Iin，TENG Fei

(Institute for Tissue Transplantation and Immunology，Jinan University，Guangzhou 510632，China)

Abstract：0bjective To investigate the effect of baicalin on the activation of the mouse T

lymphocytes in vitro．in order to elucidate the mechanism of the immunosuppressive effect of baicalin．

Methods To isolate sterilely lymphocytes suspension from mouse lymph nodes，prepare lymphocytes

which were pretreated with different concentration of baicalin for 4 h and stimulated with polyclonal

activators Con A or PDB，fluorescence conjugated monoclonal antibodies and flow cytometry were used to

detect the expression of CD69 and CD25 of mouse CD3+T lymphocytes activated．Results Baicalin(1 O，

20，and 30 mg／L)could inhibit the expression of CD69 and CD25 of T lymphocytes activated by Con A or

PDB in a dose—dependent manner．Conclusion Baicalin could inhibit the initial—period and mid—period

activation of mouse T lymphocytes stimulated by Con A or PDB，which suggests that baicalin have the

inhibitory effect on signaling pathway of T lymphocytes activation and be a potential effective

immunoinhibitory agent．
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黄芩Scutellaria baicalensis Georgi属唇形科植

物，有效成分以黄芩苷的药理作用最强。黄芩苷属葡

萄糖醛酸苷类，水解后产生黄芩素和葡萄糖醛酸，具

有清热解毒、抗炎、抗肿瘤、降压、抗变态反应和清除

自由基等多方面的药理作用。临床用于肺炎、高血

压、肝炎、感染和先兆流产等疾病的治疗。近年研究

表明黄芩苷对免疫系统有一定的调节作用[1’2]，但

是，黄芩苷对免疫系统发挥作用的细胞和分子机制

尚未完全阐明，尤其是对T细胞所介导的免疫应答

的影响鲜有报道。本实验通过分析黄芩苷对小鼠淋

巴细胞活化的影响，评价其免疫效应并探讨免疫作

用机制。

1材料

1．1 实验动物：SPF级BALB／c小鼠，雄性，8～10

周龄，购自广东省实验动物中心。

1．2药品、试剂和仪器：黄芩苷购自陕西慧科植物

开发有限公司(质量分数≥98％)，刀豆蛋白A(Con

A)、佛波醇酯(PDB)、二甲基亚砜(DMSO)、四甲

基偶氮唑盐溶液(MTT)均购自Sigma公司；抗鼠一

CD69一FITC(fluorescein isothiocyanate，异硫氰酸
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荧光素)、抗鼠一CD3一PE(phycoerythrin，藻红蛋

白)、抗鼠一CD3一FITC、抗鼠一CD25一PE购自BD

PharMingen公司；RPMI一1640培养基、胎牛血清

(FBS)、L一谷氨酰胺、青霉素、链霉素、p巯基乙醇等

购自GibcoBRL公司。流式细胞仪(FACS

Calibur)为美国Becton Dickinson公司产品。

2方法

2．1 小鼠淋巴细胞悬液的制备：将BALB／c小鼠

颈椎脱臼处死，无菌分离小鼠双侧颌下、锁骨下、腋

窝、腹股沟浅淋巴结及肠系膜淋巴结，置于预冷

PBS中200目尼龙网研磨滤过，收集细胞，冷PBS

离心(250×g，5 min)洗涤细胞2次，再重悬于

RPMI一1640完全培养基(25 mmol／L L一谷氨酰胺、

100 U／mL青霉素、100 ttg／mL链霉素、50 tLmol／L

p二巯基乙醇、体积分数90％RPMI一1640培养基

和10％胎牛血清)中。

2．2 MTT法检测黄芩苷对小鼠T淋巴细胞的药

物毒性：将制备的淋巴细胞计数并调整细胞密度为

3×109／L；接种于96孔板，每孔200弘L，设空白对照

组(只加RPMI一1640完全培养基)、对照组(淋巴

细胞悬液中加入与实验组相同体积分数的

DMS0)、实验组(黄芩终质量浓度分别为10、20、

30、40、50 mg／L)。每组5个复孔，24 h后，每孔加入

5 mg／mL MTT 20 pL，37℃避光孵育4 h，离心

(250×g，5 min)，弃上清液，加入100 ttL DMSO溶

解结晶，酶联免疫标记分析仪于570 nm波长检测各

孔的吸光度(A)值，计算各孔细胞的相对存活率。

细胞相对存活率=(A宴t蛆--A空mm)／(A对im—A空自盟)×

100％

2．3 Con A或PDB诱导小鼠淋巴细胞活化：将制

备的淋巴细胞计数并调整细胞密度为3×109／L；接

种于96孔板，每孔200 gL，分别设置空白组、对照

组(只加入Con A或PDB)以及Con A或PDB刺

激下不同质量浓度黄芩苷干预的实验组，每组设5

个复孔。实验组先用黄芩苷(终质量浓度为10、20、

30 rag／L)在37℃、5％CO：培养箱中预孵育4 h，

然后在对照组和实验组相应的孔中加入终质量浓度

为5 mg／L Con A或1×10～mol／L PDB。

2．4 小鼠T淋巴细胞表面活化分子CD69、CD25

检测

2．4．1 Con A刺激T淋巴细胞活化CD69的检

测：Con A刺激T淋巴细胞10 h后，各孔取50弘L

上清，一80℃保存待检细胞因子，采用直接免疫荧

光标记法染色，取出各孔细胞悬液离心，加80 pL

PBS重悬，加入抗鼠一CD3一PE、抗鼠一CD69一FITC

(JJn入量为1×106细胞加入1 pg)，混匀后，4℃避

光作用30 rain，PBS洗涤细胞2次(250×g，5

min)，立即上机检测，FITC在FLl通道、PE在

FL2通道检测。

2．4．2 PDB刺激T淋巴细胞活化CD69的检测：

PDB刺激T淋巴细胞2 h后进行检测，染色与检测

方法同2．4．1项。

2．4．3 Con A刺激T淋巴细胞活化CD25的检测：

Con A刺激T淋巴细胞20 h后，使用抗鼠一CD3一

FITC、抗鼠一CD25一PE(加入量为1×106细胞加入1

pg)，采用同2．4．1项方法染色检测。

2．4．4 PDB刺激T淋巴细胞活化CD25的检测：

PDB刺激T淋巴细胞10 h后进行检测，染色与检

测方法如2．4．3项。

2．5 流式细胞仪检测分析：全部数据经FACS

Calibur流式细胞仪和CELL Quest软件获取并分

析。以检测CD69的表达为例：先在前散射(FSC)

对侧散射(SSC)二维散点图中合适位置划出淋巴

细胞R1，以去除因药物毒性坏死的细胞及碎片，防

止出现假阳性情况干扰结果，在FL2对SSC散点

图中划出CD3+T淋巴细胞区R2，然后在FL2对

FLl散点图中划出CD3+CD69+T淋巴细胞。每管

样品R1区均获取10 000个细胞。

2．6数据分析与统计：实验结果采用统计学软件包

SPSS 10．0进行处理，数据以z土，表示，多组间采

用单因素方差分析，两组间的比较用非配对

Student
7
s t-检验。

3结果

3．1 黄芩苷对小鼠T淋巴细胞存活率的影响：

MTT法检测黄芩苷对小鼠T淋巴细胞毒性结果显

示，终质量浓度为10、20、30、40、50 mg／L的黄芩苷

与小鼠T淋巴细胞作用24 h后，细胞存活率

(z士5，行=5)分别为(96．36士1．21)％、(93．59士

1．03)％、(85．11士0．54)％、(71．21士1．19)％、

(65．57士0．49)％。可见，黄芩苷在10～30 mg／L对

小鼠T淋巴细胞无明显细胞毒性。

3．2黄芩苷对Con A刺激下小鼠CD3+T淋巴细

胞CD69表达的影响：CD69是T淋巴细胞早期活

化的标志分子，小鼠CD3+T淋巴细胞在静息状态

下对其表达量很低。在本实验中，对照组Con A刺

激10 h后，CD3+T淋巴细胞CD69的表达率明显

升高，显著高于空白组(P<O．01)，实验组加入不同

质量浓度的黄芩苷进行干预时，CD3+T淋巴细胞
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CD69的表达率呈现浓度依赖性下降，黄芩苷在终

质量浓度10、20、30 mg／L下均抑制Con A诱导的

T淋巴细胞CD69表达(尸<O．01)，见表1。其中，30

mg／L黄芩苷均达到最高抑制率；同时发现，黄芩苷

在终质量浓度10、20、30 mg／L下均能够下调

CD69+T淋巴细胞的平均荧光强度(mean

fluorescence intensity，MFI)，见表2，降低单个

CD69+T淋巴细胞表面CD69分子的表达率。

表1黄芩苷对Con A激活小鼠T淋巴细胞表达

CD69和CD25的影响(i士s，露一5)

Table l Effect of baicalin on expression of CD69

and CD25 in murine T lymphocytes

activated by Con A(工士s，拜一5)

与对照组比较：一P<O．01

。。P<O．01口s control group

表2黄芩苷对Con A刺激下小鼠CD69+T淋巴细胞和

CD25+T淋巴细胞平均荧光强度的影响

(工士S，一一5)

Table 2 Effect of baicalin on MFI of murine CD69+

and CD25+T lymphocytes activated by Con A

(；±s，以=5)

与对照组比较：一尸<O·01

’’P<0．01口s control group

3．3黄芩苷对Con A刺激下小鼠CD3+T淋巴细

胞CD25表达的影响：CD25是T淋巴细胞中期活

化的标志分子，小鼠CD3+T淋巴细胞在静息状态

下对其表达量很低。在本实验中，对照组在Con A

刺激20 h后，CD3+T淋巴细胞CD25的表达率明

显升高，显著高于空白组(P<o．01)，实验组加入不

同质量浓度的黄芩苷进行干预时，CD3+T淋巴细胞

CD25的表达率呈现浓度依赖性下降，黄芩苷在终

质量浓度10、20、30 mg／L下均抑制Con A诱导的

T淋巴细胞CD25表达(P<o．01)，见表1。其中，30

mg／L黄芩苷均达到最高抑制率。同时发现，黄芩苷

在终质量浓度10、20、30 mg／L下也均能够下调

CD25+T淋巴细胞的平均荧光强度(MFI)，见表2，

降低单个CD25+T淋巴细胞表面CD25分子的表

达率。

3．4黄芩苷对PDB刺激下小鼠CD3+T淋巴细胞

CD69表达的影响：在PDB刺激2 h后，对照组

CD3+T淋巴细胞CD69的表达率迅速升高，显著高

于空白组(P<0．01)，当实验组加入不同质量浓度

的黄芩苷进行干预时，CD3+T淋巴细胞CD69的表

达率呈现浓度依赖性下降，黄芩苷在终质量浓度

10、20、30 mg／L下均抑制PDB介导的T淋巴细胞

CD69表达(P<o．01)，见表3。其中，30 mg／L黄芩

苷达到最高抑制率。黄芩苷在各质量浓度均没有下

调CD69+T淋巴细胞的平均荧光强度。

3．5黄芩苷对PDB刺激下小鼠CD3+T淋巴细胞

CD25表达的影响：对照组在PDB刺激10 h后，

CD3+T淋巴细胞CD25的表达率明显升高，显著高

于空白组(P<0．01)，实验组加入不同质量浓度的

黄芩苷进行干预时，CD3+T淋巴细胞CD25的表达

率呈现浓度依赖性下降，黄芩苷在终质量浓度10、

20、30 mg／L下均抑制PDB介导的T淋巴细胞

CD25表达(P<o．01)，见表3。其中，30 mg／L黄芩

苷均达到最高抑制率。黄芩苷在各质量浓度下均没

有下调CD25+T淋巴细胞的平均荧光强度。

表3黄芩苷对PDB激活小鼠T淋巴细胞表达

CD69和CD25的影响(；士s，n=5)

Table 3 Effect of baicalin on expression of CD69

and CD25 in murine T lymphocytes

activated by PDB(；士j，一一5)

与对照组比较：一．P<O．Ol

。。P<0．01。j control group

4讨论

黄芩苷是从黄芩中提取的黄酮类单体，药理研

究已证明，黄芩苷有抑菌、清热、降压、镇静、利尿、利

胆、抗炎和抗变态反应等作用[3]，已被用于支气管

炎、哮喘、肾炎、特应性皮炎等炎症性疾病的治疗。

T细胞是免疫系统发挥作用的核心，T细胞的

活化与各种炎症性疾病有着密切关系，活化的T细

胞首先分化成THl效应性细胞，并分泌7一干扰素

(IFN一7)、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)和白细胞介
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素一1(IL一1)等炎症性细胞因子，造成瀑布式炎症失

控性反应，最终导致组织的损伤[‘]，如T细胞介导的

炎症在银屑病的发病中占有重要地位，有研究发现

在银屑病皮损表皮和真皮单细胞悬液中的T细胞高

表达CD69和CD25[51；T细胞在哮喘发病中也起着

关键的调控作用，动物哮喘模型和临床实验均证实

哮喘发病时气道首先有T细胞浸润与激活，哮喘患

者诱导痰中T细胞可有CD69的表达[6]，哮喘激发

后，迁移至肺中80％抗原特异性T细胞有CD69

表达[7]。可见，T细胞活化在免疫反应中起着非常关

键的作用，所以抑制T细胞的活化为治疗这类疾病

提供了一种新思路和新方法。

活化的T细胞会上调大量表面分子的表达，如

CD69、CD25、CD71、CD40L等，其中CD69是T细

胞活化的早期标志，在多克隆刺激剂作用下会迅速

表达，发生从2％～98％的大幅度变化[8]。CD25是

白细胞介素2受体(IL一2R)a链，在T细胞活化中

期表达，在静止期T细胞表达率低，T细胞活化后

CD25表达迅速上调，与IL一2Rp、IL一2R7链共同构

成高亲和力的IL一2R，以供IL一2结合并促进活化的

T细胞进行增殖[9]。

在本实验中，分别用两种方法来刺激T淋巴细

胞活化，结果表明，各个质量浓度的黄芩苷Con A

或PDB的活化作用都产生了抑制效应，能够明显降

低T细胞活化标志CD69、CD25分子的表达，但对

Con A活化作用的抑制效应较PDB明显，而且黄芩

苷可以降低Con A刺激的CD69+T、CD25+T细胞

的平均荧光强度(MFI)，对PDB刺激的T细胞没

影响，显然，这与Con A和PDB两者对T细胞的活

化机制不同有关。Con A作用于细胞膜上的TCR／

CD3复合物，很可能需通过ZAP270、Fyn、Lck等上

游的蛋白酪氨酸激酶(PTK)进行信息传递，而

PDB则是二酰基甘油(diacylglycerol DAG)的类

同物，能直接作用于细胞内的蛋白激酶C(PKC)，从

而绕过活化跨膜传递分子TCR／CD3等而导致细胞

活化‘¨]。可见，黄芩苷很可能是PKC的抑制剂，在

PKC通路的上游和下游也都可能存在黄芩苷的作

用位点，在上游可以作用于T细胞活化早期相关

PTK(如Lck、Fyn等)，还可以通过作用于下游

PTK或其他相关信号转导分子，从而影响T细胞分

化。有相关文献报道黄芩苷能抑制核转录因子一．cB

(NF—KB)的活性[1¨，NF—KB是PKC信号通路下游

重要的信号分子，但黄芩苷对淋巴细胞活化的抑制

作用是否与对NF—KB的活性抑制有关，还需进一步

研究证实。

本研究证明，黄芩苷对刺激剂Con A或PDB

诱导的T细胞早期和中期活化有明显的抑制作用，

推测黄芩苷很可能是PKC的抑制剂，在PKC通路

的上游和下游均可能存在黄芩苷作用的靶点，本研

究结果提示黄芩苷可能是一种潜在的免疫抑制剂，

在抗炎方面有其独特的作用，值得进一步探索。
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