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［摘　要］目的：研究苗药头花蓼对淋巴细胞分泌干扰素 γ（ＩＦＮγ）及白介素４（ＩＬ４）的影响。方法：制备
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脾淋巴细胞悬液，同刀豆蛋白Ａ（ＣｏｎＡ）及不同浓度的头花蓼（终浓度分别为：１、２、４、８、１６、３２、６４、
１２８、２５６、５１２ｍｇ／Ｌ）于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱共培养７２ｈ，细胞活性检测试剂盒（ＣＣＫ８）检测头花蓼对体外Ｔ淋
巴细胞增殖的影响，酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）测定细胞上清中的 ＩＦＮγ和 ＩＬ４含量，分析不同浓度的头花蓼
对ＣｏｎＡ活化的脾淋巴细胞增殖和分泌ＩＦＮγ、ＩＬ４的影响。结果：头花蓼浓度＞１２８ｍｇ／Ｌ时，明显抑制Ｔ淋巴
细胞的增殖，抑制其分泌ＩＦＮγ的水平，与空白组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；头花蓼浓度为８～１２８ｍｇ／
Ｌ时，ＣｏｎＡ活化的脾淋巴细胞分泌ＩＦＮγ和ＩＬ４的水平明显高于空白对照，而 Ｔ淋巴细胞的增殖无明显变化；
头花蓼的浓度低于３２ｍｇ／Ｌ时，ＣｏｎＡ活化的淋巴细胞的ＩＦＮγ分泌水平随头花蓼浓度升高而增加。结论：一定
浓度的头花蓼刺激小鼠脾淋巴细胞增殖、ＩＦＮγ和ＩＬ４分泌，参与机体细胞免疫过程。
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　　头花蓼（ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｃａｐｉｔａｔｕｍ）为蓼科蓼属植物
头花蓼的全草，为贵州精选苗药。有“清热利湿，

活血解毒之功效”［１］，全草入药，民间常用于治疗

泌尿系统疾病［２］。目前关于头花蓼的研究多局限

于种植技术及成分分析，其药理活性研究报道少

见。已有研究报道，头花蓼对淋病奈瑟菌、幽门螺

杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌等具有抗菌活

性［３－４］，其有效成分黄酮和没食子酸具有确切的免

疫调节作用。Ｔ细胞参与免疫调节的重要环节，辅
助性Ｔ淋巴细胞（Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌ，Ｔｈ）占 Ｔ细胞总数
的６５％，具有识别抗原，分泌多种细胞因子的效
应，从多方面引起和增强免疫能力。Ｔｈ细胞分为
Ｔｈ１细胞和Ｔｈ２细胞两个细胞亚群，Ｔｈ１细胞主要
分泌干扰素 γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）、ＴＮＦα等细胞
因子，主要介导宿主细胞免疫应答；Ｔｈ２细胞主要
分泌白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４，ＩＬ４）、ＩＬ１０等细胞
因子，介导宿主体液免疫应答。正常状态下，Ｔｈ１
和Ｔｈ２细胞因子相互制约、相互调节，处于动态平
衡，维持机体正常的细胞和体液免疫功能［５］。本

研究应用头花蓼与脾淋巴细胞在体外进行共培养，

观察不同浓度的头花蓼作用于脾淋巴细胞后，Ｔｈ１
（ＩＦＮγ）和 Ｔｈ２（ＩＬ４）细胞因子的表达水平，评价
头花蓼的免疫调节功能。

１　材料和方法

１．１　材料
头花蓼浸膏由浙江众益公司提供，清洁级

Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠体质量（２０±５）ｇ［批号 ＳＹＸＫ
（渝）２００７－０００１］，胎牛血清购自杭州四季青生物
工程材料有限公司，改良 ＲＰＭＩ１６４０培养基
（ｈｃｌｏｎｅ及批号ＮＡＦ１４１７），ＩＦＮγ和ＩＬ４ＥＬＩＳＡ试
剂盒购自 ＡｕｓｒｔｉａｎＢｅｎｄｅｒＭｅｄｓｙｓｔｅｍｓＭＴ公司，刀豆
蛋白Ａ（ＣｏｎＡ）购自 Ｓｉｇｍａ公司及批号ＮＯ．Ｃ８１１０，
ＣＣＫ８细胞活性检测试剂盒购自日本同仁，ＣＯ２培
养箱（Ｔｈｅｒｍｏ）及酶标仪（ＢＩＯｘＭＡａｒｋ）。
１．２　方法
１．２．１　头花蓼工作液　用无菌双蒸水配制头花蓼
母液，浓度为２５６ｇ／Ｌ，进行一系列倍比稀释，得到
头花蓼工作液浓度分别为 １２８、６４、３２、１６、

０８、０４、０２、０１、００５、００２５ｇ／Ｌ，４℃放置备用。
１２２　脾淋巴细胞悬液　颈椎脱臼处死小鼠，无
菌取小鼠脾脏。剪碎，置于２张无菌载玻片毛玻璃
面之间，研磨，２００目无菌筛网过滤，４℃离心
（１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）。弃上清，加入红细胞裂解
液作用３ｍｉｎ，４℃离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃上
清，Ｈａｎｋ’ｓ液洗涤２次。Ｈａｎｋ’ｓ液重悬细胞，小
心重叠于等体积的淋巴细胞分离液上，４℃离心
（２０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ），吸出淋巴细胞层，加入预冷的
ＲＰＭＩ１６４０培养液，４℃离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）。
弃上清，１０％的小牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬
细胞。台盼蓝染色确定细胞存活率大于 ９５％，
３７℃、５％ ＣＯ２培养２ｈ时，去除贴壁细胞，调整细
胞浓度约２×１０９／Ｌ。
１２３　头花蓼对脾淋巴细胞的毒性试验　将制备
好的脾细胞悬液加入９６孔细胞培养板，８６μＬ／孔，
然后添加１０μＬＣｏｎＡ（终浓度为５ｍｇ／Ｌ）。头花
蓼干扰组再加入上述梯度浓度的头花蓼工作液

４μＬ（使头花蓼的终浓度分别为５１２、２５６、１２８、６４、
３２、１６、８、４、２、１ｍｇ／Ｌ），空白对照组加入４μＬ含
１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基。培养板置
３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中，培养７２ｈ。培养结
束前４ｈ，加入ＣＣＫ８液１０μＬ，继续培养４ｈ，用酶
标仪测定在４５０ｎｍ波长下吸光度值（ＯＤ）。每孔
１００μＬ，设３个复孔，试验重复３次，取均值。
１２４　ＩＬ４和ＩＦＮγ的水平　将脾淋巴细胞悬液
加入９６孔培养板，加入ＣｏｎＡ，每孔终浓度为５ｍｇ／
Ｌ，再加入不同浓度的头花蓼工作液，终浓度分别
为（５１２、２５６、１２８、６４、３２、１６、８、４、２、１ｍｇ／Ｌ），空白
组加入等体积的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，每个药物浓
度及对照平行做 ３孔，每孔 １００μＬ。培养板置
３７℃，５％ ＣＯ２温箱中培养７２ｈ。收集上清液，４℃
离心（２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），上清液于 －２０℃保
存，待测。严格按照酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ
ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒操作说
明，通过绘制标准曲线求出 ＩＬ４和 ＩＦＮγ的浓度。
实验重复３次。
１３　统计学方法

计量资料数据均由均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
采用ＳＰＳＳ１１５软件进行统计学分析，多组间比较
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采用ＡＮＯＶＡ分析，方差齐采用 ＬＳＤ检验，方差不
齐采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ进行方差分析，Ｐ＜００５差异有
统计学意义。

２　结果

２１　头花蓼对Ｔ淋巴增殖水平的影响
培养７２ｈ时，头花蓼＜１２８ｍｇ／Ｌ时，对小鼠脾

脏体外淋巴细胞增殖没有明显的影响；≥１２８ｍｇ／Ｌ
浓度时，淋巴细胞数量明显降低，与空白对照组比

较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。提示头花蓼浓
度低于１２８ｍｇ／Ｌ时，对淋巴细胞没有毒性，不影响
其增殖，见表１。

表１　不同浓度头花蓼对小鼠脾淋巴
细胞增值的影响（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰｏｌｙｇｏｎｕｍｃａｐｉｔａｔｕｍｏｎ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｓｐｌｅｎｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｍｉｃｅ

组别 淋巴细胞ＯＤ４５０ｎｍ
空白对照组 ０６７±００２
头花蓼实验组（ｍｇ／Ｌ）
　１ ０６６±００１
　２ ０７１±００１
　４ ０６９±００２
　８ ０６０±００１
　１６ ０６５±００２
　３２ ０６６±００２
　６４ ０５４±００４
　１２８ ０５０±００３（１）

　２５６ ０３２±００２（１）

　５１２ ０２０±００２（１）

（１）与空白对照组比较，Ｐ＜００５

２２　头花蓼对ＩＦＮγ和ＩＬ４的影响
头花蓼浓度４～１２８ｍｇ／Ｌ时，ＩＦＮγ的分泌水

平明显增高，与空白组比较，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５），在 ３２ｍｇ／Ｌ时，ＩＦＮγ的分泌量达到顶
峰。头花蓼浓度≥２５６ｍｇ／Ｌ时，淋巴细胞分泌
ＩＦＮγ的水平明显降低，与空白组比较，差异有统
计学意义，（Ｐ＜００５）；头花蓼的浓度在 ４～１２８
ｍｇ／Ｌ时，ＩＬ４分泌量明显增高，与空白对照组比较
具有统计学差异；浓度大于５１２ｍｇ／Ｌ时，淋巴细胞
分泌ＩＬ４的水平低于空白对照组，差异无统计学
意义，见表２。提示适宜浓度的头花蓼对体外培养
的小鼠分泌Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞因子具有一定的刺激作
用，对Ｔｈ１细胞因子的分泌水平呈现出一定的浓度
相关性。

表２　头花蓼对体外培养的小鼠脾淋巴细胞
分泌ＩＦＮγ及ＩＬ４的影响（ｎｇ／Ｌ）

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐｏｌｙｇｏｎｕｍｃａｐｉｔａｔｕｍｏｎＩＦＮγａｎｄ
ＩＬ４ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅｓｐｌｅｅｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｎｖｉｔｒｏ
组别 ＴＦＮγ（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ４（ｎｇ／Ｌ）
空白对照组 ９４０７±６３４　 １７７８±２２７
头花蓼实验组（ｍｇ／Ｌ）
　１ ９２３５±４０３　 １５９３±１６７
　２ ９８６４±６２３　 ２１３２±１４９
　４ １３７３０±８７２（１）　 ２８６８±２６１（１）

　８ １６１７２±８７８（１）　 ３０３４±３２９（１）

　１６ １８９２９±９８２（１）　 ２２９８±４７５（１）

　３２ ２５０８２±１６６３（１） ２４９６±２６３（１）

　６４ １９３４５±１１１７（１） ２２９８±３２４（１）

　１２８ １２９０７±１５２４（１） ２５５６±３２４（１）

　２５６ ８４７４±７０７（１） ２０５５±５０６
　５１２ ８７５３±５３３（１） １３９０±５４７
（１）与空白对照组比较，Ｐ＜００５

３　讨论

细胞因子是由活化的免疫细胞和某些基质细

胞分泌的具有高活性、多功能的小分子物质，它们

涉及免疫和炎症的每个环节，可以调节和决定免疫

应答的性质［５－８］。依据Ｔｈ分泌产生细胞因子及功
能特征的不同，把 Ｔｈ淋巴细胞分为 Ｔｈ１细胞和
Ｔｈ２细胞两个细胞亚群［９］。Ｔｈ１细胞主要分泌产
生ＩＦＮγ、ＴＮＦα等细胞因子，ＩＦＮγ作为Ｔｈ１型代
表细胞因子，它在初级免疫应答中可提高 ＭＨＣⅡ
类分子的表达和细胞抗原递呈能力，导致记忆型Ｔ
细胞水平增高［１０］，主要促进细胞免疫；Ｔｈ２细胞主
要分泌产生 ＩＬ４、ＩＬ１０等细胞因子，对 Ｂ细胞、Ｔ
细胞、单核细胞、树突状细胞、内皮细胞、纤维细胞

等非特异细胞具有多种调节功能，是体液免疫应答

的重要调节因子［１１］。在正常状态下，体内 Ｔｈ１和
Ｔｈ２细胞因子相互制约、相互调节，处于动态平衡，
维持机体正常的细胞和体液免疫功能［１２１３］，而

ＩＦＮγ、ＩＬ４作为Ｔｈ１／Ｔｈ２型免疫相关因子，在一定
程度上可反映出机体细胞免疫和体液免疫的基本

状况［１４］。

有研究报道幽门螺杆菌感染后可介导异常的

细胞免疫导致胃黏膜屏障受损，进一步促进溃疡形

成［１５］。本实验通过观察不同浓度的头花蓼对体外

脾淋巴分泌 Ｔｈ１／Ｔｈ２型典型细胞因子的诱生效
果，初步了解头花蓼免疫调节作用，为后续关于头
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花蓼治疗幽门螺杆菌相关性胃炎、消化性溃疡的免

疫调节机制奠定基础。结果显示４～１２８ｍｇ／Ｌ的
头花蓼对ＣｏｎＡ活化的淋巴细胞分泌ＩＦＮγ和ＩＬ４
均具有明显的促进作用，这可能与其中的多糖、黄

酮、槲皮素等有效成分有关。已有报道多种中药的

多糖成分通过诱生 ＩＦＮγ和 ＩＬ４增强机体的抗病
力［１６］，维持机体的细胞免疫和体液免疫；Ｆａｒｈａｄｉ
Ｌ［１７］报道类黄酮可促进淋巴细胞增殖，刺激 ＩＦＮγ
分泌，降低ＩＬ４含量，发挥其免疫调节效应。但高
剂量的头花蓼对 ＣｏｎＡ活化淋巴细胞分泌 ＩＦＮγ
和ＩＬ４有不同程度的抑制分泌作用，可能通过抑
制淋巴细胞的增殖，进而抑制 Ｔｈ１细胞、Ｔｈ２细胞
分泌相应的细胞因子。此外中药的成分比较复杂，

高剂量时，其中的某些活性成分与中药的蛋白质和

鞣质等成分结合，致使药液中的一些有效成分凝固

变性，一定程度上影响了药效。所以，采用中药进

行免疫调节时，需选择合适的剂量。

本研究结果显示头花蓼可刺激 ＩＦＮγ和 ＩＬ４
的分泌作用，但两者浓度需在一定的范围内，才能

使Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫调节处于平衡状态，以维持机体
正常的细胞免疫和体液免疫功能。观察系列浓度

的头花蓼刺激脾淋巴细胞分泌 ＩＦＮγ、ＩＬ４效果，
不仅显示了该药对两者的分泌的促进作用，还显示

了两者不同分泌水平下头花蓼的浓度趋势，为头花

蓼关于免疫调节方面的深入研究提供相关浓度依

据。而关于头花蓼在机体内是否能够刺激 ＩＦＮγ
和ＩＬ４的分泌，调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫平衡及其有效
的调节途径还需通过体内实验进行观察验证，进一

步探索其调节途径及作用机理。
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［１７］ＦａｒｈａｄｉＬ，ＭｏｈａｍｍａｄｉＭｏｔｌａｇｈＨＲ，ＳｅｙｆｉＰ，ｅｔａｌ．Ｌｏｗ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｒｉｃｈｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｓｈａｌｌｏｔｅｘｔｒａｃｔ
ｉｎｄｕｃｅｄｅｌａｙｅｄｔｙｐｅｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄＴｈ１ｃｙｔｏｋｉｎｅ
ＩＦＮγｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢＡＬＢ／ｃＭｉｃｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＣｅｌｌ
Ｍｅｄ，２０１４（１）：１６－２５．

（２０１６－０３－０３收稿，２０１６－０５－２４修回）
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