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大剂量黄芪对急性白血病患儿外周血树突状细胞的

诱导和抗原呈递功能的影响
董 静1，2 顾华丽2 马承泰2 张芙蓉2 陈志红2 张源潮1

摘要 目的 观察大剂量黄芪对急性白血病患儿外周血单核细胞体外诱导扩增为树突状细胞(DC)及

对DC抗原呈递功能的影响。方法 44例急性白血病完全缓解期患儿分为黄芪组与对照组，黄芪组20例，

对照组24例。黄芪组于常规化疗同时应用大剂量黄芪(909／d)1个月，对照组仅常规化疗。提取两组外周

血单个核细胞(MNC)，贴壁获得单核细胞，加入白细胞介素一4(IL一4)、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(GM—

CSF)、肿瘤坏死因子(TNF—a)等细胞因子培养7～8天，利用流式细胞仪进行DC的表型鉴定，用混合淋巴细

胞反应鉴定DC的抗原呈递能力。结果 黄芪组与对照组从外周血单核细胞诱导生成的DC形态学差异无

显著性；黄芪组DC的细胞数量平均为4．4×106／2．5×106 MNC，对照组DC的数量平均为2．6×106／2．5×

106 MNC，两组比较差异有显著性(P<0．001)；黄芪组DC可较强地刺激同种异体淋巴细胞增殖，与对照组

比较差异有显著性(P<0．001)。结论 大剂量黄芪可提高急性白血病患者外周血单核细胞诱导生成DC

的数量并增强DC的抗原呈递功能。
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Abstract objective To explore the effects of 1arge dose of Astragalus membranaceus(Astragalus)on the

dentritic cell(DC)induction i咒说￡r0 and augumentation by peripheral mononuclear cell(MNC)and on antigen

presenting ability of DC in children with acute leukemia． Methods Forty—four children with acute leukemia in

complete remission stage were divided into two groups． Twenty patients in the Astragalus(909 daily) group

were treated with large dose of Astragalus(909 daily)based on conventional chemotherapy for one month，while

24 patients in the control group received chemotherapy alone． MNC were extracted from peripheral blood by

wall—sticking method and cultured with such cell factors as interleukin一4，gramulocyte macrophage colony stimu一

1ating factor，tumor necrosis factor—a for 7—8 days．Phenotype of DC was assayed by flow cytometry and antigen

presenting ability of them was assayed by mixed 1ymphocyte reaction．Results There was no morphological dif—

ference in MNC induced DC between the two groups． The average number of DC in Astragalus group and con—

trol group was 4．4×106／2．5×106 MNC and 2．6×106／2．5×106 MNC，respectively，showing significant dif—

ference(P<0．001)．DC in Astragalus group could stimulate the proliferation of allogeneic lymphocytes strong—

ly，showing significant difference when compared with that in the control group(P<0．001)． conclusion

Large dose ofAstragalus could increase the DC induction of MNC and enhance the antigen presenting ability of

DC in acute leukemia patients．
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白血病在中医中属虚劳、血症等范畴，黄芪具有调

中益气、升陷固脱、利水消肿等多种作用，许多研究证

明n。3 3，黄芪是一种双向免疫调节剂，其抗肿瘤作用已

经得到公认，而黄芪的免疫调节作用也在很多疾病包
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括白血病中得到应用¨’“。树突状细胞(dendritic cells，

DC)是体内已知的功能最强的抗原呈递细胞(antigen

presenting cells，APC)，它既能促进T辅助细胞和细

胞毒性T细胞(CTL)生成，也能促进B细胞生成抗

体，在抗肿瘤免疫中发挥重要作用。我们曾于2001年

成功应用白细胞介素一4(IL一4)和粒细胞巨噬细胞集落

刺激因子(GM—CSF)从急性白血病外周血单核细胞诱

导生成DC、6。，本研究以此为基础，研究了大剂量黄芪

对急性白血病患儿外周血单核细胞诱导生成的DC数

量及抗原呈递能力的影响，从而探讨黄芪的抗肿瘤作

用机制。

资料和方法

1临床资料急性白血病患儿共44例，年龄3～

10岁，均为青岛大学医学院附属医院儿内科住院患

儿，诊断标准按照国际通用的MIC分型标准¨。。用抽

签法随机分为黄芪组20例及对照组24例，其中黄芪

组男12例，女8例，平均(5．6±1．5)岁；急性淋巴细胞

白血病16例，急性非淋巴细胞白血病4例。对照组男

15例，女9例，平均(6．0±118)岁；急性淋巴细胞白血

病18例，急性非淋巴细胞白血病6例。两组在病种、

年龄、性别等方面差异无显著性，有可比性。取标本时

处于完全缓解12个月以上，近1个月内未使用强化疗

方案，外周血白细胞>4×109／L。

2方法

2．1治疗方法 黄芪组常规化疗的同时予黄芪

90 g／天，水煎服，共30天，疗程结束后1周内取外周

静脉血。对照组常规化疗，在上述缓解期内取外周血。

两组常规化疗方案采用1993年国内制定的“小儿急性

白血病诊疗建议”喁3。

2．2 单个核细胞(MNC)的制备 外周血用Fi—

coll液分离MNC，600 g×10 min离心洗涤两次，200 g

×10 min离心洗涤1次。

2．3 DC的培养 调整MNC终浓度为2．5×

106／ml，加至24孑L培养板的各孔，放置于37℃CO，培

养箱中培育2h，吸弃悬液，用培养液清洗1次，往各孔

中加入IL一4 1 000U／ml(Pmmega公司产品)、GM—CSF

100弘g／ml(军事医学科学院基础研究所产品)、肿瘤坏

死因子一d(TNF—a)100 U／ml(购自北京邦定生物医学

公司)，培养液终体积为1 ml。将培养板放于37℃、

5％CO，培养箱中。培养第3天末半量换液。第7天

计数悬浮细胞数量。

2．4形态学观察 相差显微镜下每天动态观察

细胞形态，每天观察后吸取细胞，离心，涂片作瑞氏染

色。

2．5 DC免疫表型的测定 采用免疫荧光法、流

式细胞仪测定∽川。培养第7～8天，收集悬浮细胞，

各取100“l细胞悬液加人流式细胞仪测定管，加入

FITC标记的抗人CDla单抗(Parmingen公司产品)、

CD80单抗(Ancell公司产品)、CDl4单抗(Parmingen

公司产品)、HLA．DR单抗(Parmingen公司产品)、

HLA—ABC单抗(Parmingen公司产品)、IgG阴性对照

单克隆抗体，置于4℃避光反应45 min，离心洗涤。用

流式细胞仪检测DC特异性标志CDla+CD8f1+HLA—

DR+HLA—ABC+CDl4的细胞数量，用CELL QUEST

software分析。

2．6 同种异体混合淋巴细胞反应(MLR) 利用

MLR检测DC的抗原刺激能力，MLR采用3H．TdR掺

入法n1’123。培养第8～10天，在DC的孔内加入丝裂

霉素终止细胞增殖，接种于96孔培养板，每孔终体积

200肛l，每组共3个复孔，放于37℃C02培养箱内培养

96 h。培养结束前16 h分别向各个孔加入3H—TdR，

0．5肚Ci／孑L，继续培养16 h，收集细胞至各滤膜上，用

液闪计数仪(LKB一1209)测cpm值，结果取3个复孔的

平均值。

2．7统计学方法两组均数间比较采用￡检验。

结 果

1 DC的形态学 黄芪组与对照组的外周血单

核细胞经过7～10天的培养，由贴壁细胞变为悬浮细

胞，形态多为不规则形、类圆形。两组的DC生成过程

相同，镜下形态无区别。瑞氏染色细胞形态无区别。

2 DC的免疫表型和数量 两组CDla+CD80+

HLA．DR+HLA—ABC+CD】4一的细胞数比较，黄芪组

DC的数量平均为(4．4±0．48)×106／2．5×106 MNC，

对照组平均为(2．6±0．76)×106／2．5×106 MNC，两

组比较差异有显著性(￡值=9．1712，P<0．001)。

3 两组不同浓度DC刺激同种异体MLR增殖曲

线比较 见图1。黄芪组500个Dc便可刺激同种异

体淋巴细胞增殖，cpm值平均达9 230±471，对照组

500个Dc亦可刺激同种异体淋巴细胞增殖，cpm值平

均达6 855±506，两组比较差异有显著性(￡值=

15．9992，P<0．001)。提示黄芪组DC的免疫呈递

功能明显高于对照组DC。

讨 论

在白血病的早期，疾病以“邪盛”为主，此时当以

“祛邪”为主要治疗方法，在化疗后或疾病后期，体质虚
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图1 两组不同浓度的DC刺激下同种MLR

增殖吐线比较

弱，抵抗力低下，则以“扶正”为主要治法，黄芪是一种

常用的扶正中药，性甘、微温，入肺、脾经，补中，益元

气，温三焦，壮脾胃，有增强机体免疫力，消除肿瘤患者

体内残微病变作用。药物化学分析证实黄芪含有三萜

皂甙类衍生物、黄酮化合物、多糖、多种氨基酸、微量元

素和维生素等多种物质，能增强机体抵抗力，调节免疫

功能。实验研究表明，黄芪可明显地抑制小鼠移植性

肿瘤的生长，对体外人癌细胞生长有抑制作用，但黄芪

并不能直接杀伤肿瘤细胞，目前研究其抗肿瘤作用机

制主要有：(1)通过调节免疫系统而发挥作用。(2)黄

芪的多糖成分能增加网状内皮系统的吞噬功能，促进

抗体的生成。(3)黄芪总甙可调节T细胞亚群的比

例，促进肿瘤细胞的凋亡。

树突状细胞(Dc)是体内功能最强的抗原呈递细

胞，DC高水平表达工类和Ⅱ类HLA分子、共刺激信

号B7—1、B7—2及某些黏附分子如CDll，CD54，CD50，

CD58等，在初次免疫应答中具有重要作用。近年来，

对DC的研究成为免疫学领域的研究热点，DC在抗肿

瘤免疫中有着重要作用。DC在白血病的免疫治疗方

面的研究进展迅速，DC负载了白血病抗原或与白血

病细胞融合后形成白血病疫苗，具有安全、高效、特异

的优点，应用DC诱导机体产生出针对自身白血病细

胞的特异性细胞免疫是一条很有希望的免疫治疗的途

径¨卜”’。一些研究证明大剂量黄芪具有免疫治疗作

用¨6‘川，本实验发现黄芪可以明显增加急性白血病的

外周血单核细胞诱导生成DC的数量，提高DC抗原刺

激能力，故黄芪能提高抗原呈递细胞的功能，这可能是

黄芪发挥抗肿瘤作用的又一重要途径，鉴于DC在肿

瘤免疫治疗方面的重要地位，黄芪提高DC抗原呈递

能力将具有重大的临床应用价值。
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