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实验中，米诺环素能够显著的减少斑块中巨噬细

胞的含量，并且减少主动脉中相关炎症因子

TNF-α、MCP-1、IL-6、VCAM-1、MMP-2、MMP-9

的表达，提示米诺环素具有抑制 AS 中炎症反应的

作用，有利于 AS 的治疗。并且米诺环素在抑制

AS 炎症的作用比辛伐他汀更显著，主要表现在显

著的减少斑块中巨噬细胞的含量及主动脉炎症因

子的表达、增加胶原的含量，从而增加斑块的稳

定性。 

米诺环素增加斑块稳定性的机制可能与其对

主动脉中 5-LOX 的表达的抑制及血液中 LTB4 含

量的减少作用有关。5-LOX 催化花生四烯酸转化

成白三烯，白三烯产物是引发 AS 炎症发生、发展

的重要物质，其中的 LTB4 就是一种有效的中性粒

细胞化学诱导物，它能改变血管通透性，可使白

细胞黏附于内皮细胞，此过程是早期血管炎症反

应和损伤的关键步骤，对炎症反应起到放大作用。

临床研究也证实了 AS 患者的主动脉、冠状动脉和

颈动脉的血管斑块的损伤时发现巨噬细胞、泡沫

细胞、树突细胞以及嗜中性白细胞的 5-LOX 的表

达明显增加。在 AS 患者中，有临床症状者粥样硬

化斑块的 5-LOX 表达水平较之无症状者明显升

高，MMP-2 和 MMP-9 表达水平和活性水平均增

加，并与 5-LOX 表达明显相关[11]，免疫组化结果

显示，不稳定性斑块以及容易破裂的斑块纤维帽

肩部，均有大量的 5-LOX 表达，表明 5-LOX 与

AS 斑块稳定性有着密切联系[12]。 

这些结果都表明，米诺环素能够抑制 AS 的发

生和发展，这种作用与其对 5-LOX 通路和炎性细

胞及炎症介质的抑制作用有关。 
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摘要：目的  探 讨 葛 根 素 对 人 γδT 细 胞 杀 伤 肝 癌 SMMC-7721 细 胞 的 影 响 及 机 制 。方法  异 戊 烯 焦 磷 酸 法

(isopentenylpyrophosphate，IPP)体外扩增人外周血 γδT 细胞，不同浓度葛根素作用于 γδT 细胞 24，48，72 h，CCK8 法检

测葛根素对 γδT 细胞增殖率的影响，FCM 检测 γδT 细胞穿孔素(perforin，PFP)、颗粒酶 B(granzyme B，GraB)及 CD107a

的表达情况，LDH 释放法检测 γδT 细胞对肝癌 SMMC-7721 细胞的杀伤活性，Western blot 法检测 γδT 细胞中 P-ERK1/2
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和 Bcl-2 的表达情况。结果  葛根素作用人 γδT 细胞 48 h 后，葛根素 1.6~100 μmol·L1 浓度组的 γδT 细胞增殖明显(P<0.05)，

葛根素 12.5~50 μmol·L1 浓度组人 γδT 细胞 PFP、GraB 及 CD107a 表达明显高于对照组(P<0.05)，葛根素 3.125~50 μmol·L1

浓度组人 γδT 细胞 P-ERK1/2 和 Bcl-2 表达显著增高(P<0.05)，且葛根素 3.125~50 μmol·L1 浓度组人 γδT 细胞对肝癌

SMMC-7721 细胞杀伤活性较对照组明显增强(P<0.05)。结论  葛根素能够促进人 γδT 细胞增殖，并能够提高 γδT 细胞对

肝癌 SMMC-7721 细胞的杀伤活性，其机制可能与上调 γδT 细胞表面的 PFP，GraB 和 CD107a 的表达及活化 P-ERK1/2

和 Bcl-2 的表达有关。 

关键词：葛根素；γδT 细胞；肝癌 SMMC-7721 细胞；杀伤活性 
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Puerarin Influences the Cytotoxic Activity of γδT Cells Against Liver Cancer Cell Line SMMC-7721 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effect and mechanism of puerarin on γδT cells and their cytotoxicity on human 
liver cancer cell line SMMC-7721. METHODS  Amplification γδT cells of human peripheral blood in vitro by using 
isopentenylpyrophosphate(IPP). γδT cells were cultured with different concentrations of puerarin in vitro. CCK8 assay was used 
to measure the growth curve of γδT cells. The expression of perforin(PFP), Granzyme B(GraB) and CD107a on γδT cells were 
detected by FCM. The cytotoxic activity of γδT cells to SMMC-7721 cells was detected by lactate dehydrogenase release(LDH). 
The expression of phosphorylation of kinase1/2(P-ERK1/2) and Bcl-2 of γδT cells was measured by Western blot. RESULTS 
After cultured with puerarin for 48 h, the proliferation rate of human γδT cells increased significantly with puerarin at 

concentrations from 1.6 μmol·L1 to 100 μmol·L1(P<0.05); the expression of GraB, PFP, CD107a and P-ERK1/2, p-AKT of 
human γδT cells were significantly higher than that of control group with puerarin at concentrations from 12.5 to 

50 μmol·L1(P<0.05) and 3.125 to 50 μmol·L1(P<0.05), respectively; the cytotoxic activity of human γδT cells against 

SMMC-7721 was remarkably higher than that of the control group with puerarin at concentrations from 3.125 to 50 μmol·L1 
(P<0.05). CONCLUSION  Puerarin at a certain range of concentration could promote the growth of γδT cells and enhance the 
cytotoxic activity of γδT cells to SMMC-7721 cells. The possible mechanism may be that puerarin could increase the expression 
of PFP, GraB, CDl07a, P-ERK1/2 and Bcl-2. 
KEY WORDS: puerarin; γδT cells; liver cancer cell line SMMC-7721; cytotoxic activity 
 

葛根为常用中药之一，在我国具有悠久的应

用历史。《本经》、《别录》、《本草纲目》等

均有记载，具有解肌退热，生津、透疹、升阳止

泻之功。葛根素(puerarin)是葛根的主要活性成分，

其化学名为 8-β-D 葡萄吡喃糖-4，7 二羟基异黄

酮，分子式为 C21H20O9，分子量为 416[1-2]。现代

药理实验研究表明，葛根素具有降低血压、减慢

心率、降低心肌耗氧量、保护心肌、肾脏、抗缺

血再灌注损伤、防治糖尿病及其并发症等作用
[3-5]。γδT 细胞是机体的一种免疫细胞，主要以非

MHC 限制方式识别抗原，可以分泌多种细胞因子

诱发获得性免疫反应，被认为是联系机体固有免

疫和适应性免疫的一种非传统 T 细胞，在机体的

抗感染、抗肿瘤等方面发挥重要作用[6-7]。本实验

主要研究葛根素在体外作用于人 γδT 细胞前后

γδT 细胞功能及蛋白水平表达的变化，探讨葛根

素对人 γδT 细胞杀伤肝癌 SMMC-7721 细胞的影

响及其可能的机制，为葛根素用于抗肿瘤治疗提

供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

人肝癌细胞株 SMMC-7721(解放军第九七医

院中心实验室)；葛根素(美国 Sigma 公司，批号：

031M1302V)；异戊烯焦磷酸(isopentenylpgmphos- 

phate，IPP)、RPMI1640 培养基、小牛血清均购自

Gibco 公司；anti-γδTCR-FITC、anti-GraB-PE 及

anti-PFP-PE 均购自 Ebioscience 公司；anti-CD107a- 

APC(美国 BD 公司)；CCK8 试剂(碧云天生物技术

研究所)；兔抗人 P-ERK1/2 和 Bcl-2 单克隆抗体

(Cell Signaling Technology，批号分别为 0005，0014)。 

D-37520 型离心机(德国 Eppendorf 公司)；

CK50-F200 型倒置显微镜(德国 Wilovert 公司)；流

式细胞检测仪(美国 BD 公司)；DYY-8C 型电泳仪

(北京六一仪器厂)。 
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1.2  葛根素溶液的配制 

称取葛根素 100 mg，加样枪取 DMSO 6 mL

溶解葛根素，充分混匀，配成浓度为 40 mmol·L1

母液，分装入试剂瓶中，每瓶 3 mL，贴上标签，

20 ℃保存，使用时采用等比稀释法稀释。 

1.3  人 γδT 细胞的培养和鉴定 

按陈复兴等[8]的方法进行培养，抽取健康人外

周血 20 mL，以淋巴细胞分离液分离出末梢血单个

核细胞(peripheral blood mononuclear cell，PBMC)，

将 PBMC 加入含白细胞介素-2(IL-2)、小牛血清和

IPP 的 RPMIl640 培养液中，置于 75 cm2 细胞培养

瓶，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，根据细胞

生长情况及时添加培养液。收集培养 10 d 的贴壁

生长细胞进行细胞表面标志检测和相关实验。 

1.4  肝癌细胞株 SMMC-7721 的培养 

将肝癌 SMMC-7721细胞用 RPMI1640培养基

于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养 2~3 d，待细胞

铺满瓶底时用胰蛋白酶消化收集细胞，800 r·min1

离心 3 min，弃去上清，PBS 吹打，计数后用于实验。 

1.5  CCK8 法检测不同浓度葛根素对人 γδT 细胞

生长的影响 

取培养 l0 d 的 γδT 细胞以每孔 5×103 个细胞

接种于 96 孔板，加入葛根素，终浓度分别为 0.8，

1.6，3.125，6.25，12.5，25，50，100，200，400，

800 μmol·L1，同时设不加药对照组，每组设 5 个

复孔，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中继续培养 24，

48，72 h 后，每孔加入 CCK8 20 μL，继续培养 4 h

后弃去上清，于酶标仪 450 nm 处检测各孔吸光值

(OD)，求其平均值，同时计算细胞生长增殖率。γδT

细胞增殖率=(OD 实验组OD 对照组)/OD 对照组×100%。 

1.6  FCM法检测葛根素作用 48 h后 γδT细胞中穿

孔素(perforin，PFP)、颗粒酶 B(granzyme B，GraB)、

CD107a 的表达 

将培养 10 d 的 γδT 细胞铺入 6 孔板，每孔

2 mL，加入不同浓度葛根素，终浓度分别为 0.8，

3.125，12.5，50、200 μmol·L1，每个浓度设 3 个

复孔，并设不加药对照组，用 PBS 洗涤 3 次，调

整细胞数至 1×107·mL1。每管加入相应流式抗体，

设置同型对照抗体管，孵育、洗涤后用流式细胞

仪检测和分析。 

1.7  LDH释放法检测葛根素作用 48 h后的 γδT细

胞对肝癌 SMMC-7721 细胞杀伤活性 

将培养 10 d 的 γδT 细胞铺入 6 孔板，每孔

2 mL，培养 24 h 后加入不同浓度的葛根素，终浓

度分别为 0.8，3.125，12.5，50，200 μmol·L1，

继续培养 48 h，同时设不加药对照组。收集 γδT

细胞为效应细胞和肝癌 SMMC-7721 细胞为靶细

胞，将效靶细胞分别配成 1.2×106·mL1 和

1.2×105·mL1 细胞悬液，效靶细胞等体积混合(效

靶细胞数比例=10∶1)，置 37 ℃、5% CO2 培养箱

中孵育 6 h 后，再以 1 500 r·min1 离心 10 min，收

集上清液。340 nm 波长下全自动生化分析仪测定

吸光度值(A)，每检测样本设 3 个复管。γδT 细胞

的杀伤活性=(A 实验组A 效应细胞自然释组)/(A 靶细胞最大释放组 

A 靶细胞自然释放组)×100%。每检测样本重复 3 遍，取平

均值。  

1.8  Western blot法测葛根素作用 48 h后的 γδT细

胞 P-ERK1/2 和 Bcl-2 蛋白的表达 

取培养 10 d 的 γδT 细胞，配成 1×107·mL1

细胞悬液，分别接种于 6 孔板，2 mL·孔1，加入

葛根素，终浓度分别为 0.8，3.125，12.5，50，

200 μmol·L1，同时设不加药对照组。继续培养 48 h

后收集 γδT 细胞，提取蛋白，电泳分离、转膜、

封闭后，加入 1∶500 稀释的 P-ERK1/2 抗体和

Bcl-2 抗体，置于 4 ℃冰箱孵育过夜，加入相应的

二抗孵育，显色后上机扫描条带。用 Image J 图像

分析软件进行分析。 

1.9  统计方法 

所有数值以 sx  表示，采用 SPSS 13.0 软件

进行统计学处理，组间比较用单因素方差分析

(One-way ANOVA)，以P<0.05为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  人 γδT 细胞的培养及鉴定 

FCM 检测结果显示，人 γδT 细胞在体外培养

10 d 后，比例由培养前的 3.20%增加到培养后的

89.95%。结果见图 1。 

 
图 1  培养 10 d 前后人 γδT 细胞 FCM 检测结果 
A培养前；B培养 10 d 后。 

Fig. 1  The proportion of γδT cells before and after 
incubation were analysed by the flow cytometry 
Abefore incubation; Bafter incubation. 
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2.2  CCK8 法检测不同浓度葛根素对 γδT 细胞生

长的影响 

葛根素作用 γδT 细胞 24，48，72 h 后，葛根素

1.6~100 μmol·L1浓度组的 γδT细胞增殖率均较对照

组显著升高(P<0.05)；作用 24 h 后的 800 μmol·L1

浓度组、作用 48 h 后的 400~ 800 μmol·L1 浓度组

和作用 72 h 后的 200~800 μmol·L1 浓度组的 γδT

细胞抑制率分别与对照组比较差异均有统计学意

义(P<0.05)，相同浓度(1.6~100 μmol·L1)的葛根素

作用 γδT 细胞后，γδT 细胞增殖率在 48 h 达最高

峰，并且在浓度为 12.5~25 μmol·L1 组时，与 24，

72 h 组比较有统计学意义(P<0.05)；作用 48 h 时，

葛 根 素 浓 度 为 12.5 μmol·L1 时 细 胞 增 殖 率

(39.73%±3.50%)最高。结果见表 1。 

表 1  不同浓度葛根素对 γδT 细胞增值率的影响(n=3) 

Tab. 1  Effect of different concentrations puerarin on γδT 
cell proliferation rate(n=3) 

γδT 细胞增殖率/% 葛根素浓度/ 

μmol·L1 24 h 48 h 72 h 

0(对照组) 0 0 0 

0.8 2.31±0.72 4.23±1.08 2.91±1.49 

1.6 15.50±2.941) 16.67±3.271) 10.48±1.741) 

3.125 23.89±2.841) 26.26±2.241) 17.59±1.771) 

6.25 30.08±2.701) 32.51±3.441) 25.64±2.491) 

12.5 33.62±1.731) 39.73±3.501)2) 30.62±1.371) 

25 28.44±1.771) 33.57±3.281)2) 22.35±1.951) 

50 18.93±1.541) 22.27±2.661) 8.23±0.991) 

100 11.26±3.601) 10.80±2.791) 3.69±0.901) 

200 3.36±2.07 1.15±0.55 5.28±1.131) 

400 1.19±0.31 10.77±3.501) 15.40±3.011) 

800 6.63±1.871) 17.45±3.081)2) 32.15±2.981) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；同时与 24 h 和 72 h 组比较，2)P<0.05。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05; compared with 24 h and 
72 h groups, 2)P<0.05. 

2.3  葛根素对人 γδT 细胞 GraB、PFP、CD107a

表达的影响 

葛根素作用于人 γδT 细胞 48 h 后，人 γδT 细

胞 GraB、PFP 和 CD107a 的表达不同程度升高，

12.5~50 μmol·L1 浓度组与对照组比较均有统计学

意义(P<0.05)，且当葛根素浓度为 12.5 μmol·L1

时，3 种标志物表达率达到最大值，当葛根素浓度

>12.5 μmol·L1 时，3 种标志物的表达率开始下降。

结果见表 2。 

2.4  葛根素对人 γδT 细胞杀伤肝癌 SMMC-7721

细胞活性的影响  

浓度为 0.8~12.5 μmol·L1 的葛根素作用 γδT

细胞 48 h 后，对肝癌 SMMC-7721 细胞的杀伤活

性随着葛根素浓度的增加而增强，浓度为

12.5 μmol·L1 时，γδT 细胞对肝癌 SMMC-7721 细

胞的杀伤活性(60.83%±0.92%)达到最大，当葛根

素浓度超过 12.5 μmol·L1 时，γδT 细胞的杀伤活性

随药物浓度的增加而下降，结果见表 2。 

表 2  葛根素诱导 γδT 细胞 PFP、GraB、CD107a 的表达

及其对 γδT 细胞杀伤肝癌 SMMC-7721 细胞活性(n=3) 

Tab. 2  The expression levels of PFP, GraB and CD107a of 
γδT cells, and the cytotoxic activity of γδT cells on 
SMMC-7721 liver cancer cultured with puerarin(n=3) 
葛根素/ 

μmol·L1 PFP/% GraB/% CD107a/% 
杀伤 SMMC-

7721 细胞活性/%

0(对照组) 73.55±4.42 54.73±1.76 86.11±1.65 47.73±1.31 

0.8 84.73±1.871) 58.27±2.23 87.52±1.31 51.02±1.26 

3.125 85.70±2.081) 63.77±2.901) 88.41±1.19 57.57±1.791) 

12.5 90.02±1.721) 70.95±2.401) 91.44±1.341) 60.83±0.921) 

50 86.96±1.081) 65.60±2.851) 89.35±1.831) 57.75±1.791) 

200 62.46±4.671) 54.71±3.74 85.97±1.35 50.01±1.85 

注：与对照组比较，1)P<0.05。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05. 

2.5  葛根素对人 γδT 细胞 P-ERK1/2 和 Bcl-2 蛋白

表达的影响 

不同浓度葛根素作用人 γδT 细胞 48 h 后，γδT

细胞中的 P-ERK1/2 和 Bcl-2 蛋白表达存在差异，灰

度值分析结果显示，葛根素浓度 3.125~ 200 μmol·L1

时，P-ERK1/2 的表达高于对照组(P<0.05)；葛根

素浓度 0.8~50 μmol·L1 时，Bcl-2 的表达高于对照

组 (P<0.05)；并且 2 种蛋白量均在葛根素浓度

12.5 μmol·L1 时达到最大值。结果见图 2。 

 
图 2  不同浓度葛根素作用人 γδT细胞 48 h后的 P-ERK1/2

和 Bcl-2 蛋白表达 
与对照组比较，1)P<0.05。 

Fig. 2  The expression of P-ERK1/2 and Bcl-2 in the γδT 
cells cultured with different concentrations of puerarin at 48 h 
Compared with control group, 1)P<0.05. 
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3  讨论 

原发性肝癌是目前世界上最常见的恶性肿瘤

之一[9-10]。大部分患者在确诊肝癌时已失去手术时

机，其他治疗方法效果也较差，临床上急需寻找

一些新的药物及方法来提高肝癌的治疗效果，提

高肝癌患者的生存率。 

γδT 细胞是 T 淋巴细胞的一个亚群，在调节免

疫应答、抗微生物感染和抗肿瘤免疫方面发挥重

要作用[11-12]。研究表明，γδT 细胞对包括肝细胞癌、

大肠癌、肺癌、前列腺癌在内的多种类型的肿瘤

细胞都表现出较强的细胞毒性[13-14]。夏莉等[15]发

现体外诱导培养的 γδT 细胞对人肝癌 SMMC-7721

细胞有明显杀伤作用。Cai 等[16]研究发现肝癌癌周

组织中的 γδT 细胞数量多少可影响肝癌患者术后

的复发率，并认为提高 γδT 细胞的数量及功能可

能成为今后治疗肝癌的一种方法。 

近年来研究显示葛根素对多种肿瘤细胞具有

抗肿瘤活性，如食管癌、结肠癌和胃癌等[17-19]。

本实验研究显示，葛根素在浓度为 12.5 μmol·L1、

作用 48 h 时对 γδT 细胞具有最大的促增殖作用，

但是超过特定浓度也能观察到葛根素对 γδT 细胞

抑制作用，因此推测葛根素对 γδT 细胞具有双向

调节作用，在适宜的浓度下可促进 γδT 细胞增殖。 

本研究结果提示，葛根素对人 γδT 细胞的增

殖与活化作用可能与激活 P-ERKl/2 通路及提高

Bcl-2 蛋白表达有关。细胞外信号调节激酶 1/2 

(extracellular signal regulated kinase1/2，ERK1/2)

是 ERK 家族的重要成员，属于 MAPK 家族成员之

一，活化的 ERK1/2 即 P-ERK1/2，可作用于多种

核转录因子和蛋白激酶，参与细胞的增殖、分化

和凋亡[20]。Dumont 等[21]将研究发现 ERK1/2 信号

通路可影响 T 淋巴细胞的增殖。Bcl-2 蛋白是 Bcl-2

蛋白家族中一种重要的抗凋亡蛋白，其表达水平

增高可抑制细胞的凋亡，与细胞凋亡有着密切的

关系。Charo 等[22]研究发现，Bcl-2 的高表达可促

进 T 细胞的增殖与活化。本实验通过 Western blot

法检测，葛根素可提高 P-ERK1/2 及 Bcl-2 蛋白的

表达，葛根素浓度 12.5 μmol·L1 时 2 种蛋白均表

达最高，且该浓度下 γδT 细胞增殖率最高。 

PFP 和 GraB 是反映效应细胞细胞毒性的两类

重要的效应分子，主要存在于活化的细胞毒 T 细

胞和 NK 细胞的胞浆颗粒中，GraB 与 PFP 杀伤靶

细胞时具有协同作用，GraB 可通过 PFP 形成的孔

道进入靶细胞，进一步导致靶细胞的死亡[23-25]。

笔者早期研究显示，CD107a 是 γδT 细胞杀伤活性

的一个重要标志，γδT 细胞 CD107a 的表达与其抗

肿瘤能力具有正相关性[26]。不同浓度葛根素作用

于 γδT 细胞后，PFP、GraB、CD107a 的表达均有

不同程度的增加，这与葛根素作用后的 γδT 细胞

对肝癌 SMMC-7721 细胞杀伤活性的峰值一致，表

明葛根素增强 γδT细胞对肝癌 SMMC-7721细胞的

杀伤活性可能与上调 PFP、GraB、CD107a 的表达

有关。并且实验表明，葛根素作用后的 γδT 细胞

增殖趋势与葛根素作用后的 γδT 细胞对肝癌

SMMC-7721 细胞杀伤活性的增长趋势高度一致，

进而说明葛根素可能通过促进 γδT 细胞的增殖增

强对肝癌 SMMC-7721 细胞的抑制。 

综上所述，葛根素能够促进人 γδT 细胞的增

殖并提高其杀伤活性，γδT 细胞增殖机制可能与葛

根素激活 P-ERKl/2 信号通路与增加 Bcl-2 表达有

关，提高 γδT 细胞对肝癌 SMMC-7721 细胞杀伤活

性可能与提高 γδT 细胞 GraB、PFP 和 CD107a 表

达有关，以上实验结果为葛根素用于肝癌的免疫

治疗提供了一定实验依据。 
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黄芩对大黄蒽醌在提取精制过程中转化的影响 
 

田杰，刘喜纲，常金花，刘沛，李忠思，刘丽艳，刘翠哲*
(河北省中药研究与开发重点实验室 承德医学院中药研究所，

河北 承德 067000) 
 

摘要：目的  探讨黄芩对大黄中 5 种蒽醌类成分在提取精制过程中相互转化的影响。方法  HPLC 测定药材和提取物中 5

种成分的含量，比较药材和提取物中芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的相对比例；再分别用 5 种蒽

醌的对照品加入和不加黄芩药材提取液模拟提取精制过程，考察 5 种蒽醌成分之间的转化情况。结果  大黄药材和提取

物中 5 种成分的相对比例有明显变化，大黄酸在提取物中的比例增高；同时采用对照品模拟提取精制过程时各个成分并

无转化，而加入黄芩药材提取液后，大黄酸经过提取精制处理后能部分转化为大黄素，其余 4 种成分之间无转化。结论  黄

芩和大黄药材配伍提取可以使大黄蒽醌类成分发生转化。 
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