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芦荟大黄素对T淋巴细胞增殖和细胞[Ca2+]t变化的影响

李臣宇，李 新，刘丽军，邹 洁，胡 芬，李俊英。

(南开大学生物物理系生物活性材料教育部重点实验室，天津 300071)

摘 要：目的研究芦荟大黄素对植物血凝素(PHA)引起的大鼠T淋巴细胞增殖和细胞内caz+浓度([ca2+]j)变

化的影响，探讨芦荟大黄素对T淋巴细胞增殖的作用和机制。方法采用MTT法检测细胞增殖，用单细胞钙成像

系统记录细胞胞浆[Ca“i。结果芦荟大黄素对PHA引起的细胞增殖有显著抑制作用，且其抑制作用与剂量有

关；加入PHA引起细胞[Ca”]i迅速升高，并持续维持高[Ca”]i水平，芦荟大黄素对PHA引起的[Ca抖]i升高有

显著抑制作用，其作用途径包括阻断胞内Ca2+释放和抑制胞外Ca抖内流。结论芦荟大黄素可抑制T淋巴细胞增

殖，其作用机制可能与抑制淋巴细胞内[Ca抖]i升高相关。
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Effect of aloe-emodin 011 proliferation and[Ca2+]I mobilization of T lymphocytes

LI Chen—yu，LI Xin，LIU Li—jun，ZOU Jie，HU Fen，LI Jun—ying

(Department of Biophysics，Key Laboratory of Bioactive Materials，Ministry of Education。

Nankai University，Tianjin 300071，China)

Abstract：Objective To investigate the effects of aloe—emodin on PHA—induced proliferation and

intracellular Ca2+mobilization of T lymphocytes．Methods The proliferation of T cell was tested bv MTT

assay．The[Ca2+]imobilization was recorded by single cell Ca2+image system using Fura一2 as Ca2+probe．

Results Aloe—emodin inhibited PHA—induced proliferation in a dose—dependent manner．PHA triggered a

rapid[Ca2+]i rise followed by a sustain high[Ca2+]i level．The rapid Ca2+rise was caused by Ca2+release

from intracellular store and the sustain high[Ca2+]i level was due tO Ca2+influx．Aloe—emodin inhibited

both Ca2+release and Ca2+influx．Conclusion Aloe—emodin blocks PHA—induced proliferation of T

lymphocytes and the mechanism for this may be due tO its inhibition on PHA—induced[Ca2+]i mobilization．
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T淋巴细胞在抗原或有丝分裂原的刺激下活化

和增殖是机体重要的免疫反应，对其分子机制的研

究表明，细胞内游离Ca2+浓度([Ca2+i)的升高是

T淋巴细胞活化和增殖的早期反应，植物血凝素

(PHA)等有丝分裂原首先引起T细胞持续性

[Ca2+]i升高，胞内游离的Ca2+使钙调素(CaM)和

蛋白激酶激活，继而引起细胞增殖[1叫]。阻断细胞

[Ca2+]t升高可抑制T细胞的增殖作用[5]。

大黄在临床上有抗炎、抑菌、保肝等多种疗效，

其中含有芦荟大黄素、大黄素、大黄酸等蒽醌类成

分，芦荟大黄素(aloe—emodin)是大黄中的游离型

单蒽醌类有效成分之一。研究表明大黄单蒽醌类化

合物有调节机体免疫、抗炎、抗肿瘤等多种生物活

性[6~8]，笔者曾研究过该类化合物对巨噬细胞的作

用，发现大黄素、芦荟大黄素可影响巨噬细胞分泌细

胞因子，其作用的机制与调节巨噬细胞[Ca2+]；变化

相关[9d引。本实验研究芦荟大黄素对大鼠脾T淋巴

细胞增殖的作用，并检测了药物对细胞[Ca2+]i变化

的影响，探讨了其对免疫系统的作用和机制。

1材料与方法

1．1 材料：Wistar大鼠，雌雄兼有，体质量160～

180 g，由军事医学科学院卫生学环境医学研究所提

供(二级)；含酚红RPMI一1640培养基、Fura一2／

AM、PHA、HEPES、SDS、MTT购自美国Sigma公

司；L一谷氨酰胺购于美国Gibcol公司；芦荟大黄素

由天津药物研究院提供，质量分数98％；环胞霉素

A(Cyclosporin A)购自Ruibio公司，其他试剂为

国产分析纯。
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1．2 T淋巴细胞的制备：T淋巴细胞的制备参照文

献方法[113进行。将大鼠脱颈椎处死后，无菌条件下立

即解剖取出脾脏，置于PBS溶液中，切碎后匀浆，将

匀浆液1 000 r／min离心10 min，弃上清，加入红细

胞裂解液(NH4C1 140 mmol／L，Tris 21 mmol／L)

放置10 min，以去除红细胞，然后于1 000 r／min离

心10 min，弃去上清，将沉淀悬浮于含10％小牛血

清的RPMI一1 640培养液中。将细胞悬液通过尼龙毛

柱，分离出T淋巴细胞，加入PBS液，1 000 r／min离

心10 min，弃上清，重复3次以充分洗涤T淋巴细胞，

然后加入RPMI一1 640培养液配成细胞悬液待用。

1．3 T淋巴细胞的增殖检测：T细胞增殖采用

MTT比色法检测，以570 nm处的吸光度(A)值

表征活细胞数。将T淋巴细胞悬液调到浓度为1×

105／mL，按每孔100 pL加入到96孔平底培养板

中，每组设5个复孔。实验分组为：不加任何药物的

对照组；单独PHA(5肛g／mL)处理组；1、10、100

／zmol／L芦荟大黄素单独处理组；1、10、100／-mol／L

芦荟大黄素与PHA(5／lg／mL)共处理组；1、10

tumol／L环胞霉素A与PHA(5／卫g／mL)共处理组；

按以上分组每孔加入药物后，将96孔板置于5％

CO。的培养箱中37℃培养72 h，终止培养前4 h

每孔加入5 mg／mL MTT溶液20弘L。培养结束后

每孔加入100弘L SDS—DMF溶解液(含10％SDS，

50％DMF，pH 2．o)过夜，然后在酶联仪上测定各

孔570 nm处的A值(A570。)。

1．4 T淋巴细胞胞浆内的[Ca2+]；变化检测：Fura一

2／AM可以进入细胞并在紫外光激发下可发射荧

光，Fura一2／AM进入细胞后与胞浆内游离Ca2+特

异结合，未结合Ca2+的Fura一2一特异激发波长为

380 nm，而与Ca2+结合后的激发波长为340 nm，二

者的发射波长均为510 nm，分别检测在340 nm和

380 nm下Fura一2发射的荧光强度F3．。和F3⋯其

比值(FⅢ／F。∞)与细胞[Ca2+i成正比，可表征细胞

[-Ca2+]i变化。将盖玻片放人6孔板中，每孔加入50

／-g／mL多聚赖氨酸液50弘L，使其均匀包被盖玻

片。然后将2x105／mL T细胞悬液每孔2 mL培养

于包被后的盖玻片上，待细胞贴壁后，每孔加入2

mL含Fura一2／AM(1／19／mL)的HBSS溶液

(NaCl 110 mmol／L、KCl 5．4 mmol／L、Na2HPO‘

0．15 mmol／L、KH2PO．0．4 mol／L、MgS04·7H20

0．8 mmol／L、CaCl2 1．3 mmol／L、NaHC03 4．2

mmol／L、葡萄糖·H20 5．5 mmol／L、HEPES 15

mmol／L，pH 7．2～7．4)避光室温下放置50 min

进行负载。负载后用HBSS洗涤3次，去掉细胞外的

Fura一2／AM，每孔中加入2 mL HBSS液待测。细胞

外无钙的条件下用不含Ca2+的HBSS洗3次，培养

于含有5 mmol／L EGTA的无钙HBSS中。

将负载好的细胞放于倒置显微镜上，用单细胞

钙离子成像分析系统检测细胞[-Ca2+]；变化。由480

TVL Colour Digital CCD实时拍摄细胞内荧光强

度动态变化，并用Matefluor分析软件(美国通用

公司)进行实时采集和分析。先分别用1、10、100

gmol／L芦荟大黄素处理细胞5 min，然后再加入5

／ug／mL PHA，测定单细胞在激发光分别为340 nm

和380 nm条件下的胞内发射光的强度F。．。和F。∞

的动态变化，用其比值F。们／F。。。表示细胞ECa2+]i。

1．5数据处理：检测单细胞[Ca2+]i的实验中，每个

实验条件均做3次取自不同动物的细胞检测，每次

检测10个左右细胞，选取1例作为代表性结果示于

图中，基础值标准化为1．0。细胞增殖的结果为相同

条件下3次实验，每次5个孔数据的平均值，用X土s

表示，两组间比较采用t检验。

2 结果

2．1 芦荟大黄素对T淋巴细胞增殖的影响：本实验

首先检测了不同浓度的芦荟大黄素对未经有丝分裂

原活化的T淋巴细胞的影响。分离的T淋巴细胞不

加任何药物，培养72 h后细胞数量无明显改变，说

明未经有丝分裂原活化，T淋巴细胞无明显的增殖。

在细胞培养液中分别加入1、10、100／．tmol／L芦荟

大黄素，培养72 h后检测细胞的增殖情况，并与不

加芦荟大黄素的对照组进行比较，结果见图1一A。1、

10／lmol／L芦荟大黄素对细胞数量无显著影响，100

／zmol／L芦荟大黄素则使细胞数量下降，表明芦荟

大黄素不引起静息的T淋巴细胞增殖，且高浓度药

物反而会引起细胞死亡。

PHA是常用的诱发淋巴细胞增殖的有丝分裂

原，本实验结果表明5／-g／mL PHA可显著引起大

鼠T淋巴细胞增殖(图1一B)，但在细胞培养液不含

Ca2+的情况下，PHA不能引起细胞增殖，说明细胞

培养液中的Ca2+是细胞增殖必要的条件。已知环胞

霉素A具有抑制淋巴细胞增殖的作用，本实验以环

胞霉素A作为阳性对照，结果显示，与单独PHA处

理组相比，1／比mol／L环胞霉素A使细胞数目下降

46％，10／-mol／L环胞霉素A完全抑制了PHA诱

发的细胞增殖(图1一C)。

在细胞培养液中同时加入PHA和芦荟大黄

素，培养72 h后检测细胞增殖情况，结果表明：在芦
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荟大黄素存在的条件下，PHA诱发T淋巴细胞增殖

的作用明显下降，与单独PHA组相比，芦荟大黄素

1、10、100／1mol／L使细胞数目分别下降了25％、
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30％、37％(图1一B)，表明芦荟大黄素对PHA引起

的淋巴细胞增殖有显著抑制作用，且其抑制效果与

药物剂量相关。
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圈l芦荟大黄素对T淋巴细胞增殖的影响。士s，n=15)

Fig．1 Effect of aloe-emodin on T lymphocytes proliferation(工±，，一=15)

2．2 PHA对T淋巴细胞[Ca2+]。影响：由于Ca2十在

T淋巴细胞活化和增殖中起重要作用，本实验检测

了PHA对T淋巴细胞[Ca2+]。的影响。在正常细胞

外液条件下加入5／．tg／mL PHA，T淋巴细胞内

[Ca2+]i迅速升高，并维持细胞内Ca2+高浓度的状

态，形成平台(图2-a)。对所检测的15个细胞统计

显示，PHA可使细胞[Ca2+]i升高至基础值的约

1．26倍。为研究PHA引起的Ca2+升高的来源，本

实验去除细胞外Ca2+，在此条件下PHA引起暂时

性ECa2+]。升高，[Ca2+i升高到峰值后又下降至基

础值，并在基础值附近波动，持续高[Ca2+]。状态消

失，且无钙条件下PHA引起的[-Ca2+]。变化的最大

值显著低于正常条件(图2-b)。

正常条件下[Ca2+]i升高的来源包括胞内Ca2+

释放和胞外Ca2+内流，而无Ca2+条件下[Ca2+7i升

高主要源自胞内Ca2+释放，比较正常和无Ca2+情

况下的[Ca抖]i变化形式，说明PHA可引起细胞

[Ca2+]i升高的途径包括胞内ca2十释放细胞外Ca2+

内流，其中开始的快速上升过程由两种机制共同参

与，而持续高Ca2+平台的维持则主要依靠胞外

Ca2+内流。

2．3 芦荟大黄素对T淋巴细胞[Ca2+]i变化的影

响t为研究芦荟大黄素抑制T细胞增殖的作用机制，

本实验检测了芦荟大黄素对PHA引发的淋巴细胞

[Ca2+]．升高的影响。首先检测芦荟大黄素对T细胞

内[Ca2+]。的作用，在细胞培养液中加入1、IO、100

／卫mol／L芦荟大黄素后，细胞的[Ca2+]、无显著变化，说
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PHA引起的细胞内Ca2+释放的影响，本实验检测

了在细胞外无钙条件下芦荟大黄素的作用。培养液

中加入EGTA去除Ca2+，在此条件下，1 pmol／L

芦荟大黄素使PHA引起的[Ca2+i升高峰值下降

28％，但[Ca2+]。变化的形式没有显著改变。lO、100
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／zmol／L的芦荟大黄素则能完全抑制PHA引起的

[Ca2+]。升高(图4)。因为，在胞外无钙的条件下，

PHA引起的[Ca2+]i升高是由胞内钙释放所至，以

上结果表明芦荟大黄素对PHA引起的胞内钙释放

也有阻断作用。
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图3芦荟大黄素对PHA引起的T淋巴细胞[Ca2+]I升高的作用

Fig．3 Effect of aloe—emodin On increase of[Ca2+]I in T lymphocytes induced by PHA
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圈4无钙条件下芦荟大黄素对PHA引起的T淋巴细胞ECa抖]-升高的作用

Effect of aloe—emodin on increase of[Ca2+]I in T lymphocytes induced by PHA in Ca2+-free HBSS solution

细胞内游离Ca2+是重要的第二信使，与多种重

要的细胞生理过程相关。关于淋巴细胞活化增殖分

子机制的研究表明，细胞内Ca2+浓度升高是淋巴细

胞活化与增殖前提，有丝分裂原与T细胞膜上的相

应受体结合后，通过G蛋白耦联的磷酸肌醇通路诱

导胞内钙库释放ca2+，使[Ca2+]i升高。Ca2+的释放

继而引起T细胞膜上Ca2+通道开放，胞外Ca2+流

人胞内，导致[Ca2+]i进一步升高，细胞维持高

[Ca2+]i状态，[Ca2+]i升高可促进细胞内Ca2+与

CaM、蛋白激酶C(PKC)等的结合，PKC、CaM与

Ca2+结合后被激活，继而活化NF—AT等一系列转

录因子，引起T细胞的活化和增殖，其中细胞持续高

I-Ca2+]．状态是活化和增殖关键因素[1叫]。本实验结

果显示T细胞的增殖状态与[Ca2+]i密切相关：在无

钙条件下，PHA不能引起细胞增殖；芦荟大黄素对

静息的T细胞[Ca抖i无显著影响，同时也不能使细

胞增殖；芦荟大黄素能抑制PHA引起[Ca2+]j升高，

同时对PHA引起的细胞增殖也有抑制作用。这些

结果提示芦荟大黄素抑制淋巴细胞增殖作用的机制

可能与抑制细胞内Ca2+升高有关。

前期曾研究过芦荟大黄素对巨噬细胞的作用，

发现芦荟大黄素可通过影响巨噬细胞内[Ca2+]i变

化而起到调节细胞因子分泌的作用[1引，联系本实验

的研究结果，提示芦荟大黄素调节免疫细胞活性的

作用机制可能与其影响细胞内[Ca2+]i变化相关。

Kuo等口33报道过大黄素对T淋巴细胞增殖的影响，

发现大黄素对T淋巴细胞的增殖有抑制作用，其作

用机制与降低细胞[Ca2+]i升高有关，这与本实验的

结果有一定的相似性，提示这一类药物可能有相似

的作用机制。

关于淋巴细胞[Ca2+]-变化的机制，研究表明，
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PHA首先通过T细胞受体引起胞内钙库释放

Ca2+，形成[Ca2+]。快速升高，Ca2+释放进一步激活

了细胞膜CRAC通道(Ca2+release activated Ca2+

channel，CRAC)，Ca绊由胞外流入胞内，形成持续

高Caz+状态[-“，此外T细胞上还存在类似电压依赖

性钙通道的通道，参与Ca2+内流，与CRAC通道共

同形成高Ca抖状态[15]。当细胞内Ca2+升高到一定

程度后，细胞膜和内质网上的钙泵被激活，Ca2+被泵

出细胞或泵入钙池中，使[Ca2+]。达到稳定状态Eli。

由于芦荟大黄素使PHA引起的[-Ca2+]i下降至基础

值附近，但不会使[Ca2+]j低于基础值，提示芦荟大

黄素降低[Ca2+]，可能不是通过提高钙泵的活性来

实现的，而是通过抑制钙升高途径实现的，结果也显

示芦荟大黄素对PHA引起的胞内Ca2+释放和胞外

Ca2+内流均有抑制作用，芦荟大黄素作用具体的靶点

和分子机制还需要进一步的研究。
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摘要：目的观察积雪草苷对脂多糖(LPS)诱导急性肺损伤(ALI)小鼠的保护效应。方法56只Balb／c小鼠
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ALl模型，24 h后HE染色观察小鼠肺组织病理改变，计算肺湿质量／干质量值；收集支气管肺泡灌洗液(BALF)

后行白细胞计数和分类，BCA法检测其蛋白的量I化学法检测肺组织髓过氧化物酶(MPO)活性。结果积雪草苷

各剂量组呈剂量依赖性减轻LPS所致ALI模型肺组织病变情况，减轻肺水肿，减轻中性粒细胞的浸润，抑制蛋白

渗出。抑制肺组织中MPO活性。结论积雪草苷对LPS诱导ALI有保护效应。
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