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芹菜素对脾细胞中树突状细胞的成熟和功能的影响 
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(河南大学 1. 淮河医院转化医学中心,  2. 淮河临床学院转化医学中心,  3. 体育学院, 河南 开封 475001) 

摘要: 探讨芹菜素对小鼠中抗原递呈细胞特别是树突状细胞 (dendritic cells, DCs) 成熟和递呈抗原能力的
影响。体外分离成年小鼠脾细胞后, 经脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 和芹菜素共培养 24 h后, Cell Counting Kit 
(CCK)-8、酶联免疫吸附实验 (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 和流式细胞术等方法分别检测芹菜素
对脾细胞的毒性作用、分泌炎症细胞因子的作用、共刺激分子表达的影响; 分选芹菜素和/或 LPS处理后的 DCs, 
与卵清白蛋白 (ovalbumin, OVA)323−339共孵育并过继转移到正常小鼠体内 7天后, 分离 T细胞并经 OVA323−339重

新刺激后, CCK-8 法和流式细胞仪检测 OVA323−339特异性 T细胞的增殖和分泌炎症细胞因子的能力。结果显示, 
芹菜素抑制 LPS刺激的脾细胞分泌促炎症细胞因子白细胞介素 (interleukin, IL)-1β、IL-6和肿瘤坏死因子 (tumor 
necrosis factor, TNF)-α的产生, 但不影响抗炎症细胞因子 IL-10的产生, 而该效应并非依赖其毒性杀伤作用。进
一步研究发现, 芹菜素抑制脾细胞 CD11c+ DCs的共刺激分子 CD80、CD86和 MHCII的表达, 提示芹菜素可能
诱导 DCs的不成熟或减弱其抗原递呈能力。体内功能实验结果显示, 芹菜素处理的 DCs刺激抗原特异性 T细胞
的增殖及分泌细胞因子 [辅助性 T细胞 (Th) 1: IFN-γ和 Th2: IL-4] 的能力显著减弱。综上所述, 芹菜素的抗炎
作用可能是通过调控脾细胞中 DCs的成熟和递呈抗原的能力, 从而在一定程度上抑制炎症细胞因子的产生。 

关键词: 芹菜素; 树突状细胞; 抗原递呈细胞; 细胞因子; 免疫耐受 
中图分类号: R967       文献标识码: A       文章编号: 0513-4870 (2017) 03-0397-06 

Effect of apigenin on dendritic cells maturation and  
function in murine splenocytes 

LIU Yi-fei1, 2†, XUE Xiao-xu3†, LI Zheng-yi3, WANG Jun-peng1, 2*, ZHANG Yi-jie1, 2* 

(1. Translational Medical Center of Huaihe Hospital, 2. Translational Medical Center of Huaihe Clinical College,  
3. School of Physical Education, Henan University, Kaifeng 475001, China )  

 
Abstract: This study was designed to explore the effect of apigenin (Api) on dendritic cell (DCs) maturation 

and function in murine spleen cells.  The single spleen cell was isolated, and then cultured with lipopolysaccharide 
(LPS) in the present and absence of apigenin.  After 24 h, the toxicity of Api and the T cell proliferation were 
determined by CCK8 kit.  In addition, we collected the cell-free supernatants to measure cytokine production 
using ELISA, collected the cells to determine the DC maturation using flow cytometry.  Finally, we purified      
Api and/or LPS-treated CD11c+ DCs which were pulsed with ovalbumin (OVA)323−339 and then were adoptive 
transferred into C57BL/6 mice to detect the OVA323−339-specific T cell proliferation and T helper (Th1) and Th2 
cell secreting IFN-γ and IL-4 production, respectively.  We found that Api did not affect splenocyte viability, but 
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inhibited the production of pro-inflammatory cytokine IL-1β, IL-6 and TNF-α, not anti-inflammatory cytokine 
IL-10.  In addition, Api inhibited the expression of co-stimulatory CD80, CD86 and MHCII of CD11c + DCs.  
Finally, compared to LPS+OVA DCs group, DCs from Api and LPS co-treated splenocytes (Api+LPS+DCs)      
impaired OVA323−339-specific T cell proliferation and the production of IFN-γ and IL-4 in CD4+ T cells, which      
had the similar responses with OVA+DCs.  These data suggest that Api exhibits anti-inflammatory properties  
via inhibiting DC activation and function, as a new immune-modulator, which may induce immune-tolerance 
with a benefit to those with chronic inflammation. 
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树突状细胞 (dendritic cells, DCs) 是机体免疫
系统中最重要的抗原递呈细胞  (antigen-presenting 
cells, APCs), 在建立先天免疫和获得性免疫反应中
发挥至关重要的作用[1, 2]。根据 DCs所介导的免疫反
应程度分为未成熟树突状细胞 (imDCs) 和成熟 DCs 
(mDCs)。imDCs分布于全身, 具有强大的捕获和处理
抗原的能力。在捕获和加工抗原后, imDCs迁移到淋
巴器官的 T细胞区域, imDCs变为 mDCs[3]。DCs的
成熟是诱发机体产生抗原特异性 T 细胞免疫应答的
关键, 在发挥抗肿瘤和介导免疫耐受中具有重要作
用[1, 4]。而 imDCs作用于 T细胞可以诱导 T细胞所介
导的免疫耐受, 将有助于缓解自身免疫病[5]。因此, 
如何阻止 imDCs转变为mDCs, 已成为研究防治自身
免疫病和移植免疫的研究热点。 

研究发现, 中药及其主要活性成分已被应用于
治疗人类的多种疾病。本课题组和其他课题组的研   
究发现, 中药或食物本身或其中的主要植物化合物 
(活性成分) 可以调节 DCs 的成熟和抗原递呈能力, 
影响炎症细胞因子的表达, 并进一步影响 T 细胞介
导的免疫应答, 包括辅助性 T 细胞 (T helper, Th)        
1和 Th2细胞[6−11]。芹菜素 (apigenin, Api) 是一种天
然来源的黄酮类化合物, 存在于多种水果、蔬菜、中
药材中[12]。研究证实, 芹菜素具有抗氧化、抗炎、抗
诱变、抑制肿瘤发生、增生和转移、抑制血管生成等

作用 [13]。此外 , 芹菜素可以抑制脂多糖  (lipopoly-
saccharide, LPS) 诱导的人肺腺癌细胞系 A549 分泌
产生的诱导型一氧化氮合酶和环氧化酶-2 的 mRNA
表达、NO的产生和促炎症细胞因子 (IL-1β、IL-6、
IL-8、TNF-α) 的 mRNA表达[14]。而动物实验发现芹

菜素预处理 C57BL/6 小鼠, 可以减少 LPS 引起的实
验动物死亡[15]。然而, 芹菜素是否直接影响脾细胞中
炎症细胞因子的分泌及 DCs的成熟和抗原呈递功能, 
仍未见报道。 

本研究旨在研究芹菜素对脾细胞中炎症细胞因

子及 DCs 的作用, 以期为其潜在的临床应用价值提

供理论依据。 
 

材料与方法 
实验动物  所用雌性 6~8 周龄 C57BL/6 小鼠由

南京大学模式动物研究所提供, 合格证号为 SCXK 
(苏) 2015-0001。小鼠均为 SPF 级, 并用普通饲料在
12 h光/12 h无光中饲养。 

药品与试剂  芹菜素购自西安开来生物工程有

限公司 , 纯度>98%; 丙二醇甲酸乙酯  (phorbol-12-    
myristate-13-acetate, PMA)、inomycin、莫能菌素、二
甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO) 和 LPS 均为
Sigma公司产品; 荧光标记的单克隆抗体 CD4、CD11c、
CD80、CD86、MHCII、IL-4、IFN-γ、非特异性封闭
抗体 CD16/CD32及 IL-6、IL-10和 TNF-α ELISA定
量试剂盒、CD11c 阳性选择分选试剂盒均购自美国
eBioscience 公司; 胎牛血清和 RPMI 1640 培养基购
自 GIBCO公司。IL-1β ELISA试剂盒购自美国 RND 
Systems 公司。细胞活性检测试剂盒 CCK-8 购自日    
本同仁化学研究所。肽卵清白蛋白 (OVA)323−339由上

海吉尔生化有限公司合成。将芹菜素溶解于 DMSO, 
储备液浓度为 200 mmol∙L−1。 

脾细胞分离  C57BL/6小鼠CO2处死后, 取出脾
脏。将分离后的脾脏研碎后, 通过 200目的铜网过滤, 
通过流式细胞仪 (中国迈瑞公司) 进行细胞计数。 

脾细胞的体外培养  将分离后的脾细胞与不同
浓度的芹菜素 (0、1、2.5、5、10、20 μmol∙L−1) 共
孵育 2 h , 然后将细胞以每孔 2×106个的浓度置于 24
孔细胞培养板, 在 37 ℃、5% CO2培养箱培养 20 h, 加
入 CCK8培养 4 h, 酶标仪测定 450 nm处的吸光度。
细胞存活率计算公式为: 细胞存活率  = (实验组  − 对

照组)  / (对照组  − 溶剂组)  × 100%。经不同浓度芹菜素
孵育后的脾细胞与 LPS (1 mg∙L−1) 共培养 24 h, 收集
细胞后用流式细胞仪检测树突状细胞共刺激分子的

变化, 并收集细胞上清用 ELISA 检测炎症细胞因子
的变化情况。 
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CD11c+ DC 的分选   C57BL/6 脾细胞经 20 
μmol∙L−1 芹菜素和 LPS 共培养 24 h 后 , 根据
eBioscience 公司 CD11c 阳性分选试剂盒的说明书经
磁珠分选获得纯度> 95%的 CD11c+ DCs。 

过继转移实验  将纯化的 CD11c+ DCs 与 100 
mg∙L−1 OVA323−339肽共同孵育 2 h后, 静脉注射 3×105

个细胞到 C57BL/6小鼠体内。小鼠被分为四组: ① Api
处理的 DCs (Api); ② 未处理 DCs+OVA 组 (OVA); 
③ Api+LPS处理 DCs+OVA (Api+LPS+OVA);  LPS④

处理 DCs+OVA (LPS+OVA)。注射 1周后, CO2处死

小鼠, 分离脾细胞。脾细胞与不同浓度的 OVA323–339 
(0、1、10、100 mg∙L−1) 共培养 72 h, 最后 4 h加入
CCK-8 检测 T 细胞增殖情况。另外, 脾细胞与 100 
mg∙L−1 OVA323–339共培养 68 h, 加入 PMA、inomycin
和莫能菌素再培养 4 h后, 用流式细胞术检测 CD4+ T
细胞中 IL-4和 IFN-γ的表达情况[16]。 

ELISA 检测脾细胞分泌炎症细胞因子情况  根
据 eBioscience IL-1β、IL-6、IL-10 和 TNF-α 的说明
书, 检测细胞上清中细胞因子的表达。将捕获抗体在
包被液中过夜结合到 ELISA 板上, 经 BSA 封闭后, 
加入标准品和待检验品 2 h, 再加入对应的检测抗体, 
经 TMB 显色和终止液终止后, 酶标仪 (美国 BioTek
公司) 测定 450 nm和参考波长 630 nm的 OD值, 并
用 Gen5软件计算出各种炎症细胞因子的浓度。 

统计学分析  用 GraphPad Prism5.0 软件对相关
数据进行统计分析, 数据以 x ± s表示。多组间比较用
one-way ANOVA dunnett 检验, 两两之间的比较采用
LSD法。P < 0.05差异显著。 
 

结果 
1  芹菜素对脾细胞分泌促炎症细胞因子的影响 

如图 1所示, 与对照组 (0 μmol∙L−1) 比, 芹菜素
抑制脾细胞分泌的促炎症细胞因子 IL-1β (A)、IL-6 (B) 
和 TNF-α (C) 的产生, 20 μmol∙L−1芹菜素具有最强的

抑制作用。然而并没有观察到芹菜素改变脾细胞分泌

的抗炎症细胞因子 IL-10 的表达 (图 1D)。这些结果
提示, 芹菜素并非通过增加 IL-10 的表达而发挥其对
促炎症细胞因子的抑制作用, 推测芹菜素可能是直
接通过其特定的方式而发挥该抑制效应。 
2  芹菜素对脾细胞活性的影响 

如图 2所示, 在脾细胞中加入不同浓度的芹菜素
处理 24 h 后, CCK-8 检测脾细胞存活的数量结果显    
示, 即使较高浓度 (20 μmol∙L−1) 的芹菜素也不影响
脾细胞的存活率, 但具有最强的抑制功能。因此, 选 

 
Figure 1  Effect of apigenin (Api) on the production of pro- and 
anti-inflammatory cytokines from spleen cells.  After spleen 
cells were treated with different concentration of Api (0, 1, 2.5, 5, 
10, 20 μmol∙L−1) for 2 h, they were co-cultured with lipopoly-
saccharide (LPS) for 24 h.  Then the cell-free supernatants were 
collected to analyze the production of IL-1 β (A), IL-6 (B), TNF-α 
(C) and IL-10 (D) using quantity ELISA assay.  n = 6, x ± s.  
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs 0 μmol∙L−1 
 

 
Figure 2  Effect of apigenin on spleen cell viability.  After 
spleen cells were treated with different concentration of apigenin 
(0, 1, 2.5, 5, 10, 20 μmol∙L−1) for 20 h, the CCK-8 was added to 
culture for another 4 h.  The OD 450 values were acquired using 
Bio-Rad Plate reader.  The cell viability was determined as 
described in the Materials and Methods.  n = 6, x ± s 

 
用 20 μmol∙L−1的芹菜素进行后续研究。 
3  芹菜素对脾细胞中共刺激分子表达的影响 

在一定程度上, 炎症细胞因子可以通过反馈的
方式调控 APCs表面共刺激分子的表达。上述研究结
果表明: 芹菜素能显著抑制促炎症细胞因子的产生, 
而 TNF-α和 IL-6是 APCs (包括 B细胞、DCs和巨噬
细胞) 分泌的主要细胞因子。因此, 本研究检测了总 
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APCs 表面共刺激分子的表达。实验结果显示, 芹菜
素抑制脾细胞中表面共刺激分子 CD80 (A)、CD86 (B) 
和 MHCII (C) 的表达 (图 3), 提示芹菜素可能通过
抑制 APCs的成熟而减少促炎症细胞因子的表达。 
4  芹菜素对 DCs共刺激分子表达的影响 

DCs 是机体内最主要的 APCs, 是建立先天免疫

和获得性免疫反应的重要细胞。由于上述结果显示, 
芹菜素抑制所有抗原递呈细胞表面共刺激分子的表

达, 推测其可能影响 DCs的成熟。因此, 进一步流式
细胞术分析 DCs 表面共刺激分子的表达情况。图 4
结果显示, 芹菜素的确抑制 CD11c+ DCs的共刺激分
子 CD80 (A)、CD86 (B) 和 MHCII (C) 的表达。这些 

 

 
Figure 3  Effect of apigenin on the expression of co-stimulatory on total spleen cells.  After spleen cells were treated without or with 
apigenin (20 μmol∙L−1) for 2 h, they were co-cultured with LPS for 24 h and the cells were collected to measure the expression of 
co-stimulatory.  The  histograms show a representative  experiment (above) and bar figures are x ± s of three independent experiments 
(below).  **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control; ###P < 0.001 vs LPS.  MFI: Mean fluorescence intensity.   Control: 0 μmol∙L−1 Api treated; 
LPS: 0 μmol∙L−1 Api+LPS; LPS+Api: 20 μmol∙L−1 Api+LPS 
 

 
Figure 4  Effect of apigenin on the expression of co-stimulatory on DCs.  After spleen cells were treated without or with apigenin     
(20 μmol∙L−1) for 2 h, they were co-cultured with LPS for 24 h and the cells were collected to measure the expression of co-stimulation 
molecules using flow cytometry.  After cells were gated into CD11c, the CD80, CD86 and MHCII expressions were analyzed using 
FlowJo7.6 software.  The histograms show a representative experiment (above) and bar figures are x ± s of three independent experi-
ments (below).  *P < 0.05, ***P < 0.001 vs control; ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs LPS 
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结果提示, 芹菜素可能抑制 imDCs转化为 mDCs, 进
而抑制其抗原递呈能力。 
5  芹菜素处理的DCs对体内抗原特异性T细胞增殖
的影响 

DCs 作为主要的 APCs, 主要功能是加工抗原并
递呈给T细胞, 从而使T细胞活化并发挥其效应功能 
(获得性免疫应答)。在发现芹菜素可抑制 CD11c+ DCs
的活化后, 进一步研究芹菜素对 DCs 的成熟抑制是
否导致其抗原递呈能力的改变。过继转移实验发现, 
与 LPS处理的 DCs相比, 经芹菜素和 LPS共处理的
DCs抑制抗原特异性 T细胞的增殖 (图 5A)、CD4+ T
细胞分泌的细胞因子 IFN-γ (图 5B) 和 IL-4 (图 5C)
的产生, 而该作用与 OVA单独处理的 DCs具有相似
的 T 细胞增殖和分泌细胞因子的能力。这些结果提
示芹菜素可以抑制脾细胞中 DCs 的抗原递呈能力, 
从而诱导弱的抗原特异性 T 细胞的效应性作用, 包
括 Th1和 Th2细胞介导的免疫应答。 
 

 
Figure 5  Api-treated DCs from C57BL/6 mice impaired antigen-   
specific T cell response in vivo.  Splenocytes from the DC     
adoptive transfer recipient mice were re-stimulated  in vitro with 
OVA323−339

 peptide to determine OVA 323−339-specific T cell      
proliferation (A) and production of cytokine IFN- γ (B) and      
IL-4 (C) by CD4+ T cells.  n = 5, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01, 
***P < 0.001 vs Api; +P < 0.05, ++P < 0.01, +++P < 0.001 vs OVA;      
##P < 0.01, ###P < 0.001 vs LPS+OVA 
 

讨论 
研究发现芹菜素具有免疫调节功能, 而其作用

方式可能是通过调控炎症细胞对炎症细胞因子的分

泌作用。脾脏作为机体最大的免疫器官, 是成熟 T和

B 细胞对病原微生物的抗原以及自身抗原刺激产生
免疫应答的场所; 同时也是大量捕捉和处理抗原的
APCs 存在的场所, 包括 DCs 和巨噬细胞等, 这类细
胞的特点就是迅速捕获和处理抗原, 并将处理后的
抗原呈递给 T细胞。APCs或巨噬细胞在受到抗原刺
激后 , 会快速产生分泌促炎症细胞因子如 IL-1β、
IL-6、IL-12 和 TNF-α 等, 这些炎症细胞因子将进一
步促进 APCs的成熟和抗原递呈能力[17]; 而抗炎症细
胞因子 IL-10, 有助于诱导 APCs 的不成熟进而诱导
免疫耐受[18, 19]。除此之外, APCs不仅可以通过炎症细
胞因子诱导或辅助 Th0 细胞分化为不同的效应性 Th
细胞, 如 IL-1β 和 IL-6 诱导 Th17 的产生, 而 TNF-α
扩增Th9细胞, IL-10诱导 1型调节性T细胞的产生[9]; 
也可通过APCs的状态及递呈抗原的能力影响 T细胞
的表型和不同效应性 Th细胞的产生[20]。这些促炎症

Th 细胞除了发挥其抗病毒作用外, 也介导自身免疫
病的发生发展。当前的研究发现, 芹菜素抑制 LPS刺
激脾细胞对促炎症细胞因子 IL-1β、TNF-α和 IL-6的
分泌, 而不影响 IL-10 的产生。这些结果提示, 芹菜
素可能通过抑制促炎细胞因子来发挥两方面的免疫

调节作用: 其一, 改变巨噬细胞的吞噬功能或DCs的
成熟进而减少抗原特异性的免疫应答, 其二, 可能有
助于改善效应性 T细胞的平衡。 

除了脾脏中存在的大量DCs外, DCs也可以从骨
髓发育分化产生, 从而发挥其抗原递呈的能力。前期
研究发现[21, 22], 芹菜素可以抑制骨髓来源的 DCs 的
成熟和抗原递呈能力进而缓解小鼠关节炎的发生发

展, 但并没有观察是否影响脾细胞中 DCs 的成熟及
功能状态。在本研究中发现, 芹菜素可以抑制脾细胞
中所有 APCs 的共刺激分子 CD80、CD86 和 MHCII
的表达, 尤其是能够抑制 CD11c+ (DC 的标记物) 的
DCs表面共刺激分子的表达。这些结果提示, 芹菜素
可能有助于诱导免疫耐受或削弱机体抗原特异性的

免疫应答。 
本研究发现芹菜素抑制了 DCs 的成熟标记物

CD80、CD86 和 MHCII 的表达, 为考察它是否改变
DCs 的抗原呈递能力, 进一步分选芹菜素和/或 LPS
处理后的 CD11c+ DCs, 经 OVA处理后, 过继转移到
正常的小鼠体内, 评价抗原特异性的免疫应答。分离
过继转移的小鼠脾细胞后, 体外经特异性抗原 OVA
刺激, 检测 OVA 特异性的 T 细胞增殖的结果发现, 
与 LPS和 OVA共培养的 DCs相比, 添加芹菜素可以
显著抑制 OVA特异性 T细胞的增殖。进一步研究发
现, 添加芹菜素也可以抑制 OVA 特异性的 CD4+ T
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细胞表达的 IFN-γ和 IL-4的产生。这些结果提示, 芹
菜素可能通过调控脾细胞中 DCs 的抗原递呈功能而
削弱抗原特异性的 Th1 (IFN-γ) 和 Th2 (IL-4) 细胞免
疫应答。 

总之, 本研究证实芹菜素在体外可以直接抑制
脾细胞分泌的促炎症细胞因子的产生, 而该作用可
能是由于改变脾细胞中 APCs的成熟所介导。进一步
的研究发现, 芹菜素抑制 DCs 的成熟和呈递抗原的
能力, 并抑制抗原特异性的 T 细胞增殖和 Th细胞相
关细胞因子的产生。这些结果提示, 芹菜素可作为中
药或食物来源的新型免疫调节剂, 用于防治炎症和
免疫相关的疾病等。 
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