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三叶青总提取物对人γδT细胞功能影响
许青1  骆晓梅1  杨阳2  孙香香1  冯莉亚3  郭妙妙3  刘军权1,3*

(1中国人民解放军陆军第七十一集团军医院检验科, 徐州 221004; 
2中国人民解放军陆军第七十一集团军医院药剂科, 徐州 221004; 3杭州金域医学检验所有限公司, 杭州 310053)

摘要      该文旨在研究三叶青总提取物(TH-t)对人γδT细胞功能的影响。用80%的乙醇提取三

叶青干块根中的三叶青总提取物; 利用Ficoll分离液分离人静脉血单个核细胞(PBMC)。用异戊烯

焦磷酸法进行γδT细胞定向诱导培养。应用流式细胞分析技术检测PBMC培养前后的γδTCR表面标

记率, 用荧光标记的单克隆抗体检测γδT细胞表面CD107a、granzymeB和Perforin的百分数。用乳

酸脱氢酶释放法检测TH-t诱导后的γδT细胞对肿瘤细胞株杀伤活性。用CCK8法检测TH-t对γδT细
胞增殖能力。用MTT法检测TH-t对肝癌(HepG2)细胞株、胃癌(SGC-7901)细胞株和乳腺癌(MCF-
7)细胞株的抑制率。PBMC培养前γδTCR表达率为3.12%, 定向培养10天后为90.46%。在TH-t对γδT
细胞增殖能力影响的实验中, 经过诱导72 h后, 浓度为0.62 μg/mL的TH-t促使γδT细胞增殖最明显

(增长率为44.50%), 显著高于对照组(3.50%)(P<0.05)。当TH-t浓度为0.15 μg/mL时, 诱导的γδT细胞

表面Perforin和granzymeB的阳性表达率可达到最高值, 分别为76.90%±2.30%和30.50%±1.30%), 显
著高于对照组(65.40%±1.29%和25.10%±2.30%), 组与组之间的比较均存在统计学差异(P<0.05)。
经浓度为0.125 μg/mL TH-t诱导后的γδT细胞对肿瘤HepG2、SGC-7901和MCF-7细胞株的杀伤活

性最高(分别为72.10%、52.30%和79.10%), 显著高于对照组(分别为38.50%、30.50%和41.20%), 各
组间的比较存在统计学差异(P<0.05)。当Th-t浓度≥9.75 μg/mL时, 对3株肿瘤细胞均有抑制作用。

TH-t即能促进γδT细胞增殖又能提高其杀伤肿瘤细胞活性; 一定浓度的TH-t能抑制肿瘤HepG2、
SGC-7901和MCF-7细胞株的生长。
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Abstract       The purpose of this paper was to study the effect of Tetrastigma hemsleyanum total extraction 
(TH-t) on the function of human γδT cells. Tetrastigma hemsleyanum total extraction (TH-t) was extracted from 
dried roots of Tetrastigma hemsleyanum with 80% ethanol. Human venous blood mononuclear cells (PBMC) were 
isolated using Ficoll separation solution. PBMCs were in orientational culture of γδT cells with the isopentenyl py-
rophosphate method. Flow cytometry was used to detect the surface labeling rate of γδT CR before and after PBMC 
culture. And the percentage of CD107a, Granzyme B and Perforin on the surface of γδT cells was detected by fluo-
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rescently labeled monoclonal antibody. The effect of γδT cells induced by TH-t on the killing activity of tumor cell 
lines was examined by lactate dehydrogenase release assay. The CCK8 method was used to detect the effect of TH-t 
on the proliferation of γδT cells. MTT assay was used to detect the inhibition rate of TH-t on liver cancer (HepG2) 
cell line, gastric cancer (SGC-7901) cell line and breast cancer (MCF-7) cell line. The expression rates of γδTCR 
before PBMC culture were 3.12% and 90.46% after 10 days of directional culture. In the experiment of the effect of 
TH-t on the proliferation of γδT cells, TH-t at a concentration of 0.62 μg/mL induced the most obvious proliferation 
of γδT cells (44.50%) after 72 h of induction, which was significantly higher than that of the control group (3.50%) 
(P<0.05). When the TH-t concentration was 0.15 μg/mL, the positive expression rates of Perforin and granzymeB 
on the surface of induced γδT cells reached the highest values (76.90%±2.30% and 30.50%±1.30%, respectively), 
which was significantly higher than that of the control group was 65.40%±1.29% and 25.10%±2.30%, and there 
was a statistically significant difference between the groups (P<0.05). After induction by TH-t at a concentration of 
0.125μg/mL, γδT cells had the highest cytotoxic activity against tumor HepG2, SGC-7901 and MCF-7 cells (72.10%, 
52.30% and 79.10%, respectively), which was significantly higher than the control group (38.50%, 30.50% and 
41.20%, respectively), there was a statistically significant difference between the groups (P<0.05). When the 
concentration of Th-t was≥9.75 μg/mL, it inhibited the three tumor cells. TH-t can promote the proliferation of 
γδT cells and increase the activity of killing tumor cells. A certain concentration of TH-t can inhibit the growth of 
HepG2, SGC-7901 and MCF-7 cells.
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三叶青, 又名金丝吊葫芦, 为葡萄科(Vitaceae)
植物三叶崖爬藤(Tetrastigma hemsleyanum Diels et 
Gilg), 主要分布在我国的浙、闽、粤、滇、桂等地区[1]。

块根入药, 是一种珍贵的中草药, 性寒味苦、无毒, 
具有祛风化痰、活血散结、消炎止痛和清热解毒等

功效, 常用于喉痒肿痛、咽喉炎、咳嗽、肺炎、支

气管炎、肝炎、肠炎、痢疾和小儿高热惊厥等疾病

的治疗[2]。黄酮类化学成分是三叶青药用的重要成

分。国内有研究报道, 高浓度(3~15 mg/mL)三叶青

黄酮类物能抑制多种肿瘤细胞增殖[3-7]。γδT细胞是

有别于αβTCR受体的T淋巴细胞亚群之一, 主要分布

于黏膜内及表皮组织内, 能发挥抗肿瘤效应[8-9]。本

研究应用三叶青总提取物(Tetrastigma hemsleyanum 
total extract, TH-t)作用于人γδT细胞, 发现极低浓度

(0.002 5 μg/mL) TH-t能够促进γδT细胞增殖、提高

杀伤肿瘤细胞活性。现报道如下。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   仪器      电子分析天平(型号Quintix 224-1CN, 
分度值为0.1 mg)购自德国Sartorius公司。全自动生

化分析仪(Abbott Laboratories C16000)购自美国芝加

哥公司。流式细胞仪、流式细胞仪分析软件购自美

国BD公司, 每次检测样本细胞数≥2×104。7230G可

见分光光度计购自上海精密科学仪器有限公司。

1.1.2   药材      三叶青块根购自宁波鄞州医药药材

公司, 经陆军第七十一集团军医院药剂科朱斌副主

任药师鉴定, 为葡萄科植物三叶崖爬藤(Tetrastigma 
hemsleyanum Diels et Gilg)的干燥块根。

1.1.3   试剂      AB-8大孔吸附树脂(规格为HG2-885-76, 
批号为20120314)购自天津市光复精细化工研究所。薄

层色谱高效硅胶G板(HS-GF254, 规格为10 mm×20 mm, 
批号为20140610)购自烟台江友硅胶开发有限公司。

无水乙醇、石油醚、乙酸乙酯、正丁醇、硝酸钠、

三氯化铝均为分析纯 , 购自国药集团化学试剂有限

公司。无血清培养基购自浙江博纳生物科技有限公

司。异戊烯焦磷酸 (isopentenylpgrophosphate, IPP)、
二甲基亚砜、四甲基偶氮唑蓝、儿茶素购自Sigma
公司。Ficoll分离液购自中科院血液病研究所。重

组 IL-2购自厦门特宝生物工程股份有限公司。胎牛

血清、RPML1640、胰蛋白酶购自Gibco公司。FITC
标记的 γδTCR和PE标记的CD3抗体、APC标记的

CD107a及PE标记的granzymeB和穿孔素 (Perforin)购
自杭州联科生物技术股份有限公司。水为纯化水。

芦丁标准品 (序列号为PCM-MA-005, 纯度≥97%)购
自天津士兰科技有限公司。
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1.2   方法

1.2.1   三叶青总提取物的提取制备与水溶液配制      
按照浙江省食品药品监督管理局和本课题组前期

研究方法进行提取制备[2,10], 取三叶青干燥块根药材

200 g, 除去杂质, 洗净, 润软, 切片机切薄片后用加

热回流法提取, 按照15׃比例加入1 000 mL 80%的乙

醇水溶液浸泡24 h后, 80 °C条件下加热回流提取, 共
3次, 每次40 min, 合并提取液, 过滤, 减压回收蒸干, 
制备得到三叶青总提取物(TH-t) 21.6 g, 得率10.8%。

精密称取TH-t 0.55 g, 用DMSO配成100 mg/mL的贮

存液, 再用纯化水稀释, 分别配制成需要量的三叶青

总提取物水溶液。

1.2.2   三叶青总黄酮的检测      采用亚硝酸钠–三氯

化铝法测定。室温下将10 μL NaNO2(0.066 mol/L)分
别加入96孔板中 , 标准孔中分别加入25 μL不同浓度

的儿茶素标准品溶液 ; 测定管中加入25 μL三叶青总

提取物水溶液。混合反应5 min, 然后每孔加入15 μL 
AlCl3(0.75 mol/L)溶液 , 反应 6 min。最后加入100 μL 
NaOH(0.5 mol/L)溶液后混匀在 510 nm下测定吸光

度 (D)值。儿茶素标准溶液系列浓度为31.25、62.5、
125、250和500 μg/mL, 样品总黄酮以mg表示。每样本

设置3个复孔。结果以D值为纵坐标 , 浓度为横坐标绘

制标准曲线, 通过标准曲线查找测定样本总黄酮含量。

1.2.3   γδT细胞的培养和鉴定      取健康自愿者外

周抗凝血 10 mL, 使用 Ficoll分离液分离人外周血

单个核细胞 (human venous blood mononuclear cells, 
PBMC)。用γδT细胞培养基[无血清培养基中加入终

浓度200 U/mL rhIL-2和2 ng/mL IPP(isopentenyl py-
rophosphate)]配成密度为5×105个/mL的细胞悬液, 按
每孔5 mL量加入到6孔细胞培养板内, 置于5% CO2细

胞培养箱内培养, 每2天用γδT细胞培养基半量置换培

养基, 同时将细胞密度调整至1×106个/mL。收集培养

10天γδT细胞, 用流式细胞仪检测γδTCR细胞纯度。

1.2.4   γδT细胞增殖实验      收集培养10天γδT细胞, 
用γδT细胞培养基配成细胞密度为1×105个/mL的细

胞悬液, 按照每孔180 μL量分别加入96孔培养板中, 
再分别加入终浓度为0(含0.1% DMSO的γδT细胞培

养基的对照组, 下同)、0.0025、0.01、0.039、0.155、
0.62、2.44、9.76、39.9、156 μg/mL的TH-t, 每组实

验重复5孔, 置细胞培养箱中培养, 在分别培养24、
48、72 h后, 每孔加入20 μL CCK8显色液, 继续放置

在5% CO2培养箱中培养。4 h后用酶标仪检测各孔

吸光度(D)值, 设波长为450 nm, 同时记录结果。相

同实验重复3次。

γδT细胞增殖率(%)=[(实验D值)/(对照D值)–
1]×100%
1.2.5   乳酸脱氢酶释放法(LDH)检测经TH-t诱导的

γδT细胞杀伤活性      收集经终浓度分别为0(对照

组)、0.002 5、0.01、0.039、0.155、0.62、2.44、9.76
和39.9 μg/mL TH-t诱导48 h后的γδT细胞, 用无血清

培养基液洗涤2次, 将细胞配成密度为2×106个/mL的
细胞悬液, 并将其作为效应细胞; 收集对数生长期的

靶细胞(HepG2、SGC-7901和MCF-7细胞株), 无血

清培养基液洗涤2次, 分别配成密度为2×105个/mL的
细胞悬液; 分别取效应细胞和靶细胞各0.5 mL, 轻轻

混合(效靶细胞比例为101׃), 同时设置对照组。置于

5% CO2和37 °C细胞箱中培养, 6 h后, 取出重悬细胞, 
1 500 r/min离心10 min, 收集离心上清液。按刘军权

等[11]报告方法用LDH试剂盒严格按照操作说明书上

的要求进行检测, 自动生化分析仪在340 nm波长下

测定LDH单位(U/L)。每次检测样本设3个复管, 相
同实验重复3次, 取平均结果进行杀伤活性换算。

γδT细胞杀伤活性(%)=(测定管LDH单位–效应

细胞自然释放LDH管)/(靶细胞最大释放LDH管–靶
细胞自然释放LDH管)×100%。

1.2.6      流式细胞法检测γδT细胞CD107a、granzymeB和
Perforin表面标记      收集培养10天的γδT细胞, 用无血清

培养基液洗涤2次, 将细胞配成密度为5.0×105个/mL悬
液, 按照每孔3 mL量接种于12孔细胞培养板, 分别

加入终浓度为0(对照组)、0.002 5、0.01、0.039、0.155、
0.62、2.44、9.76和39.9 μg/mL的TH-t, 每组设制3个
复孔。放置于CO2培养箱中诱导培养, 48 h后分别收集细

胞, PBS洗涤2次, 将细胞用PBS配成1.0×107个/mL的细胞

悬液, 分别吸取100 μL于测试管中, 加入5 μL FITC标记的

anti-γδ TCR试剂, 避光, 常温孵育30 min。每管加入

100 μL固定液, 在室温下置避光处孵育15 min, PBS
缓冲液洗涤1次。分别加入100 μL破膜剂、20 μL 
anti-Perforin-PE抗体、20 μL PE标记的anti-granzyme 
B抗体和10 μL APC标记的CD107a抗体, 常温避光孵

育15 min, PBS洗涤1次, 加入0.5 mL PBS混匀后, 用
流式细胞仪检测γδT细胞Perforin、CD107a和gran-
zymeB的表达率。

1.2.7   TH-t抑制肿瘤细胞株生长实验      取对数生长

期的HepG2、SGC-7901和MCF-7细胞株, 用无血清培
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养基分别配制成5×104个/mL的悬液, 按照每孔180 μL
量加入到96孔细胞板中, 每个样品重复5次; 将细胞

培养板置于CO2培养箱中培养24 h, 实验组加入终浓

度分别为 0(对照组)、0.036、0.155、0.62、2.44、9.75、
39.9和156 μg/mL的TH-t。置于CO2培养箱中培养孵

育48 h; 每孔加入20 μL MTT, 继续于CO2培养箱中培

养孵育4 h, 弃上清, 每孔加入150 μL DMSO, 混匀致

甲赞完全溶解, 用波长495 nm的酶标仪测定各孔吸

光度(D)值。相同实验重复3次, 求平均值。细胞抑

制率(%)=[1–(实验D值)/(对照D值)]×100%。

1.3   统计学处理

采用SPSS 18.0软件进行统计学分析, 组间比较采

用单因素方差, 计量数值使用均数±标准差(x
_
±s)表示, 

检验水准α=0.05, P≤0.05表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   三叶青总提取物中总黄酮含量

应用亚硝酸钠–三氯化铝法检测本次三叶青总

提取物中总黄酮含量为2.3 mg/g。
2.2   γδT细胞鉴定

流式细胞法检测结果如图 1显示 ,  γδT细胞

γδTCR表达率在培养前外周血中为3.12%, 培养10天
后γδTCR表达率为90.46%。

2.3   总提取物(Th-t)对γδT细胞生长的影响 
我们在前期预实验中发现, 三叶青各个提取阶

段的提取物对γδT细胞生长的影响有较大差异, 其中

以Th-t促进γδT细胞增殖能力最强。因此, 本研究选

用Th-t进行相关实验。图2结果表明: 诱导72 h、浓

度为0.62 μg/mL的Th-t对γδT细胞的作用最明显(增

殖率达44.5%), 显著高于对照组(0)(增殖率达3.5%), 组
与组之间比较有统计学差异(P<0.05), Th-t浓度过高可

抑制γδT细胞生长。在Th-t浓度为0.01~9.76 μg/mL范
围时, 诱导时间越长, γδT细胞增殖率升高越明显, 组
与组之间比较有统计学差异(P<0.05)。
2.4   TH-t对γδT细胞granzymeB、CD107a和Perforin
表达的影响

图3和表2结果所示 , 与0 μg/mL(对照组)相比 , 浓
度为0.002 5、0.01、0.039、0.155、0.62、2.44、9.76和
39.9 μg/mL的TH-t作用γδT细胞48 h后 , 其granzymeB、
CD107a和Perforin阳性明显升高 , 在0.01~2.44 μg/mL浓
度间 , 有一定的剂量相关性。三叶青总提取物TH-t
浓度为0.15 μg/mL时 , 诱导的 γδT细胞granzymeB、
CD107a和Perforin阳性表达率达到最高值 (分别为

76.90%±2.30%、81.40±6.70%和 30.50%±1.30%), 
显著高于对照组 (65.40%±1.29%、75.30±6.60和
25.10%±2.30%), 组间相比有统计学差异 (P<0.05); 
当TH-t浓度高于0.62 μg/mL时 , γδT细胞granzymeB、
CD107a和Perforin阳性表达率逐渐降低。

2.5   TH-t诱导后γδT细胞对肿瘤细胞株杀伤活性  
图4实验结果表明, 经TH-t浓度为0.01~2.44 μg/mL诱

导72 h后的γδT细胞对肿瘤HepG2、SGC-7901和MCF-7
细胞株杀伤活性显著高于对照组 , 每组间比较有统

计学差异 (P<0.05)。经0.125 μg/mL TH-t诱导后的

γδT细胞杀伤肿瘤HepG2、SGC-7901和MCF-7细胞

株的活性最高(分别为72.1%、52.3%和79.1%), 显著

高于对照组 (分别为38.5%、30.5%和41.2%), 组间比

较有统计学差异(P<0.05)。TH-t浓度高于2.44 μg/mL
时, γδT细胞杀伤活性随浓度增高而降低, 且过高的

图1   培养前后γδT细胞的表型变化

Fig.1   Phenotypic changes of γδT cells before and after culture
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▲P<0.05, 与相同TH-t浓度不同诱导时间的结果比较; *P<0.05, 与诱导时间相同的对照组(0 μg/mL)比较。
▲P<0.05 compared with the results of different induction time at the same TH-t concentration; *P<0.05 compared with the control group (0 μg/mL) 
with the same induction time, respectively.

图2   TH-t不同浓度和诱导时间对γδT细胞生长影响

Fig.2   Effect of different concentrations of TH-t and induction time on the growth of γδT cells
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图3    浓度为0.15 μg/mL的TH-t诱导的γδT细胞granzymeB、CD107a和Perforin阳性表达率

Fig.3   Positive expression rates of granzymeB, CD107a, and Perforin in γδT cells after induction at TH-t concentration of 0.15 μg/mL
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TH-t浓度可抑制γδT细胞对肿瘤细胞的杀伤活性。

2.6   TH-t对肿瘤细胞株生长的抑制作用

图 5结果所示 , 将肿瘤HepG2、SGC-7901和
MCF-7细胞株分别用不同浓度的TH-t进行诱导, 72 h
后 , TH-t浓度≥9.75 μg/mL对三株肿瘤细胞均有抑

制作用, 随着TH-t浓度的增加肿瘤细胞抑制越明显。

浓度低于9.75 μg/mL时TH-t对各肿瘤细胞株无明显

抑制作用。TH-t浓度高于39 μg/mL时对肿瘤细胞的

抑制率与相同肿瘤细胞株的对照组比较有统计学差

异(P<0.05)。

3   讨论
近年来, 肿瘤生物治疗受到越来越多关注。其

中细胞免疫治疗是生物治疗的重要组成部分。γδT
细胞主要分布于人上皮组织和黏膜内, 抗肿瘤作用

较强, 以MHC非限制性识别肿瘤[12], 通过granzyme 
B和Perforin等途径杀伤肿瘤细胞[13]。γδT细胞介与

固有免疫细胞和适应性免疫细胞之间, 能相互辅助

机体细胞免疫发挥抗肿瘤作用。γδT细胞CD107aPb
分子与γδT细胞活化以后脱颗粒相关, 其表达率直

接反应其细胞的杀伤活性。γδT细胞CD107a的表达

与γδT细胞抗肿瘤能力呈正相关[14]。γδT细胞临床

治疗中有特定的应用途径, 杜玉林等[15]研究发现, 水
飞蓟宾能够增强γδT细胞对胃癌SGC-7901细胞杀伤

活性。SUGIE等[16]报道, 较低数量γδT细胞联合唑来

膦酸可使患者从中受益。TERUKI等[17]发现, γδT细
胞结合联合低剂量吉西他滨膀胱内灌注可以提高

膀胱癌的疗效, 其机理可能是吉西他滨上调肿瘤细

胞主要组织相容性复合体-I类分子链相关蛋白A和

B(MICA/B)的表达, 而MICA和MICB是γδT细胞可以

识别的肿瘤相关抗原。PAULINE等[18]发现, 黑色素

瘤患者肿瘤浸润性γδT细胞数量与临床进程直接相

关, 可能与肿瘤浸润的γδT和δ2+子集的高比例及允

许免疫逃逸和肿瘤进展的关键检查点有关。BECK

表2   不同浓度TH-t诱导的γδT细胞粒酶B, CD107a和穿孔素的表达率

Table 2   Positive expression rates of granzymeB, CD107a and Perforin in γδT cells induced by TH-t at different concentrations

检测项目

Test items

TH-t浓度/μg·mL–1

TH-t concentration /μg·mL–1

0 (Control) 0.002 5 0.01 0.15 0.62 2.44 9.76 39.9

Granzyme B 65.4±6.8 65.5±6. 6 70.5±6. 1 76.9±7.1* 73.4±6.8* 69.3±6.1 63.8±6.2 54.9±6.2

Perforin 25.1±2.2 25.3±2.3 28.9±2.1* 30.5±3.1* 29.5±2.5 27.8±2.2 25.0±1.8 20.3±1.7

CD107a 75.3±6.6 75.1±7. 9 78.4±8. 3 81.4±6.7 80.6±8.3 79.5±6.7 74.3±6.7 70.7±6.5

*P<0.05, 与相同标记物的对照组(0 μg/mL)相比。

*P<0.05 compared with the control group with the same label (0 μg/mL).

*P<0.05, 与相同肿瘤株的对照组结果(0 μg/mL)比较。

*P<0.05 compared with control group results (0 μg/mL) of the same tumor strain.
图4   TH-t诱导后的γδT细胞对肿瘤细胞杀伤活性结果

Fig.4   Result of killing activity of γδT cells on tumor cells induced by TH-t
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等[19-20]通过同基因乳腺癌小鼠模型和人乳腺癌移植

小鼠模型证明, γδT细胞在体内具有抗肿瘤作用, 他们

从外周血PBMC分离扩增的γδT细胞与多种人乳腺癌

细胞共孵育后观察到γδT细胞能显著抑制和杀伤肿

瘤细胞。业内也有将γδT细胞通过嵌合抗原制备成

γδTCART效应细胞, 应用于实验和临床研究[21]。目前, 
γδT细胞已经成为肿瘤患者过继免疫治疗的一个新的

候选免疫效应细胞, 为了更好地满足临床过继细胞免

疫治疗的需要, 在实验室内扩增出高活性且有较多数

量的γδT细胞是细胞免疫治疗领域共同研究方向。

三叶青为我国特有珍稀植物, 根据当地民间经

验, 长期以来使用三叶青治疗发热、疼痛、感染等

疾病, 收到良好疗效。三叶青中含有黄酮类、氨基

酸类、萜类、强心苷类、甾体类、多糖类、有机酸

类、挥发油和油脂以及丰富的微量元素, 但是三叶

青中重要的成分是总黄酮。近年来, 三叶青抗肿瘤

研究多集中于总黄酮及其他有效成分, YANG等[22-23]

发现, 黄酮具有抑制肿瘤细胞增殖和诱导肿瘤细胞

凋亡等作用。文献记载, 临床应用发现, 三叶青能够

抑制肿瘤细胞生长, 延长患者生存期, 改善生命质

量[24-26]。因此, 深入研究三叶青抗肿瘤有效成分, 以
及抗肿瘤活性机制, 对于进一步阐明并推动三叶青

的临床抗肿瘤应用具有重要的意义。本课题组前

期研究发现, 三叶青总提取物(Th-t)、石油醚萃取部

位(Th-p)、水部位脱糖流分(Th-w2)、水煮脱糖部位

(Th-w3)能够在体外诱导扩增自然杀伤细胞, 从而获

得大量的、应用安全、纯度较高以及杀伤活性强的

自然杀伤细胞[1-2]; 还发现低浓度三叶青正丁醇提取

部位能显著促进人树突状细胞吞噬功能, 促进其表

面标志物CD80和CD86表达, 提高树突状细胞成熟

标记和IL-12分泌能力[3]。本研究表明, 只需很低的

剂量TH-t即可明显促进人γδT细胞增殖, 提高γδT细
胞的杀瘤活性。

本实验结果提示 , Th-t诱导的 γδT细胞 gran-
zymeB、 CD107a和Perforin表达率明显高于对照组 , 
浓度在0.15 μg/mL时 , Th-t增加γδT细胞granzymeB、
CD107a和Perforin表达最明显 ; 本研究通过乳酸脱氢

酶释放法检测γδT细胞杀伤活性, 佐证了γδT细胞杀伤

活性增强与granzymeB、CD107a和Perforin表达比例

增高相关。并且 γδT细胞杀伤活性和扩增倍数增高

的趋势与TH-t作用于时间成正相关。本次实验研究

还发现 , TH-t浓度在0.125 μg/mL时诱导的γδT细胞对

HepG2、SGC-7901和MCF-7肿瘤细胞株杀伤活性可

达到66.4%、75.1%和79.7%显著高于对照组(0 μg/mL)
(分别为38.4%、41.8%和41.2%)。由此提示, 应用三

叶青为主药治疗肿瘤时 , 其作用原理可能是通过发

挥和增强机体的抗肿瘤免疫细胞而发挥作用。本次

实验也进一步证明, 低浓度(0.002 5 μg/mL左右) Th-t
能明显促进人γδT细胞的增殖 , 提高γδT细胞的杀伤

活性 ; 高浓度的Th-t抑制γδT细胞对三株肿瘤细胞的

杀伤活性可能与过量药物的细胞毒性有关。

综上所述, Th-t不仅能促进γδT细胞的增殖, 而

*P<0.05, 与相同肿瘤细胞株的对照组结果(0 μg/mL)比较。

*P<0.05 compared with control group results (0 μg/mL) of the same tumor strain.
图5   TH-t对HepG2、SGC-7901和MCF-7细胞株的抑制率

Fig.5   Inhibition rates of TH-t on HepG2, SGC-7901 and MCF-7 cell lines
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且低浓度的用量还可以增强γδT细胞杀伤肿瘤细胞

的能力。本实验结果可为三叶青提取物应用临床某

些疾病的治疗提供理论依据。
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