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摘要：本文主要探讨了茶树油对树突状细胞表型和功能的影响。采用茶树油（0.005 L/mL）干预未成熟的树突状细胞 48 h 后，

流式细胞仪检测细胞表型，MTT 法检测刺激淋巴细胞增殖能力。结果发现经茶树油干预后，以 CD11c设门，树突状细胞高表达H-2Db 

(48.20%)，I-Ab (6.60%)和 CD86 (41.00%)，和空白对照组比较分别达到 1.28 倍，3.40倍和 1.28倍的增长。混合淋巴培养实验发现茶

树油能够增强DC刺激淋巴细胞增殖的能力，降低树突状细胞的吞噬功能。初步表明茶树油可以促进树突状细胞的表型和功能成熟。 
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Abstract: The effect of tea tree oil on the phenotypic and functional maturation of dendritic cell was investigated in vitro. Dendritic cells 

treated with tea tree oil (0.005 L/mL), were enlarged, suspended, and displayed typical stellate and aggregates like cells treated with LPS 

(positive controls). The levels of surface marker expression were monitored throughout the culture by flow cytometry using CD11c-PEcy7, 

I-Ab-FITC, CD86-FITC, and H-2Db-PE. Dendritic cells treated with tea tree oil expressed higher level of H-2Db (48.20%), costimulatory 

molecule I-Ab (6.60%) and CD86 (41.00%) with the cells gated by CD11c, being of 1.28, 3.40 and 1.28-fold higher for H-2Db, I-Ab and CD86, 

respectiely compared with untreated cells. It was also found that tea tree oil could enhance the dendritic cell to induce proliferation of T 

lymphocyte. And it was reduced the endocytic activity of dendritic cell by tea tree oil. These results showed that tea tree oil had significant 

immunoenhancing activity by inducing the phenotypic and functional maturation of dendritic cells. 
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茶树油作为外用药物已有很长历史[1,2]，其作为外

伤使用的突出效果备受关注。几年来对其抗炎及免疫

调节活性报道较多，研究发现其抗炎活性与含量丰富

的倍半萜烯化合物有关。Brand 等[3]在体外试验中证

实，TTO 水溶液能明显抑制被 fMLP、LPS 或 PMA

激活的单核细胞分泌超氧化物。在老鼠耳内[4]和人体

局部皮肤[5]进行的试验中显示出 TTO 和 Terpinol-4-ol 
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能减轻组胺引起的水肿反应，这说明在许多瘙痒症状

中，TTO 及其组分可能是抑制感觉神经，血管内皮细

胞和某些血细胞在局部释放组胺或其他血管通透性物

质。目前的观点认为，TTO 和Terpinen-4-ol在急性炎

症中能增强中性粒细胞的活性而加快外源性抗原的清

除，在慢性炎症中则是抑制单核细胞分泌超氧化物和

炎症介质，减轻炎症反应对机体的损伤[6]。 

树突状细胞（Dendritic cells, DC）是功能最强大

的抗原提呈细胞，可以完成体能抗原的摄取、加工，

并将抗原肽呈递给特异性 T 淋巴细胞[7]，具有诱导初

次免疫应答的独特功能，能有效的刺激初始型 T淋巴

细胞的增殖[8]，是免疫应答的始动着，在机体细胞免

疫和体液免疫调控中均起重要的作用[9]。茶树油的抗



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2012, Vol.28, No.6 

607 

炎及免疫调节机制可能与影响机体 DC 的抗原加工和

提呈及功能调节有关，但目前未见相关的研究报道。

因此，本实验通过研究茶树油对树突状细胞表型和诱

导 T 淋巴细胞增殖能力，初步分析茶树油的免疫调节

机制。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 

SPF 级雌性 C57BL/6 小鼠，BALB/cj，4 周龄，

由中山大学实验动物中心提供（Center of Experiment 

Animal of Sun Yat-sen University），许可证号：SCXK

（粤）2004-0011，粤监证字 2008A060。 

1.2  主要试剂 

CD11c-PEcy7、H-2Db-PE、I-Ab-FITC 和 CD86- 

FITC 为美国 BD Pharmingen 产品，胎牛血清，RPMI 

1640 液体培养基为美国 Gibco 产品，MTT 为美国

Sigma 公司产品，用 0.0l mol/L PBS(pH 7.4)溶解，浓

度为 5 mg/mL，0.22 μm微孔滤膜过滤除菌，4 ℃保存，

一周内有效。重组小鼠粒细胞巨噬细胞集落刺激因子

(rmGM-CSF)、重组小鼠白细胞介素 4（rmIL-4）购自

R&D 公司，用 RPMI 1640 完全培养基（含 2mmol/l L-

谷氨酰胺，10 mmol/L HEPES，1 mmol/L丙酮酸钠，

50 μmol/L 2-巯基乙醇，100 U/mL青霉素，100 g/mL

链霉素，体积分数为 10% 的胎牛血清）配制。 

1.3  试验药物 

Tea Tree Oil购于广西南宁万家辉，用 DMSO 溶

解，0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，4 ℃ 保存备用。 

1.4  主要仪器 

流式细胞分析仪（美国 Backman coulter 公司

EPICS XL）酶标仪（美国Thermo electron corporation），

高速冷冻离心机（德国Sigma 公司），倒置显微镜（日

本 Olympus 公司 E-330），CO2 培养箱（美国Thermo 

electron corporation），超净工作台（新加坡 ESO），

Milli-Q50 超纯水净化系统（美国 Millipore 公司）。 

1.5  树突状细胞的分离纯化 

树突状细胞的培养是参照文献 [8~9]的方法，

C57BL/6 小鼠无菌取股骨和胫骨，收集骨髓细胞，红

细胞裂解液裂解红细胞，调细胞密度为 2×106个/mL，

培养瓶中贴壁培养 2 h 后去除悬浮细胞，加入含

rmGM-CSF 和 rmIL-4 浓度均为 20 ng/mL 的 RPMI 

1640 完全培养基，第 3 d 半量换液，第 6 d 收集DCs

接种于 96孔板，5×104个/孔，按照试验设计加入含有

TTO、Terpin-4-ol、1.8-Cineole 或者 Terpinolene 的培

养基，最终体积 200 μL/孔。 

1.6  茶树油对树突状细胞表型的影响 

为了测定 TTO 对 DC 表型成熟的影响，我们用流

式细胞仪检测了 DC 表面 H-2Db、I-Ab、CD86 类分子

和共刺激分子 CD11c 的表达。首先用 rmGM-CSF (20 

ng/mL)和 rmIL-4 (20 ng/mL)诱导 C57BL/6 小鼠来源骨

髓细胞分化成未成熟 DC，于第6 d收集悬浮和轻轻粘

附的 DC，调细胞密度为 5×105/mL，加入 TTO，浓度

为 0.005 μL/mL，以 RPMI 1640 基础培养基作为阴性

对照，LPS (100 ng/mL)为阳性对照，刺激48 h 后，流

式检测。 

细胞样品的直接免疫荧光染色：收集 DC 1×106

个/mL，用 staining buffer 离心洗 2 次（4 ℃，300×g，

5 min），在 4 ℃下用 10%（V/V）的羊血清封闭细胞

表面 Fc 受体10 min，然后加入 CD11c-PEcy7、H-2Db- 

PE、I-Ab-PE 和 CD86-FITC，在 4 ℃下避光染色 30 

min，用 staining buffer 洗 3次，然后用 staining buffer

重悬细胞，配成 2×107 个/mL 的悬液于流式细胞检测

仪测定细胞表型。 

1.7  茶树油对树突状细胞诱导同种淋巴细胞增殖的

影响 

采用 MTT法检测经TTO刺激后 DC 诱导同种异

体淋巴细胞增殖的能力。取正常 BALB/cj (I-Ad)小鼠

脾脏，制备单个脾细胞悬液，用 RPMI-1640基础培养

基洗 2 次（200×g，5min）。加入红细胞裂解液破除

红细胞，离心洗 2 次，重悬，淋巴细胞分离液分离淋

巴细胞，磁珠分选 CD4+T 细胞，配成 1×106个/mL的

细胞悬液，以 100 μL/孔加入圆底 96 孔板。收集经药

物干预的 DC，以 25 μg/mL 的 mitomycin C 灭活 30 

min，RPMI-1640基础培养液洗涤 3次。以 105、5×104、

2.5×104、1.25×104 个/孔，将灭活 DC 分别加入各孔中，

总体积 200 μL/孔，每组设 4 个复孔。置 37 ℃，5% CO2

培养箱培养 72 h，于最后 4 h 加入 MTT（5 mg/mL），

20 μL/孔。离心（300×g，5 min）去上清，加入 DMSO 

150 μL/孔，震荡 10 min，在酶标仪上于 570 nm下检

测 OD 值，按公式（Proliferation Ration(%)=[(OD 实验组

-OD 淋巴细胞组)×100/OD 淋巴细胞组]计算 DC 的增殖率，结果

以 4 孔均值表示。 

1.8  茶树油对树突状细胞吞噬功能的影响 

    收集未成熟 DC 分配在 12 孔培养板中，加入茶树

油 (浓度为0.005 L/mL)和 LPS（0.1 μg/mL），培养

40 h，收集细胞。每个样收集2×105 个细胞置于 37 ℃

孵育 10 min，加入 1 mg/mL的 FITC-dextran，37 ℃孵

育 1 h，加入冷的洗液停止反应，洗液洗 3 次，然后加

入 PEcy7-CD11c，4 ℃染色标记 30 min，洗液洗 3 次，

流式检测双染色细胞。 

1.9  数据处理 
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各组数据以x±s 表示。两组数据之间的比较采用

t 检验，p<0.05 为有显著性差异。 

 

2  结果与讨论 

2.1  茶树油对树突状细胞表型的影响 

 

图 1 茶树油对树突状细胞表面分子表达的影响 

Fig.1 Effect of TTO on the expression of surface molecules of BMDC 

一些体外试验证实 TTO 及其组分通过抑制单核

细胞分泌超氧化物和炎症介质而抑制炎症反应，TTO

和 Terpinen-4-ol可通过调控中性粒细胞和单核细胞的

活性完成对外源物的炎症反应[6]。树突状细胞是免疫

应答的始动着，在机体细胞免疫和体液免疫调控中均

起重要的作用。针对外源及炎性因子的免疫反应可能

与树突状细胞的功能变化有关[10]。DC 受外界刺激后

(比如病原体产物或 LPS)可由未成熟状态转化为成熟

状态，表面高表达 MHCⅡ类分子、共刺激分子和黏

附分子，包括 CD40、CD80、CD83、CD86 等。 

实验发现，茶树油干预未成熟的树突状细胞 48h后，

流式检测以 CD11c 设门，发现高表达 I-Ab(48.20%)，

H-2Db (6.60%)和 CD86 (41.00%)，达到阳性对照组

LPS的作用效果，和空白对照组比较分别达到1.28倍，

3.40 倍和 1.28 倍的增长，见图 1。茶树油上调表面

MHCⅡ类分子和共刺激分子的表达，说明能够促进

DC 表型的成熟。 

2.2  茶树油对树突状细胞诱导同种淋巴细胞增殖的

影响 

DC 成熟后丧失抗原摄取加工能力，但是抗原提

呈能力增强，可以激活初始型 T 淋巴细胞而诱发免疫

应答。免疫应答最终的效应者是淋巴细胞，成熟 DC

可以在次级淋巴器官中提呈抗原，诱导抗原特异性 T

淋巴细胞活化，扩增，进一步通过混合淋巴细胞培养

实验验证 DC 对效应细胞的作用，结果可反映经过干

预后的 DC 对免疫应答水平的影响。为比较药物处理
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组和对照组 DC 的免疫刺激活性，以同种异体的淋巴

细胞作为反应细胞，TTO干预的 DC 作为刺激细胞与

淋巴细胞混合培养，检测 DC 对同种异基因淋巴细胞

增殖的影响[11]。 

 

图 2 茶树油对树突状细胞诱导 T淋巴细胞增殖能力的影响 

Fig. 2 Effect of TTO on DC-mediated CD4+ T cells activation 

从图 2 中可以看出 DC 经 TTO 干预后，具有很强

的诱导同种淋巴细胞增殖的能力，并且发现刺激能力

随刺激细胞数量的增大而增强。同种异基因的 MHCⅡ

分子通过分子模拟发挥直接提呈作用而被异基因T 细

胞的 TCR 识别，从而诱导 T 细胞活化和增殖。因此

刺激同种异基因淋巴细胞增殖反映了 DC 表达功能性

MHCⅡ分子的水平，能间接反映其表面功能性

MHCⅡ类分子表达水平升高，这一结果与细胞流式分

析的结果一致。 

2.3  茶树油对树突状细胞吞噬功能的影响 

流式分析发现未成熟树突状细胞经过 0.005 

L/mL的茶树油干预后，吞噬 FITC-dextran的能力显

著下降（23.75%），吞噬能力相较 1640组（96.97%）

的降低幅度达到 75.51%，接近 LPS 对照组（16.75%）。 

未成熟的DC有很强的摄取FITC-dextran的能力，

可以通过胞吞饮和甘露糖受体结合摄取 FITC- 

dextran。报道表明在成熟过程中，DCs经 LPS 作用后

的吞噬功能显著降低。该实验研究发现茶树油干预后，

DC 的吞噬能力较未处理组显著降低，且接近 LPS 处

理组，说明茶树油可以诱导 DC 细胞功能活化，由未

成熟状态转变为成熟状态。 

 

图 3 茶树油对树突状细胞吞噬功能的影响 

Fig.3 Effect of TTO on endocytic activity of immature and mature dendritic cell 

3  结论 

茶树油干预树突状细胞后，能够促进表面分子的

表达，增强刺激同种淋巴细胞增殖的能力，降低吞噬

抗原的能力，初步表明茶树油可以促进 DC 的成熟，

下一步实验可以从对 DC 的细胞因子分泌能力的影响

方面进行分析，对茶树油调控 DC 的功能开展进一步

研究。 
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