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类风湿性关节炎（RA）是一种常见的以关节滑膜慢性炎症

及系统性血管炎为特征的慢性全身性自身免疫功能障碍性疾

病[1]，临床表现为关节滑膜炎症、细胞浸润、滑膜翳形成，当累

及软骨和骨质时可导致关节结构破坏、畸形和功能性障碍，其

确切的病因目前尚不清楚。相关研究显示，在RA疾病的发生

和发展中，T细胞扮演着重要的角色[2]。当RA患者全身功能

性T细胞受体库发生改变时，T细胞自身稳定功能受损，外周

耐受机制紊乱，增殖功能失常，多样性减少。

雷公藤系卫矛科植物，是目前临床用于治疗 RA 的首选

药物[3]。雷公藤化学成分复杂，含有150多种化合物，其中雷公

藤甲素（Triptolide）被认为是其最主要的抗炎和免疫抑制成分

之一[4]。目前，雷公藤甲素用于自身免疫性疾病的临床治疗已

有相关报道[5-6]，但相关作用机制的研究还较为少见。本研究

拟通过体外试验，研究雷公藤甲素对RA患者外周血单核细胞

（PBMCs）的细胞因子分泌和 T 细胞亚群活化分子表达的影

响，判断雷公藤甲素的临床治疗作用是否与T细胞的调节作用

相关，从而进一步探讨雷公藤在RA临床治疗中的作用机制，

以期为临床应用提供理论依据。

1 材料
1.1 仪器

FACSCalibur型流式细胞仪（美国BD公司）；EL×800 Uni-

versal Micropplate Reader型酶联免疫检测仪（美国Bio-TEK公

司）。

1.2 试剂

雷公藤甲素（美国 Sigma 公司，批号：20130618，纯度＞

98％）；抗人 CD3 抗体（anti-CD3）、APC 标记的抗 CD4 抗体
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摘 要 目的：研究雷公藤甲素对类风湿性关节炎（RA）患者外周血T细胞免疫功能的抑制作用。方法：在RA患者外周血T细胞

中加入 T 细胞多克隆刺激剂（0.2 μg/ml）以活化淋巴细胞并分泌细胞因子。实验分为空白对照（常规培养液）组、抗人 CD3抗体

（anti-CD3）刺激（0.2 μg/ml）组、雷公藤甲素（anti-CD3 0.2 μg/ml+雷公藤甲素1 mmol/ml）组。采用密度梯度离心法分离RA患者的

外周血单核细胞（PBMCs），加入雷公藤甲素，以酶联免疫吸附（ELISA）法检测细胞γ干扰素（IFN-γ）含量，流式细胞仪检测分泌

IFN-γ、白细胞介素（IL）-2、IL-4与T细胞活化分子CD69和CD25的CD4+、CD8+ T细胞百分比。结果：与anti-CD3刺激组比较，雷公

藤甲素组PBMCs中 IFN-γ含量减少，分泌 IFN-γ、IL-2、IL-4的CD4+、CD8+ T细胞百分比降低，分泌CD69和CD25的CD4+、CD8+T细

胞百分比降低，差异均有统计学意义（P＜0.01）。结论：雷公藤甲素可能通过抑制T细胞活化和细胞因子分泌来发挥免疫抑制作

用，从而发挥对RA的临床治疗作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To evaluate the inhibitory effect of triptolide on the immune function of peripheral blood T cells in pa-

tients with rheumatoid arthritis（RA）. METHODS：Peripheral blood T cells of RA patients were treated with polyclonal stimulants

（0.2 μg/ml） to activate leukomonocyte and produce cytokine. They were divided into blank control group（routine culture medi-

um），anti-CD3 stimulation group（0.2 μg/ml）and triptolide group（anti-CD3 0.2 μg/ml + triptolide 1 mmol/ml）. The peripheral

blood mononuclearcell（PBMCs）were isolated by using density gradient centrifugation method，and were treated with triptolide.

ELISA and flow cytometry were performed to determine the cell content and cell apoptosis. RESULTS：Compared with anti-CD3

stimulation group，the tontents of IFN-γ，the percent of FN-γ，IL-2 ，IL-4 and CD69，CD25 in CD4+ and CD8+ T Cells of RA pa-

tients decreased，there was different significantly（P＜0.01）.CONCLUSIONS：Triptolide might play a role of immunosuppression by

inhibiting the activation and cytokine production of T cells，and thus take effect in the clinical treatment of RA.
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（APC-CD4）、Percp-CD8、FITC-CD8、FITC-γ干扰素（IFN-γ）、

PE-IL-2、PE-CD25、Pecy7-CD69 抗体、IFN-γ酶联免疫吸附
（ELISA）检测盒均购自美国BD Pharmingen公司；RPMI 1640

培养液（美国Gibco公司）；葡聚糖泛影葡胺（上海华精生物科
技公司）。

1.3 受试对象

选取2013年3－10月在武汉科技大学附属天佑医院内分
泌风湿科就诊的12例活动期RA患者作为研究对象。诊断标
准参照2010年美国风湿病学会与欧洲风湿病学会联合提出的
RA诊断标准[7]：受累关节数、血清学抗体[风湿因子（RF）或抗
环瓜氨酸肽（CCP）]检测、滑膜炎持续时间、急性期反应物[红
细胞沉降率（ESR）或C反应蛋白（CRP）]四项累计最高评分≥

6分的患者，且未合并其他关节疾病，未接受慢性风湿药物的
治疗。患者年龄为15～49岁，平均年龄为（27.2±0.08）岁。

2 方法
2.1 PBMCs的分离

抽取RA患者静脉血10 ml，经肝素抗凝，加等量Hank’s缓
冲液稀释，混匀后用淋巴细胞分离液Ficoll进行密度梯度离心
（22 ℃下，以离心半径为 10 cm、2 000 r/min离心 20 min）获取
PBMCs。经Hank’s缓冲液洗涤后，用RPMI 1640完全培养液
调整PBMCs细胞密度为2×106 ml－1。

2.2 分组与细胞培养

将PBMCs细胞密度调整为2×106 ml－1，培养在96孔板中，

每孔 200 μ l，试验分为 3组，即空白对照（常规培养液）组、

anti-CD3刺激（0.2 μg/ml）组与雷公藤甲素（antiCD3 0.2 μg/ml+

雷公藤甲素1 mmol/ml）组。每组设5个复孔，置5％CO2、37 ℃
的培养箱中培养3 d。

2.3 ELISA法检测细胞因子含量

收集培养细胞后的上清液，用 ELISA 法检测 IFN-γ的
含量。

2.4 流式细胞仪检测细胞因子百分比

胞内细胞因子染色采用美国 BD 公司 Fix/Perm（固定/破
膜）染色试剂盒进行。用流式细胞仪检测分泌 IFN-γ、白介素
（IL）-2、IL-4与T细胞活化分子CD69、CD25的CD4+、CD8+T细
胞百分比。

2.5 统计学方法

采用 SPSS 11.0统计软件进行单因素 t 检验。P＜0.05为
差异有统计学意义。

3 结果
3.1 雷公藤甲素对RA患者血清PBMCs中 IFN-γ含量的影响

经检测，空白对照组患者血清 PBMCs 中 IFN-γ含量为 0；

与 anti-CD3刺激组比较，雷公藤甲素组患者血清 PBMCs 中
IFN-γ含量减少，差异有统计学意义（P＜0.01）。这表明没有任
何刺激时，PBMCs不分泌 IFN-γ，加入 anti-CD3能够明显诱导
IFN-γ的产生，同时加入雷公藤甲素能够抑制 RA 患者血清
PBMCs IFN-γ的产生。雷公藤甲素对RA患者血清PBMCs 中
IFN-γ含量的影响见图1。

3.2 雷公藤甲素对RA患者血清PBMCs中分泌 IFN-γ、IL-2

的CD4+T、CD8+T细胞百分比的影响

经检测，与空白对照组比较，anti-CD3刺激组分泌 IFN-γ 、

IL-2 的CD4+、CD8+T细胞百分比增加，差异有统计学意义（P＜

0.01）；与 anti-CD3刺激组比较，雷公藤甲素组分泌 IFN-γ、IL-2

的 CD4 + 、CD8 + T 细胞含量减少，差异有统计学意义（P＜

0.01）。这表明没有刺激时，PBMCs分泌 IFN-γ的百分比非常
低；而加入 anti-CD3后，分泌 IFN-γ的CD4+和CD8+T细胞百分
比分别为1.89％和10.07％；加入雷公藤甲素后，两种T细胞分
泌 IFN-γ的百分比分别下降至0.97％和5.43％。anti-CD3主要
诱导CD4+T细胞分泌 IL-2，百分率为 1.48％，而CD8+T细胞极
少分泌 IL-2，仅为0.07％；加入雷公藤甲素后，CD4+T细胞分泌
IL-2的百分率为0.10％。雷公藤甲素对RA患者血清PBMCs 中
分泌IFN-γ、IL-2的CD4+T、CD8+T细胞百分比的影响见表1。

表 1 雷公藤甲素对RA患者血清PBMCs中分泌 IFN-γ、IL-2

的CD4+、CD8+T细胞百分比的影响

Tab 1 Effect of triptolide on percent of CD4 + and CD8 + T

cell of IFN-γ and IL-2 in PBMCs of RA patients

组别

空白对照组
anti-CD3刺激组
雷公藤甲素组

IFN-γ

CD4+T细胞，％
0.01

1.89＊

0.97#

CD8+T细胞，％
0.02

10.07＊

5.43#

IL-2

CD4+T细胞，％
0.01

1.48＊

0.10#

CD8+T细胞，％
0.01

0.07＊

0.01#

与空白对照组比较：＊P＜0.01；与anti-CD3刺激组比较：#P＜0.01

vs.blank control group：＊P＜0.01；vs. anti-CD3 stimulation group：
#P＜0.01

3.3 雷公藤甲素对RA患者血清PBMCs中分泌 IL-4的CD4+、

CD8+T细胞百分比的影响

与空白对照组比较，anti-CD3刺激组分泌 IL-4的 CD4+、

CD8+T细胞含量增加，差异有统计学意义（P＜0.01）。与 anti-

CD3刺激组比较，雷公藤甲素组分泌 IL-4的CD4+、CD8+T细胞
含量减少，差异有统计学意义（P＜0.01）。这表明 anti-CD3主
要诱导CD4+T细胞表达 IL-4（0.54％），而CD8+T细胞几乎不表
达 IL-4（0）；加入雷公藤甲素后，分泌 IL-4的CD4+T细胞百分
比降低为 0.23％。雷公藤甲素对RA患者血清PBMCs中分泌
IL-4的CD4+、CD8+T细胞百分比的影响见表2。

表 2 雷公藤甲素对 RA 患者血清 PBMCs 中分泌 IL-4 的

CD4+、CD8+T细胞百分比的影响

Tab 2 Effect of triptolide on percent of CD4 + and CD8 + T

cell of IL-4 in PBMCs of RA patients

组别

空白对照组
anti-CD3刺激组
雷公藤甲素组

IL-4

CD4+T细胞，％
0.01

0.54＊

0.23#

CD8+T细胞，％
0.00

0.02＊

0.01#

与空白对照组比较：＊P＜0.01；与anti-CD3刺激组比较：#P＜0.01

vs.blank control group：＊P＜0.01；vs. anti-CD3 stimulation group：
#P＜0.01

1 200

1 000

800

600

400

200

0

IF
N-
γ，

pg
/m

l

空白对照组 anti-CD3
刺激组

雷公藤
甲素组

图1 雷公藤甲素对RA患者血清PBMCs中IFN-γ含量的影响

Fig 1 Effect of triptolide on the production of IFN-γ in

PBMCs of RA patients
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3.4 雷公藤甲素对RA患者血清PBMCs中分泌CD69、CD25

的CD4+、CD8+T细胞百分比的影响

与空白对照组比较，anti-CD3刺激组分泌CD69、CD25的

CD4+、CD8+T细胞含量增加，差异有统计学意义（P＜0.01）；与

anti-CD3 刺激组比较，雷公藤甲素组分泌 CD69、CD25 的

CD4+、CD8+T细胞含量减少，差异有统计学意义（P＜0.01）。这

表明 anti-CD3刺激能诱导CD69和CD25的大量表达，而同时

加入雷公藤甲素能够明显降低 CD4+和 CD8+T 细胞 CD69和

CD25的表达。雷公藤甲素对 RA 患者血清 PBMCs 中分泌

CD69、CD25的CD4+、CD8+T细胞百分比的影响见表3。

表3 雷公藤甲素对RA患者血清PBMCs中分泌CD69、CD25

的CD4+、CD8+T细胞百分比的影响

Tab 3 Effect of triptolide on percent of CD4 + and CD8 + T

cell of CD69 and CD25 in PBMCs of RA patients

组别

空白对照组
anti-CD3刺激组
雷公藤甲素组

CD69

CD4+T细胞，％
0.11

73.68＊

56.32#

CD8+T细胞，％
0.20

77.89＊

50.23#

CD25

CD4+T细胞，％
2.32

79.89＊

45.76#

CD8+T细胞，％
0.23

80.28＊

40.41#

与空白对照组比较：＊P＜0.01；与anti-CD3刺激组比较：#P＜0.01

vs.blank control group：＊P＜0.01；vs. anti-CD3 stimulation group：
#P＜0.01

4 讨论
T细胞的活化、增殖是机体对抗原产生免疫应答反应的重

要环节。细胞因子被公认为是RA炎症和关节损伤的重要介

质。根据其产生的细胞因子不同，T淋巴细胞可分为Th1、Th2

和Th17等不同的辅助性T细胞亚群。Th1细胞产生 IFN-γ、肿

瘤坏死因子（TNF）-α和 IL-2，参与细胞介导的免疫反应；Th2细

胞主要产生 IL-4、IL-5、IL-10和 IL-13等，参与B细胞介导的体

液免疫应答。随着对不同Th细胞亚群的研究不断深入，目前

已发现细胞因子的表达水平与RA的发生、发展密切相关。一

般来讲，IFN-γ和 IL-4分别是最具有代表性的Th1型和Th2型

细胞因子，而来自临床试验及动物实验的结果表明，IFN-γ在

RA致病机制中发挥了重要的作用。

有报道认为，雷公藤甲素对脾淋巴细胞增殖的抑制作用

可能与T细胞凋亡及T细胞受体的信号传导有关[8]。雷公藤甲

素可通过抑制 purine-box和核因子（NF）-κB的转录活性而降

低 IL-2水平[9]。动物实验结果显示，雷公藤甲素制剂对小鼠淋

巴细胞转化率、IL-2、迟发型超敏反应、巨噬细胞的吞噬功能及

抗体溶血素的形成均呈抑制作用[10-11]。

本研究通过体外细胞试验，观察了雷公藤甲素对RA患者

中细胞因子分泌和活化分子表达的影响。结果显示，在T细胞

多克隆刺激剂的条件下，分泌 IFN-γ、IL-2和 IL-4的 CD4+和

CD8+T细胞明显增多；加入雷公藤甲素后，分泌 IFN-γ和 IL-2的

CD4+和 CD8+T 细胞百分比均明显减少，而 CD4+T 细胞分泌

IL-4的水平也明显减少。这一试验结果证实了雷公藤甲素可

能是通过调节T细胞的细胞因子分泌功能来治疗RA疾病的

理论推测。

CD69是目前已知T细胞活化后表达最早的一种膜表面分

子，而CD25是 IL-2受体，在T细胞活化晚期表达，而静止T细

胞很少表达，活化后可大量诱导 IL-2受体表达，其与β、γ亚基

结合后形成具有高亲和力的 IL-2R，IL-2R与 IL-2结合后可诱

导T细胞进入S期完成克隆增殖。

综上所述，本研究通过体外细胞试验，观察了雷公藤甲素

对RA患者PBMCs中细胞因子分泌的影响，结果发现雷公藤

甲素可抑制RA患者外周血T细胞 IFN-γ、IL-2和 IL-4的产生；

通过对细胞表面活化分子的检测发现，其抑制作用可能是通

过抑制CD4+和CD8+T细胞的活化而实现的。本研究可为临床

应用雷公藤甲素治疗RA提供新的理论依据。
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