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伪石蒜碱抑制活化 T 细胞增殖与功能的机制研究 
   
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摘要：目的  探究伪石蒜碱抑制活化 T 细胞增殖与功能的机制。方法  密度梯度离心法和免疫磁珠法分离纯化 T 细胞，

抗 CD3/CD28 或植物凝集素(phytohemagglutinin，PHA)活化 T 细胞。流式细胞术检测细胞增殖、细胞凋亡、CD25 表达及

细胞周期；ELISA 检测细胞因子 IL-2、IL-6、IL-17A、IFN-γ 的分泌水平。结果  伪石蒜碱抑制抗 CD3/CD28 或 PHA 活

化 T 细胞增殖，IC50 分别为(0.97±0.22) μmol·L1 和(0.82±0.07) μmol·L1。在完全抑制活化 T 细胞增殖的浓度下，伪石蒜碱

不诱导活化 T 细胞凋亡，且不对静息 T 细胞的细胞活力产生显著影响。伪石蒜碱不影响活化 T 细胞表达 CD25 和分泌 IL-2，

但阻滞细胞周期于 G0/G1 期。伪石蒜碱显著抑制 IL-6、IL-17A、IFN-γ 的分泌。结论  伪石蒜碱不影响 T 细胞的活化，

但通过阻滞细胞周期于 G0/G1 期抑制活化 T 细胞的增殖，提示伪石蒜碱有望成为先导化合物用于开发新型免疫抑制剂。 
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Study on the Mechanism of Pseudolycorine Inhibiting the Proliferation and Function of Activated T Cell 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the inhibitory effects of pseudolycorine on activated T cell proliferation and its 
mechanism. METHODS  Human T cells were isolated and purified by density gradient centrifugation and the 
immunomagnetic microbeads, and activated by anti-CD3/CD28 mAbs or phytohemagglutinin(PHA). Cell proliferation, 
apoptosis, CD25 expression and cell cycle were detected by flow cytometry. Level of cytokines IL-2, IL-6, IL-17A and IFN-γ 
were measured by ELISA. RESULTS  Pseudolycorine inhibited human T cell proliferation with anti-CD3/CD28 mAbs 
stimulation with an IC50 value of (0.97±0.22) μmol·L1 and PHA stimulation with an IC50 value of (0.82±0.07) μmol·L1. 
Pseudolycorine did not induce apoptosis of activated T cells and had no significant effect on the cell viability of resting T cells 
with the same concentration of inhibiting activated T cell proliferation. Pseudolycorine did not affect CD25 and IL-2 
expression, but induced cell cycle arrest in G0/G1 phase. Pseudolycorine significantly inhibited IL-6, IL-17 and IFN-γ 
expression. CONCLUSION  Pseudolycorine does not affect the activation of T cells, but inhibits the proliferation of T cells by 
blocking the cell cycle in G0/G1 phase. Pseudolycorine represents a potential lead compound for the design and development of 
new immunosuppressive drugs. 
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T 细胞是特异性免疫中发挥重要功能的免疫

细胞，其正常的增殖、分化在机体免疫监视、防御

中起关键作用。但 T 细胞的异常增殖、分化可能导

致移植器官排斥反应或自身免疫性疾病，如类风湿

性关节炎[1]、系统性红斑狼疮[2]、多发性硬化症[3]

和溃疡性结肠炎[4]等。抑制 T 细胞的活化和增殖可

以调节 T 细胞介导的自身免疫反应。当前临床使

用的免疫抑制剂有环孢菌素 A、环磷酰胺、他克莫

司、雷帕霉素等。由于自身免疫性疾病的发病机

制与致病因素存在多样性，并且患者存在个体差

异，对药物的敏感度和耐受性不同。因此，现有

的免疫抑制剂并非对所有患者均有效。继续探索

新型免疫抑制剂并探究其作用靶点将为患者带来

新的选择和希望。 
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本实验室已建立了结合流式细胞术在细胞水

平进行免疫抑制活性高通量筛选的技术平台，可

以从植物、中药、微生物代谢产物及合成化合物

库中筛选具有免疫抑制活性的小分子化合物。通

过前期免疫抑制活性筛选，发现了一系列对 T 细胞

增殖活性有显著抑制作用的化合物，如 BD750[5]、

PO-291[6]等。 
伪石蒜碱是石蒜科植物水仙(Narcissus tazetta 

L.var. chinensis Roem)及石蒜(Lycoris radiata Herb)
中的一种生物碱[7]。伪石蒜碱对 DNA 和蛋白质的

合成具有抑制作用[8-9]，已被证明具有良好的生物

活性，如抗疟原虫活性[10]、抗病毒活性与抗肿瘤

活性[11-13]、抗有丝分裂活性[14]等。但是，关于伪

石蒜碱的免疫抑制活性还未见报道，通过 T 细胞

增殖抑制活性筛选，发现伪石蒜碱对活化 T 细胞

增殖具有显著的抑制作用，且对静息 T 细胞无显

著细胞毒性，其结构不同于已发现的和应用于临

床的小分子免疫抑制剂。本实验考察伪石蒜碱的

生物学效应，探索其作用机制将为其发展为免疫

抑制剂的先导化合物提供重要依据。 
1  仪器与试剂 

Quanteon 四激光 25 色艾森NovoCyte流式细胞

仪[艾森生物(杭州)有限公司]；PowerWave XS2 酶

联免疫检测仪(美国 BioTek 公司)；Ⅱ级 A2 型生物

安全柜、3111 型 5% CO2 培养箱、Sorvall Lengend 
Micro17 型小型台式离心机均来自美国 Thermo 公

司；AE2000LED 型倒置相差显微镜(日本 Olympus)。 
伪石蒜碱、植物凝集素(phytohemagglutinin，

PHA)、雷帕霉素、碘化丙啶(propidium iodide，PI)
均来自美国 Sigma- Aldrich；FBS 液(美国 Gibco 公

司)；LY294002(美国 Promega 公司)；RPMI-1640
培养基(美国 Gibco 公司，批号：AD23107271)；抗

人 CD3/CD28 Functional Grade Purified(Anti-CD3/ 
CD28 mAbs)、抗人 CD25-PE-cy、人细胞因子 IL-2、
IL-6、 IL-17A 和 IFN-γ 酶联检测试剂盒 (美国

eBioscience 公司，批号分别为 1986553，2003211，
1820837，0416AFC12 I1317，040916AFC K1915，
1109AFC84 H2013，0215AFC27 J2615)；5-羧基荧光

素乙酰乙酸(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl 
ester，CFSE，美国 Invitrogren公司，批号：B258747)；
人淋巴细胞分离液(挪威 Axis- Shield POC 公司，

批号：71769262)；人 T 细胞 MACS 磁珠分离试剂

盒(德国 Miltenyl Biotec，批号：5170711130)；细

胞凋亡检测试剂盒、细胞周期检测试剂盒(南京凯

基生物公司，批号分别为 20190302，20181108)。 
2  方法 
2.1  分离人外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cell，PBMC)和纯化 T 细胞 

PBMC 来源于健康人捐赠。密度梯度离心法

分离 PBMC：将采集的外周血与 PBS 混匀后，倾

斜 45°贴壁缓缓加入到已预先加入人淋巴细胞分

离液的玻璃离心管中，三者比例为 1∶1∶1，室温

下 600×g 离心 20 min，分离出中间乳白色层，采

用含 1% FBS 的 RPMI-1640 不完全培养基重悬离

心(300×g 离心 10 min)，重复洗涤 2 次。用含 10% 
FBS 的 RPMI-1640 完全培养基重悬 PBMC。使用

人 T 细胞 MACS 磁珠分离试剂盒阴性分选出 T 细

胞。分选后，通过流式细胞仪结合 PE-anti-CD3 染

色对 T 细胞进行检测。此时细胞纯度达到 95%，

可用于后续实验[15]。 
2.2  CFSE 标记分析 

根据文献[16]中的实验方法，采用 CFSE 结

合流式细胞术检测细胞的增殖情况。向人 T 细胞

悬液中加入浓度为 2.5 μmol·L1 的 CFSE，并在

37 ℃孵育 10 min，孵育后用 PBS 离心洗涤 2 次，

并重悬于含 10% FBS 的 RPMI-1640 完全培养基

中。将被标记好的静息 T 细胞加入预先包被好抗

CD3(2 mg·L1)并含可溶性抗 CD28(1 mg·L1)的微

孔板进行活化。采用浓度为 10 mg·mL1 的 PHA 对

等同数量的 T 细胞进行活化。在与不同浓度的伪

石蒜碱(0，0.25，0.5，1，2 μmol·L1)共同培养 96 h
后，经流式细胞术检测分别由抗 CD3/CD28 和 PHA
活化的 T 细胞的增殖情况。不活化且不加药的 T 细

胞作为阴性对照(0%)，活化而不加药的 T 细胞作为

阳性对照(100%)。 
2.3  细胞毒性分析 

静息的 T 细胞(2×106 ·mL1)，与不同浓度的伪

石蒜碱(0，0.5，1，2 μmol·L1)共培养 48 h，采用

流式细胞术观察细胞的存活率。 
2.4  细胞凋亡分析 

采用 Annexin V 和 PI 双染试剂盒检测伪石蒜

碱对活化 T 细胞凋亡的影响。不同浓度伪石蒜碱

(0，0.5，1，2 μmol·L1)、LY294002(50 μmol·L1)
作用于经抗 CD3(2 mg·L1)和抗 CD28(1 mg·L1)活
化的 T 细胞(2×106 cell·mL1)。培养 24，48 h 后收

集细胞至 1.5 mL EP 管中，2 000 r·min1 离心 5 min
后去除上清，再加入 200 μL PBS 清洗细胞，同样

采取 2 000 r·min1 离心 5 min 后去除上清。向 EP
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管中加入 200 μL 的 Binding Buffer 悬浮细胞，再

加入 2 μL Annexin V-FITC 混匀后加入 2 μL PI 混

匀，室温避光反应 5~15 min 后通过流式细胞术对

细胞凋亡情况进行分析。 
2.5  CD25 的表达 

伪石蒜碱(0，0.5，1，2 μmol·L1)、LY294002 
(50 μmol·L1)作用于抗 CD3(2 mg·L1)和抗 CD28 
(1 mg·L1)活化的 T 细胞(2×106 ·mL1)。培养 48 h
后收集细胞至 1.5 mL EP 管中，2 000 r·min1 离心

5 min 后去除上清，再加入 200 μL PBS 清洗细胞，

同样采取 2 000 r·min1 离心 5 min 后去除上清。按

照每个 EP 管中应加入 20 μL PBS 和 0.5 μL CD25
的比例加入配制液，室温避光反应 30 min 后，再

加入 180 μL PBS，通过流式细胞术分析 T 细胞

CD25 的表达情况。 
2.6  细胞周期分析 

伪石蒜碱(0，0.5，1，2 μmol·L1)、雷帕霉素 
(0.1 μmol·L1)作用于抗 CD3(2 mg·L1)和抗 CD28 
(1 mg·L1)活化的 T 细胞(2×106 ·mL1)。72 h 后收

集细胞，2 000 r·min1 离心 5 min 后去除上清，再

洗涤细胞 1 次，去除 PBS，向每样本中加入 500 μL 
70%乙醇固定细胞，并在 4 ℃过夜。离心去除乙醇

并清洗细胞，每样本加入 200 μL PI/RNase A 染色

工作液(PI∶RNase=1∶9)，室温避光 30 min 后，

采用流式细胞术对细胞进行分析。 
2.7  细胞因子酶联免疫吸附分析 

伪石蒜碱(0，0.5，1，2 μmol·L1)、LY294002 
(50 μmol·L1)作用于抗 CD3(2 mg·L1)和抗 CD28  

(1 mg·L1)活化的 T 细胞(2×106 ·mL1)。双抗夹心法

酶联免疫吸附试验检测 24 h 上清 IL-2 的分泌水平，

以及 48 h 上清中 IL-6、IL-17A、IFN-γ 的分泌水平。 
2.8  统计学分析 

结果均以 sx  表示。采用 GraphPad Prism 6
计算出药物的增殖抑制 IC50(药物减少一半细胞增

殖的浓度)。单因素方差分析法和 Dunnet t 检验法

分析组间差异。 
3  结果 
3.1  伪石蒜碱体外抑制 T 细胞增殖且无明显毒性 

用 anti-CD3/CD28 活化 T 细胞，当伪石蒜碱

浓度为 0.25 μmol·L1 时，T 细胞的增殖情况与 OA
相近，且随着伪石蒜碱浓度的增加，对 T 细胞的

抑制作用增强，当浓度为 2 μmol·L1 时，T 细胞的

增殖情况与 UA 一致，表现了伪石蒜碱的显著抑制

作 用 。 并 且 随 着 伪 石 蒜 碱 浓 度 的 增 加 ， 用

anti-CD3/CD28 和 PHA 活化 T 细胞的增殖比例显

著降低，说明伪石蒜碱对这 2 种诱导活化的 T
细胞增殖均有显著抑制作用，IC50 分别为(0.97± 
0.22)μmol·L1 和(0.82±0.07)μmol·L1，结果见图 1。 

采用 PI/Annexin V 染色分析检测伪石蒜碱诱

导活化 T 细胞的凋亡情况，结果显示，在 24，48 h，
随着伪石蒜碱浓度的增加，活化 T 细胞的凋亡比

例均无明显变化，结果见图 2。并且不同浓度伪石

蒜碱作用静息 T 细胞后，其细胞存活率均与未加

伪石蒜碱的 T 细胞一致，结果见图 3。综上所述，

伪石蒜碱对诱导活化 T 细胞凋亡无明显作用且无

明显细胞毒性。 
 

 
 

图 1  伪石蒜碱对 anti-CD3/CD28 抗体和 PHA 诱导活化 T 细胞的增殖的影响( sx  ，n=3) 
Aanti-CD3/CD28 mAbs 诱导人活化的 T 细胞增殖水平；Banti-CD3/CD28 mAbs 诱导活化人 T 细胞增殖指数；CPHA 诱导活化人 T 细胞增殖指数。 
Fig. 1  Effect of pseudolycorine on the proliferation of T cells stimulated by anti-CD3/anti-CD28 mAbs and PHA( sx  , n=3) 
Aproliferation level of T cells were induced by anti-CD3/CD28 mAbs; Bproliferation index T cells were induced by anti-CD3/CD28 mAbs; 
Cproliferation index T cells were activated with PHA. 
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图 2  流式细胞术结合 Annexin V/PI 染色分析检测伪石蒜碱作用于人活化 T 细胞后的细胞凋亡情况 
Fig. 2  Apoptosis of human activated T cells treated with pseudolycorine by flow cytometry with Annexin V and PI dual staining  
 

 
 

图 3  伪石蒜碱作用于静息 T 细胞后的细胞存活率情况

( sx  ，n=3) 
Fig. 2  Cell viability rate of resting T cells treated with 
pseudolycorine ( sx  , n=3) 
 

3.2  伪石蒜碱对 T 细胞的活化无抑制作用 
LY294002 是特异性 PI3K 激酶抑制剂，对 T

细胞具有良好的抑制作用[17]。流式细胞术检测结

果显示，LY294002 显著抑制 T 细胞 CD25 的表达；

与 LY294002 不同的是，伪石蒜碱在完全抑制 T 细

胞增殖的浓度内不影响 CD25 的表达，同时伪石蒜

碱不影响 T 细胞的 IL-2 分泌水平，这说明伪石蒜

碱对 T 细胞的活化无明显抑制作用，结果见图 4。 
3.3  伪石蒜碱诱导 T 细胞周期阻滞于 G0/G1 期 

目前上市免疫抑制剂(如雷帕霉素)作用机制

是通过阻滞 T 细胞周期于 G0/G1 期，达到抑制 T
细胞的增殖作用。流式细胞术检测 T 细胞内 DNA
在各细胞周期的含量结果显示，伪石蒜碱与雷帕

霉素作用于 T 细胞的结果相似，能将 T 细胞周期

阻滞在 G0/G1 期，结果见图 5。 
 

 
 

图 4  伪石蒜碱和 LY294002 作用于抗 CD3/CD28 活化的 T 细胞表达情况及 IL-2 分泌情况( sx  ，n=3) 
A‒T 细胞表面分子 CD25 流式分析图；B‒CD25 表达比例；C‒ELISA 检测细胞上清中 IL-2 分泌水平；与 0 mol·L‒1 伪石蒜碱比较，1)P<0.05。 
Fig. 4  Effect of pseudolycorine and LY294002 on the expression of anti-CD3/CD28 mAbs activated T cells and the secretion of 
IL-2( sx  , n=3) 
Aflow chart of T cell surface molecule CD25; B‒CD25 scale diagram; C‒the level of IL-2 in cell supernatant was assessed by ELISA; compared with 
0 mol·L‒1 pseudolycorine, 1)P<0.05. 
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图 5  流式细胞术检测伪石蒜碱和雷帕霉素作用于抗 CD3/CD28 活化的 T 细胞内 DNA 在各细胞周期的含量( sx  ，n=3) 
A细胞周期分布情况；B‒细胞周期 G0/G1 期比例；与 0 mol·L‒1 伪石蒜碱比较，1)P<0.05。 
Fig. 5    DNA content in each cell phase of anti-CD3/CD28 mAbs activated T cells treated with pseudolycorine and 
rapamycin( sx  , n=3) 
Adistribution of cell phase; Bpercentages of cells in the G0/G1 phase; compared with 0 mol·L‒1 pseudolycorine, 1)P<0.05. 
 

3.4  伪石蒜碱抑制活化 T 细胞中促炎因子的产生 
细胞因子与多种自身免疫性疾病的病理机制

有关，药物抑制促炎因子的分泌，在改善自身免

疫性疾病病症方面起着重要作用[18]。采用双抗夹

心法酶联免疫吸附试验检测活化 T 细胞上清液中

IL-2、IL-6、IL-17A、IFN-γ 的分泌水平，结果显

示，伪石蒜碱对 IL-2 的分泌无影响，但显著抑制

IL-6、IL-17A、IFN-γ 的产生，并呈剂量依赖效应。

表明伪石蒜碱能明显抑制 Th1、Th17 细胞释放促

炎性细胞因子，结果见图 6。 
 
 

 
 

图 6  伪石蒜碱和 LY294002 对抗 CD3/CD28 活化的 T 细胞的细胞因子分泌水平的影响( x s ，n=3) 
与 0 mol·L‒1 伪石蒜碱比较，1)P<0.05。 
Fig. 6  Effect of pseudolycorine and LY294002 on the levels of secretory factors of anti-CD3/CD28 mAbs activated T 
cells( x s , n=3) 
Compared with 0 mol·L‒1 pseudolycorine, 1)P<0.05. 
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4  讨论 
伪石蒜碱最初是由日本人近藤从红花石蒜中

分离出来的生物碱，由上尾确定其化学结构，并

发现伪石蒜碱与石蒜碱化学结构很相似[19]。伪石

蒜碱对多种病毒有抑制作用，如抗 HSV-1 活性，

其作用机制可能与抑制 DNA 聚合酶活性、干扰病

毒 DNA 的合成有关，伪石蒜碱能明显抑制艾氏腹

水癌细胞、肺癌细胞、人食道鳞状癌细胞等的活

性，可干扰 DNA 的模板功能，影响转录过程，

抑制 RNA 的合成[20-21]。此外伪石蒜碱对植物细

胞的增殖分裂也有较强的抑制作用。 
在前期实验中，通过对 T 细胞增殖抑制活性

的高通量筛选，发现伪石蒜碱对 T 细胞具有显著

的抑制作用。当浓度为 1 μmol·L1 时，伪石蒜碱显

示出对 T 细胞的抑制作用，但对肿瘤细胞无杀伤

作用，因此，伪石蒜碱有较好的免疫抑制活性，

且杀伤作用更小。自然界中绝大多数化合物当达

到足够高的浓度，都会产生对 T 细胞的抑制效果，

但这是由于化合物对细胞的毒性作用，而非免疫

抑制活性。为了探究伪石蒜碱的具体作用机制，

首先需要验证伪石蒜碱是否影响静息 T 细胞的存

活，以及是否显著抑制抗 CD3/CD28 诱导 T 细胞

活化增殖，再从细胞凋亡、细胞表面受体、细胞

因子及细胞周期等方面探索伪石蒜碱对 T 细胞活

化增殖的作用机制，为后续实验进一步探索伪石

蒜碱作用于 T 细胞的具体信号通路和作用靶点提

供先期条件。 
IL-2 的分泌和 CD25 表面受体的表达是 T 细

胞活化的重要标志，实验结果表明，伪石蒜碱对 T
细胞的 IL-2 分泌水平和 CD25 表达均无显著影响，

提示伪石蒜碱可能作用于活化 T 细胞的增殖阶段。

综合伪石蒜碱将 T 细胞的细胞周期阻滞于 G0/G1
期的结果分析，伪石蒜碱可能作用于已知的信号

通路 JAK3-STAT5、PI3K-Akt 和 mTOR-p70S6K 或

新的信号通路。本研究未验证伪石蒜碱作用于活

化 T 细胞的具体信号通路和作用靶点，笔者下一

步将探究伪石蒜碱对上述及其他信号通路的影响。 
综上所述，伪石蒜碱不影响 T 细胞的活化，

但通过将 T 细胞周期阻滞在 G0/G1 期，从而抑制

T 细胞的增殖。经典的免疫抑制剂如环孢霉素、他

克莫司、雷帕霉素等，它们在治疗器官移植排斥

反应和自身免疫性疾病方面效果显著，但也存在如

肾脏毒性、肝脏毒性及神经毒性等不良反应。植物

药物的历史悠久，来源丰富，不良反应小，因此

将其开发成新型免疫抑制剂是具有显著优势的。

因此，伪石蒜碱有望作为先导化合物，为开发为

疗效好、毒性小的新型免疫抑制剂提供新方向。 
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