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雷公藤内酯对 T淋 巴细胞功能的影响1 

蒲雨霞。， 张革沭 (河南省医学科学研究所药理室，郑州480052，中国) 
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ABffrRACT n  t01ide (Tri)is a'gl active prin- 

clple of Tripteryghon hypo~aucum Hutch，which 

has been used to treat cancers and autoimmune 

djscasl~ in 如lk med icine．The lymphoc pmli- 

re．ration (LP) induced by Con A or Lipopolysac· 

charId~ (LPS)Was suppressed by ni at 80 and 

gOO ng／m1．At 5 us／ml the suppressive effect on 
LP 血lduced by Con A was much ．Stronger than 

that by’LPS．The humor~ immune reaction mo· 

nitored by quantitative hemol~ is spectrophoto· 

metry (OHS)was suppressed by n i 0．75 and 1 

mK／kg ip．II，．2 production by m0lI8e spleen c~11s 

ware suppl~ by Tri 5t 50，5OO he／mlin’．ifro 

and 9．5．O．79 and l mg／kg ip．IL一2 activity 

was assayed by asse镕．mg its ability to slIpp0 

proliferation of selected IL-2--depon de~t T ce11 

line．measurcd by colorimetr method which is 

based on the ability of viable celis to cleave 

M TT (3-(4， 5-dimethylthiazo1．-2-y1)-2， 5． 

diphe~yl tctraz0lium brow．hle)． cells induced 

by supraoptlmal Lw,~lufle (SOI)were suppressed 

by T啊 0．5 and 0．75 mg／kg ip．These re#alas 
aeggest T Or it* ~ubpopulations and B 

坤mphocytes may be the target。ens of TrL 

细胞增殖反应有明显抑制作用I 5，50， 509及 0．5， 

0．75，1mg／kg ip均对正一2产生或其括性有 明 显抑 

制作用． 

美■调 雷公藤内酯，T淋巴细胞，溶血， 分光光度 

_测定怯I白细胞介素2 I免疫抑制 

雷公藤属植物昆明 山 海 棠(Tripterygium 

bypo~ ucum Hutch)在民间用于治疗 肿瘤和类 

风湿性关节炎等．我室已证实从中提取到的露 

公藤内酯(triptolide，Tri)对 L 615白血病有明 

显疗效，不仅可使部分小鼠长期存潘，而且可 

使长期存活小鼠经数次攻击而不引致白血病， 

并明显抑制小鼠溶血索反应 )．雷公藤对体液 

及细胞免疫均有抑制作用 ，但迄今未见有关 

从淋巴细胞亚群水平研究Tri的报道． 本文报 

道 Tr／对抗体产生和分泌、对T和 B细 胞增殖 

反应及对 Th和 Ts细胞的影响， 以 便 进一步 

了解 Tri的抗肿瘤及治疗自身免疫性痰疯的作 

用机理，为临床合理用药提供理论依据． 

KEY W ORDS triptoltde；T lymphocytcs；hemo1- O 

ysts；spectrophoto metry~ interleukin 2：inxmtmo- 

suppression ． 

叠一 用 quantitative hemolysis spectrophotometry 

法和 MTT法研究雷公藤内酯(Tri)对小鼠 T嘲胞功能 

的影响．Trl e．75，tmg／kg ip明显抑制抗体 产 生 和 

分秘’0．5，O．75Hl层／虹 抑制 n 细胞括 化I 50，500 

ng／Ⅱll明显抑制 T、B细胞增殖反应，5ng／ml仅对T 
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雷公藤内酯(中国科学院昆 明 植 物 所 )- ’ 

Con^(美国 Sigma公司)，Lipopolysaccharide 

(LPS，美国 DiSco Leb)I 3一(4，5-dimethylth- 

iazol一2-y1)一2，5-diphenyl tetrazolium(MTT． 

瑞士 Fluka)．将 MTT按 5ms／m]溶解于 磷酸 

缓冲液(phosphatic buffer solution，PBS)中， 

过滤 除 菌 岳 4℃避光保存，异丙醇 (上海 试 

嗣一厂)J z_巯基乙醇(上海试剂四厂)， 小牛 
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血清(天津市生化制品广)I etI上细 胞株(本 

院微生物教研室)，C 7BL／6小鼠和 BALB／c／b 

鼠(本院动物繁殖中心)．Hank s solution与常 

规配方基本相同，其中含 lO 灭活 小牛血清， 

且去除酚红，用等 mol／L的葡萄糖 代 之， 以 

消除其在波长为 413 nln处及其附近的吸收蜂． 

调 pH 7．2-7．4． 

M ETHODS AND RESULTS 

Trl对抗体生成和分泌 的嚣 晌 C BL／6 

小鼠 20只， 早，体重 18．3~SD 1．1 g，随机分 

组。采用定量溶血 分 光 光 度 法 (quantitative 

hemolysis spectrophotometry， QHS)‘。 疆l定 

抗体形成细胞产生和分泌的抗体裂解sheep red 

blood cell(SRBC)而释放的血红蛋白相 对 含 

量．ip 5％ SRBC 20ml／kg致敏(d 0)， 各 组 

ip不同剂量 Tri连续 4d(d 3)． 于d 4放 血 

处死小鼠取脾脏，制备 1×10 个／nll的 睥细 

胞悬液．将经处理的混 台 新 鲜 豚 鼠 血 蒲 用 

Ha nk s solution以1 14稀释．取脾细胞悬掖、 

0．2 SRBC
、 1 1 4处理后的混合新鲜豚鼠血 

清各 1ml混匀，置 37℃水褡 1h，2000×g离 

心 5min．在 721型分光光 度 计 413 nm波 长 

处测其上清渡的吸光率 (̂ 值)．结果见 Tab 1． 

Tri 0．5删；，(kg·d)对抗体生成细胞产 生 和 分 

秘 抗体的功能无明显抑制作 用， 0．75，1螂 ／ 

(kg·d)则有明显抑制作用． ’ 

Tnb 1． Quantitative hl蛐∞呐 卿畸ctm 拍蛔一 

m y (QHS)z~cfloB of ip Itilptolide (Tl1) in 

__‘崎．^=5，嚣土SD P>0．05，¨P<O．05． 

n iptotide ’ msl~kg．d)×4 d reaction 
(Absorbanc~。^ ) 

0 

0．5 

0．75 

1 

0．36± 0．14 

0．33± 0．O 

0．14± 0．03̈  

0．11土 0．04¨ 

Tci对淋巴绷臆增殪反 应 的 嚣 晌 采用 

MTT比色法‘ ”．CI BL／6小鼠3只，早，体重 

20．1土0．2g，处死职 脾脏。 制 备6×10 个／ 

脾细胞悬液．在无菌 40孔微孔培养板上各 

孔加入 Con A或 LPS溶液 50D1；各用药组加 

入相应浓度药物 100 l‘l，所有各孔加入脾细胞 

悬液 50tt1．Con A， LPS终 孔 浓 度 分 别 为 

7．5，7．8~l／mi．将培养板 置 入 5％COz培 养 

葙。37'C及饱和湿度条件下培养 48 h，1500 x 

g离心 5 rain，轻取各孔上清 100 l，弃去，各 

孔加入 10 MTT溶掖，继续培养 4h， 各孔 

加入 100D1酸化异丙醇 (含HCI 40mmol／L)， 

充分混匀， 以使细胞代谢 MTT生 成 的 甲膪 

(forma~an)充分溶解．各孔加入 100 D1蒸馏水， 

空白对照孔加入 200 pl蒸馏水． 用GXM一201 

型酶标分光光度计，测各样品A值．选择测量 

波长为 570 13~m，参考波长为 63n1"lm， 以空白 

对照孔校正零点(加入酸化异丙 醇 后 0．5 h内 

测定)． 

1时 Con A谤导的淋 巴蛔抱增殖反 应 的 

影响 Tri在浓度为 5，50，500 ng／ml时，均对 

淋巴细胞增殖反应有聪显抑制作用(Tab 2)． 

2 时 LPS谤 导的淋 巴细胞增殖 反 应 的影 

响 在浓度为 50，500 ng／mt,Tri对淋巴细胞 

增殖反应有明显抑制作用． 在浓度为 5 ngtml 

无显著抑制作用(P>0．05)(Tab 2)． 

Teb 2． Effect of ~ pmlideOn lsmphoeyte pro— 

llferaflon imiuced by Con A (7．5 ~s／mb and 

LlpopolysaceharJde (LPS 7．8~g／m1)in 咖 ． 

伟=；，霉±如 ．．P>O．0S．-P<0．05Ⅲ P<O．01． 

~fiptolide 。仰 

‘n| ' Con A LPS 

Trl对 IL_2产生曩其嚣性的 嚣 晌 用适 

量 Con A 诱生 IL-2．然后甩 IL-2怅 赣塑细 

胞毒 T细胞株(cytotoxic T lymphocyte line， 

CTLL)作为检测细胞， 用 MTT法 检 测CTLL 

存浩及增殖程度． ‘ 
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7岳 

1 Tri体外对 IL一2产生厦其活rI生的影响 

实验用BALB／c小 鼠3只，早， 体重 19．2± 

1．3 g．处死取脾脏，制 备 1×10 个／m1的 睥 

细胞悬液，将其与含 2一巯基乙醇， Con A及 

不同浓度药物的培养液等容量混匀．在培养板 

各孔加入 lml上述混台悬液， 置上述条 件 菇 

养 24 h，3000 xg离心 20min，取其上清液， 

即为粗制IL一2，置 一20℃备用．将 CTLL洗 

涤 3次．每孔加入 2×10 个／nll的 CTLL细胞 

悬液和粗制 IL一2各 i00 置 上述条件培养 48 

h，用 MTT法检测． 

结果见 Tab 3．Tri 5，50，500ng／叫 均 

抑 制 IL一2的产生及其活性， 且髓剂量增大， 

抑制作用增强． 

Tab 5． Effect ol TH On IL-2 activity in vitro 

and in mice． 牙± sD． ¨P< 0．05， ⋯ P< 01 vj 

Con A (5~s／m1)culture superm,tant． 

Triptolidc IL-2 activity 

Con A n$／ml mg／(kg·d) (Absorbance，^) 

(~g／m1) x 4 d fn fr0 In viI．0 
(竹 =3) (n ；5) 

0 0 

0 0 

5 0．5 

50 0．75 

500 1 

2 Tri体内对 IL-2产生厦其活性 的 影 响 

BALB／c小 鼠 20只， 早， 体 重 18．5±1．1 

随机分组，各组 ip不同剂量的 Tri， 对 照 

组 以生理盐水代之，连续用药 4 d(d卜4)．于 

d 5处死小鼠取脾脏 制备 1×10 个／mI的脾细 

胞悬液，将其与含有 2一巯基乙 醇、Con A的 

培养液等容量混台．按上述方法制备 粗制 IL- 

2，井用 CTLL细 胞为检测细胞捡测其活性． 

结果见 Tab 3．Tri 0．5，0．75， lms／(kg·d)， 

均明显抑制 IL-2的产生及其活性． 

Tri对 T|细胞的影响 采用超适 剂 量 盘 

疫法(supraoptimal immunization) ’诱导鼠Ts 

细胞话性．C； BL／6小鼠 30只，早，随机分组 ， 

每组 5只，每只 ip 4×1O。个 SRBC． 用药 组 

■ — ——一  一 一 一  

(1)sol+环磷酰 (cyclophosphamid~，CY)l 

于 SOI当日ip CY 50 rag／kg,(2) SOI+Tri 

0．5，0，75 ms／(kg·d)ip， SOI当日起连 续 4 

d．d15取供体鼠睥脏，洗涤 2次， 用生理盐 

水配成含活细胞 2×10。个／ml的细 胞 悬 液． 

用此供体脾细胞悬 液 按 4×10 个／只 iv同 系 

受体鼠(每蛆 5只)，同时 ip 4×10 个 sm~c／ 

只受体鼠．d19用 QHS法测定受体鼠 脾 细胞 

抗体生成水平．结果见 Tab 4．接受 SOI供体 

鼠脾细胞转输后，其受体鼠的 QHS反应 明 显 

受到抑制，接受 SOI+Tri或 SOI+CY供体鼠 

脾细胞转输后， 其受体 鼠的 QHS反应未受 到 

明显抑制． 

Tab 4． Effeet of TH ind CY (Cyclophospha- 

mide) OD supraopflmml immunizm／ion (SOI)ln 

mlce． ±sI)． ⋯ P< 0．01 vs soz． 

Administration Tri CY QHS reaction 

mg／(kg·d1×d CA) ! 

Control 

蝴  

S0I+T 

S0I+CY 

0 

0 

0．5×4 

0：75×4 

0 

0 

0 

O 

0 

5O×1 

0．92± O．06⋯  

0．57土 0．24 

0．84 4-0．05⋯  

0．87士O．18⋯  

0．84± 0．12⋯  

本文发现 Tri ip对抗体产生和分 泌 有 明 

显抑制作用，与文献结果“ 相符．在适当剂量 

时，丝裂原 Con A主要诱导 T淋巴细胞增殖， 

而 LPS主要诱导 B淋巴细胞 增 殖． Tri 50， 

500ng／m]饥 vitro对 T或：B细胞增殖 反应 均 

有明显抑制作用，、而在 5 ng／ml Tri仅对T细 

胞增殖反应有明显抑制作用，表明T淋巴细胞 

对 Tri更敏感，其机理尚待 研究．T细胞亚群 

的研究是近年来免疫学的一个重大进展．它们 

互相联系互相制约，尤以Th及 TS细 胞 的 对 

立统一是正常免疫功能恒定的重要保证．IL-2 

是主要 由Tb．细胞产生的淋巴因子， Tri ip及 

vitro均可抑制 IL-2的产生及 其活 性， 说 

明该药可能抑制了Th细胞的活性． 在供体鼠 

Ts细胞诱 导 期 ip Tri 0．5，0．75mg／kg， 其 

| l一 奠叠 建 盖生 !__鲨 趟量 遂 

● 

● ● ● 

● ● ● 
2  i  

0  O  O  0  0  

0  0  0  O  O  
+一+一土 +一+一 

4  0  5  5  5  
0  2  0  O  O  

● ● ● ● ● 
O  O  O  0  0  

● + ● 
● ● ● 

● ●  ●  

{ ； 11 O  O  0  O  O  

0  0  O  0  O  
± +一+一+一+一 

3  B  B  5  
0  3  1  0  O  

O  O  0  O  O  
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‘ 

受体鼠QHS反应耒受到明显抑 制．推 测 Tri 

对 Ts细胞活化过程有抑制作用． 以上实验结 

果提示T或 Th、 Ts细 胞及B细胞均是 Tri的 

靶细胞． 
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Influence Of 6。7-dimethoxycoumarin 
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ABSTRACT When 40 ms／ks of 6，7-dimcthoxy· 
coumarin (DM OC) WaS given (ip) 15m．m 

Lbeforc sc cyclophosphamid~(cy)，the LD~w'7 d of 
Cy wOuld be raised from 166+--9 (100-245) t0 

2~M~4 (250-346) Bg／ (dose reduction factor 
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Beijing，1988 3ul 4-8 

‘ c 聃ing Institute o，Traditftma~C~inese Medi- 

cbte。C 鹊 m g 630018，la 咖  

1．78) jn W  ar rat． The 7 d surviva1 rate of 

mice intoxicated by Cy was raised to 96．7 ．To 

give lO0 ing／(kg·d)of DM0c for 5 or 24 days， 

it prevented the chro nic toxicity of Cy prolonged 

the life--span，elcrated the 3O d survival rate of 

rats intoxicated by Cy to 45．3 and 49．5％． re- 

spective【y．DMOC increased the WBC-weight of 
thymus and bodY of rats and mice intoxicated 

by Cy；raised colony-forming unit and reduc酣  

h岫 pl[tsma cort tco~tcrone of ∞ice intoxiCat酣 

by Cy． It also increa．~d’the RNA and DNA of 

bone marrow．1ivet and spleen． DM oc in coin- 

bination with Cy did not reduce the n̂lillImOr 

ef~c't of Cy． 

KEY W ORDS coL~ arhls； 6， 池 c地 “  Ⅻ I． 

tin ；cyclophosphamide；an tidotes
．

；survival；DNA； 

RNA；corticosterone； colon y-formin g units：assay 

叠曩 sc环磷酰胺(cy)前i窖6，7-=甲氧基香豆素 

(DMOC)40 n (kg·d)能显著提高大，小鼠7 d的存 

活率t大鼠 置磷低系数1．78，每旅tg．q 前(援印 
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