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摘
!

要!目的
!

探讨芍药苷对树突状细胞"

DK

$表型及功能的影响%方法
!

分离
K.8J?

-

0

小鼠骨髓细胞!

体外加入粒单
$

集落刺激因子"

IA$KMS

$和白细胞介素
$7

"

=?$7

$诱导骨髓源性
DK

!培养过程中加入不同浓度的

芍药苷共培养%利用
KKQ$5

实验检测芍药苷对细胞活力的影响#流式细胞术检测不成熟
DK

表面共刺激分子

KD5"

&

KD7"

和
AUK

(

的表达#

S=RK$DB*>E&+

细胞摄取实验检测不成熟
DK

的吞噬功能#混合淋巴细胞实验检

测芍药苷对成熟
DK

诱导同种异型淋巴细胞增殖的影响%结果
!

芍药苷不影响细胞活性!无明显毒性作用%芍

药苷可抑制不成熟
DK

表面共刺激分子
KD5"

&

KD7"

和
AUK

(

的表达!抑制不成熟
DK

的吞噬功能%此外!芍

药苷还可明显抑制成熟
DK

介导的混合淋巴细胞反应%结论
!

芍药苷能够明显抑制
DK

的成熟和功能!这为芍

药苷在自身免疫病治疗中的应用提供了实验依据%

关键词!芍药苷#
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树突状细胞#
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共刺激分子#
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吞噬功能#
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混合淋巴细胞反应
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白芍总苷提取自中药白芍根!已作为类风湿性关

节炎的治疗药物进入临床#近年来!随着白芍总苷的

临床应用!研究发现白芍总苷还能用于治疗自身免疫

性肝炎"干燥综合征和口腔扁平苔藓等自身免疫

病%

/$!

&

#芍药苷'

Z

&B3+'̀(3E'+

(是一种单萜类糖苷化合

物'

K

-!

U

-5

T

//

(!占白芍总苷量的
6"L

以上!是白芍总

苷的主要成分#近年来!国内外学者对芍药苷的药理

作用展开了较为深入研究!发现药苷具有抗炎"保肝"

免疫调节和神经保护等作用%

7$0

&

!但具体作用机制仍

有待阐明#

树突状细胞'

DK

(是唯一能够直接激活初始
R

细

胞的专职抗原提呈细胞'

<OK

(!在适应性免疫应答的

启动和发展中起到重要作用#来源于骨髓的
DK

为不

成熟
DK

!定位于外周组织#与成熟
DK

相比!不成熟

DK

低表达
AUK

(

和共刺激分子
KD5"

"

KD50

和

KD7"

!但具有较强的吞噬能力#当不成熟
DK

摄取抗
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原后发生迁移!进入局部淋巴结并分化为成熟
DK

!后

者提呈抗原并提供
R

细胞的活化信号!从而激发
R

细胞介导的免疫应答%

8$5

&

#由于
DK

在免疫应答中的

重要作用!使得
DK

成为治疗自身免疫病的一个重要

靶点%

6$/"

&

#因此!本文旨在探讨芍药苷对
DK

功能的

影响!为研发治疗自身免疫病的药物提供实验基础#

$

!

材料与方法

$1$

!

材料
!

K.8J?

)

0

小鼠!雄性!体质量'

-"j/

(

,

/

J<?J

)

2

小鼠!雄性!体质量'

-"j/

(

,

!均购自中国科

学院实验动物中心!饲养于上海交通大学医学院动物

科学部无特定病原体环境内#

$1%

!

仪器与试剂

$1%1$

!

实验试剂
!

芍药苷'纯度
'

6.L

(购自上海一

林生物科技有限公司/

;OA=$/07"

培养液"胎牛血清"

?$

谷氨酰胺及
$

$

巯基乙醇购自美国
=+Y'>E3

,

B+I=J$

KT

公司/小鼠细胞因子粒单
$

集落刺激因子'

IA$

KMS

(和白细胞介素
$7

'

=?$7

(购自美国
OB

Z

E3>B2H

公

司/

KKQ$5

试 剂 盒 购 自 日 本
D3

9

'+C3

公 司/抗 鼠

KD//2$O#

"抗鼠
KD5"$S=RK

"抗鼠
KD7"$<OK

和抗

鼠
AUK

(

$O#K

)

8

流式抗体购自美国
BJ'3:2'B+2B

公

司/

S=RK$DB*>E&+

购自美国
M'

,

%&

公司#

$1%1%

!

实验仪器
!

生物安全柜'

US$:&̀B$/-""

!上

海("高速台式离心机'

#

ZZ

B+C3È

!美国("

S<KMK&+$

>3

(

流式细胞仪'

JD

!美国("

A&*-."

全波自动酶标

检测仪 '

A3(B2W(&EDBY'2B

!美国("同位素测定仪

'

OBE\'+#(%BE

!芬兰(#

$1&

!

方法

$1&1$

!

骨髓源性
DK

诱导培养
!

分离
K.8J?

)

0

小鼠

股骨和胫骨!收集骨髓腔中骨髓细胞!并用红细胞裂

解液裂解红细胞#用含
/"L

胎牛血清的
;OA=$/07"

培养液重悬细胞!并调整细胞浓度为
/m/"

0

)

%?

!培

养液中加入细胞因子
IA$KMS

和
=?$7

'终浓度均为

/"+

,

)

%?

(#骨髓细胞悬液铺
-7

孔板培养!每孔
/

%?

!并根据需要加入不同浓度的芍药苷!置
.LKT

-

"

!8k

培养!

-

'

!C

半换液!

.

'

0C

收集细胞!即为不

成熟
DK

#加入
?OM

'

/

&

,

)

%?

(继续培养
/5H

!即可

获得成熟
DK

#

$1&1%

!

芍药苷对细胞毒性检测
!

收集
K.8J?

)

0

小

鼠不成熟
DK

!铺
60

孔板!加入不同浓度的芍药苷共

培养
-7

"

75

"

8-H

!每孔加入
/"

&

?KKQ$5

!

7H

后酶标

仪检测吸光度#

$1&1&

!

流式检测不成熟
DK

表面共刺激分子和

AUK

(!

收集不同芍药苷浓度共培养的不成熟
DK

!

表面标记染色
KD//2

"

KD5"

"

KD7"

及
AUK

(

#

S(3a43

软件分析
KD//2

V 细胞表面
KD5"

"

KD7"

和

AUK

(

表达#

$1&1'

!

流式分析不成熟
DK

的吞噬功能
!

收集不同

芍药苷浓度共培养的
DK

!置于冰浴
!"%'+

#离心去

上清后加入含
S=RK$DB*>E&+

的
;OA=$/07"

培养液!

实验组置
!8k

孵育!对照组放入
7k

冰箱#

/H

后洗

去未被吞噬的
S=RK$DB*>E&+

!并置于冰上!即刻流式

检测#

$1&1(

!

混合淋巴细胞实验
!

收集不同芍药苷浓度共

培养的成熟
DK

!并用
*

射线照射后备用#收集

J<?J

)

2

小鼠的脾脏细胞!将照射后的树突状细胞与

J<?J

)

2

小鼠的脾脏细胞分别按
/o/"

"

/o-"

和
/o

7"

混合后!置
.LKT

-

"

!8 k

培养!

0"H

后加入!

U$

RC;

后继续培养
/-H

!同位素测定仪检测
2

Z

%

值#

$1'

!

统计学处理
!

采用
MOMM-"1"

软件进行统计学

处理!

M>WCB+>d:5

检验分析组间差异!

!

$

"1".

表示

差异有统计学意义#

%

!

结
!!

果

%1$

!

芍药苷对细胞无明显毒性作用
!

收集不成熟

DK

与不同浓度的芍药苷共培养!培养
-7

"

75

"

8-H

后

KKQ$5

检测细胞活力#与未加药组相比!不同剂量的

芍药苷对细胞无明显的毒性作用'

!

&

"1".

(#见

图
/

#

!!

注$

<

"

J

"

K

分别代表不成熟
DK

在不同浓度芍药苷下分别培养
-7

"

75

和
8-H

后!

KKQ$5

检测吸光度值

图
/

!!

芍药苷对细胞活力的影响

%1%

!

芍药苷抑制不成熟
DK

共刺激分子和
AUK

(

表达
!

体外诱导培养不成熟
DK

!培养过程中加入不

同浓度的芍药苷!芍药苷终浓度分别
"

"

/

"

.

"

/"

&

%3(

)

?

!流式检测细胞表面共刺激分子
KD5"

"

KD7"

和
AUK

(

表达#加药组随着芍药苷浓度的增加

KD5"

"

KD7"

和
AUK

(

表达明显降低#结果见图
-

#
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这一结果表明!芍药苷能明显抑制不成熟
DK

表面
KD5"

"

KD7"

和
AUK

(

表达#

!!

注$

<

"

J

"

K

分别代表流式细胞术检测不同浓度芍药苷培养条件下!

DK

表面共刺激分子
KD5"

"

KD7"

和
AUK

(

的表达#结果以
CjB

表示!所

示数据为
!

次独立实验的代表性结果#

%

!

$

"1".

!

%%

!

$

"1"/

!

%%%

!

$

"1""/

图
-

!!

芍药苷对不成熟
DK

共刺激分子和
AUK

(

表达的影响

%1&

!

芍药苷抑制不成熟
DK

的吞噬功能
!

不同芍药

苷浓度条件下体外诱导培养不成熟
DK

!在
!8k

条件

下细胞吞噬
S=RK$DB*>E&+

!同时采用
7k

条件下吞

噬作为阴性对照!然后流式检测每组细胞的
S=RK

荧

光强度#在培养过程中加入芍药苷可抑制不成熟
DK

的吞噬功能#结果见图
!

#

!!

注$流式细胞术检测不同浓度芍药苷培养条件下!不成熟
DK

对

S=RK$DB*>E&+

的吞噬能力#所示数据为
!

次独立实验的代表性结果

图
!

!!

芍药苷对不成熟
DK

的吞噬功能的影响

%1'

!

芍药苷抑制成熟
DK

介导的混合淋巴细胞反应

!

成熟
DK

具有诱导同种异型淋巴细胞增殖的能力#

为了检测芍药苷对成熟
DK

功能的影响!取不同浓度

芍药苷诱导培养下的成熟
DK

照射后与
J<?J

)

2

小鼠

的脾脏细胞分别按
/o/"

"

/o-"

和
/o7"

的比例共

培养!采用!

U$RC;

掺入法检测细胞增殖#芍药苷处

理的
DK

诱导混合淋巴细胞反应的能力明显低于不处

理组#结果见图
7

#这一结果表明!芍药苷能明显抑

制
DK

介导的同种异型淋巴细胞增殖!但无明显的剂

量依赖性#

!!

注$

!

U$RC;

掺入法检测不同浓度芍药苷培养下!

DK

诱导同种异

型淋巴细胞增殖的能力#所示数据为
!

次独立实验的代表性结果

图
7

!!

芍药苷对成熟
DK

功能的影响

&

!

讨
!!

论

!!

<OK

和
R

细胞之间的相互作用是适应性免疫应

答启动的基础!其中
DK

是唯一可以直接激活初始
R

细胞的
<OK

#不成熟
DK

多分布于非淋巴组织!具有

很强的抗原吞噬能力!但低表达共刺激分子和
AUK

分子#当不成熟
DK

摄取抗原'或受到炎性刺激(后从

非淋巴组织迁移到次级淋巴组织而逐渐成熟!成熟后

的
DK

高表达
AUK

分子和共刺激分子!具有很强的

抗原提呈功能!能够激活
R

细胞介导适应性免疫

应答#

本文研究发现!芍药苷能明显抑制
DK

表面共刺

激分子
KD5"

"

KD7"

和
AUK

(

的表达#表明芍药苷

对
DK

的成熟具有一定的抑制作用#有研究研究指

出!

KD7"

介导的
DK

分泌
=?$0

在
RH/8

细胞分化中

起到重要作用%

//$/-

&

#

J<;RU#?M

等%

/!

&报道!抑制肠

道中
DK

的
KD7"

通路可抑制
RH/8

细胞反应"促进

REB

,

细胞产生!从而抑制肠道过激的免疫反应和肠炎#

因此!芍药苷对树突状细胞
KD7"

表达的抑制作用可能

为
RH/8

介导的自身免疫病的治疗提供新的靶点#

作为专职
<OK

!不成熟
DK

具有很强的抗原吞噬

能力#

DK

与
R

细胞的相互作用提供了
R

细胞的活

化信号!不成熟
DK

吞噬抗原变为成熟
DK

!并将抗原

信息提呈给
R

细胞识别%

/7

&

#实验结果显示!芍药苷

可明显抑制不成熟
DK

的吞噬功能#

DK

吞噬功能的

减弱使得
DK

不能有效地将抗原提呈给初始
R

细胞

而减弱免疫应答#为了进一步检测芍药苷对
DK

抗原

提呈能力的影响%

/.

&

!本研究进行了混合淋巴细胞实

验#结果显示!芍药苷明显抑制成熟
DK

刺激同种异

型淋巴细胞增殖的能力#因此本组猜测!芍药苷对自

身免疫病的缓解作用!可能与芍药苷抑制了
DK

对
R

细胞的激活能力有关#

'

!

结
!!

论

!!

本文研究表明芍药苷能明显抑制
DK

的成熟和功

能!这为芍药苷作用机制的阐明提供了实验基础!也

为自身免疫病治疗药物的研发提供了新的研究方向#
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