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补肾解毒方与健脾解毒方对慢性乙肝患者不同阶

段的 Ｔ淋巴细胞功能影响的研究

唐开斌　夏仁兴
（四川省广安市人民医院感染科，广安，６３８０００）

摘要　目的：比较补肾解毒方和健脾解毒方对乙肝病毒（ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）慢性感染患者在不同免疫状态下外周血Ｔ
淋巴细胞（Ｔｓ）功能影响。方法：选取本院感染科２０１３年９月至２０１４年５月门诊慢性ＨＢＶ感染患者４０例，据患者不同免
疫状态分为清除组和耐受组，另选本院健康职工１０例作为对照组。采用大鼠补肾解毒药物血浆和健脾解毒药物血浆进
行干预。以Ｔ淋巴细胞亚群ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ＣＤ２８＋分子的表达及干扰素γ（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）的水平作为研究指
标，判断干预对外周血Ｔ淋巴细胞（Ｔｓ）功能影响情况。结果：各组健脾组和补肾组血浆在干预后 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、
ＣＤ２８＋的表达均显著升高，耐受组中Ｐ＜００５，补肾组血浆干预后ＣＤ２８＋及ＣＤ８＋分子显著高于健脾组，Ｐ＜００５；两种药
物血浆分别干预后，ＣＤ２８＋分子表达均显著高于清除组同期，Ｐ＜００５。结论：健脾解毒法和补肾解毒法均能促进慢性
ＨＢＶ感染患者Ｔ细胞功能的恢复，免疫耐受期可能是中医药治疗的一个重要时期，补肾解毒药物效果优于健脾毒药物，
需要分子实验和临床实验提供更多循证依据。
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　　慢性乙型肝炎（ＣｈｒｏｎｉｃＨｅｐａｔｉｔｉｓＢ，ＣＨＢ）患者
的外周血免疫细胞多存在不同程度的免疫功能低

下，以 Ｔ淋巴细胞功能低下为中心的细胞免疫功能

障碍导致的免疫耐受是导致 ＨＢＶ持续感染和慢性
乙型肝炎难以治愈的主要原因［１］。以往多个研究表

明，中药可有效的改善机体的免疫状态，提高和恢复
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免疫细胞功能［２］，因而中药治疗慢性乙型肝炎成为

研究热点。中医理论认为，ＨＢＶ慢性感染是由于湿
热疫毒内侵，脾肾亏虚［３］。与西医治疗慢性乙型肝

炎重在抑制病毒复制的机制不同，中医治疗 ＣＨＢ重
在对免疫功能的恢复［３］。本研究拟通过提取在不同

免疫状态下ＨＢＶ慢性感染患者外周血Ｔ细胞，进行
体外培养和干预，了解补肾解毒方与健脾解毒方对

Ｔ细胞功能的作用及影响，探究中医药治疗慢性乙
型肝炎的疗效，为临床应用提供实验依据。

１　材料和方法
１１　研究对象及实验样本采集　纳入２０１３年９月
至２０１４年５月来我院感染科门诊按照《慢性乙型肝
炎防治指南》［６］被确诊为慢性ＨＢＶ感染患者４０例，
排除标准：１）未满１８周岁患者；２）未签署知情同意
书或者不同意参与本次实验，或因其他原因不适宜

参与本次实验或完成本次实验的患者。根据免疫状

态的不同，将患者分为清除组和耐受组，每组各２０
例，其中，耐受组中，男 １３例，女 ７例，平均年龄为
（２９２±５１４）岁，病程范围６～２３年，平均病程为
（１２５±５２）年；清除组中，男１２例，女８例，平均年
龄为（２９６±３３５）岁，病程７～２４年，平均病程为
（１２３±５４）年。在本院选取健康职工１０例，作为
健康对照组，其中，男 ６例，女 ４例，平均年龄为
（２５７±３５）岁。各组基线资料比较，差异不具有统
计学意义，具有可比性（Ｐ＞００５）。抽取研究对象
外周血，稀释并抗凝处理后，使用淋巴细胞分离液来

分离单核细胞（ＰｅｒｉｐｈｅｒａｌＢｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒＣｅｌｌｓ，
ＰＢＭＣｓ），于培养箱中孵育。最后用胎牛血清 ＲＰＭＩ
１６４０培养基悬浮细胞，并调整外周血ＰＢＭＣｓ的终浓
度，再次于培养箱中进一步培养。

１２　干预措施
１２１　药物　补肾解毒方：六味地黄丸［４］２４ｇ，泽
泻９ｇ，白蔻仁１０ｇ，山药１２ｇ，茵陈１５ｇ，茯苓９ｇ，藿
香１０ｇ，山茱萸１２ｇ，牡丹皮９ｇ，石菖蒲１０ｇ，滑石
３０ｇ，黄芩１０ｇ，薄荷６ｇ，川贝母１０ｇ，连翘１０ｇ，射
干１０ｇ；健脾解毒方：四君子汤［５］：炙甘草、人参、茯

苓、白术各９ｇ，石菖蒲、白蔻仁、川贝母、黄芩、藿香、
连翘、射干各１０ｇ，茵陈１５ｇ，滑石３０ｇ，薄荷６ｇ。
饮片均采用地道药材，由长沙九芝堂股份有限公司

提供，由本院制备，补肾解毒小、中剂量组分别含生

药１９４ｇ／ｍＬ和９７１ｇ／ｍＬ；健脾解毒小、中剂量组
分别含生药１５８ｇ／ｍＬ和７９２ｇ／ｍＬ。
１２２　干预血清实验动物材料　动物 ＳＤ大鼠４８
只，ＳＰＦ级，３９日龄，雌雄各 ２４只，体重 １４６３～

１７０２ｇ，平均１５９ｇ，川北医学院动物中心提供。所
有纳入实验的大鼠２０１４年８月６日至９月１４日在
川北医学院动物中心ＳＰＦ级动物饲养房饲养。
１２３　大鼠干预血浆制备　采用随机数表法将４８
只ＳＤ大鼠随机分为５组，正常对照组１６只，补肾解
毒方和健脾解毒方各分两个组，补肾解毒方小剂量

组８只，注射剂量１９４ｇ／ｍＬ，补肾解毒方中剂量组
８只，注射剂量９７１ｇ／ｍＬ；健脾解毒方小剂量组８
只，注射剂量为１５８ｇ／ｍＬ，健脾解毒方中剂量组８
只，注射剂量为 ７９２ｇ／ｍＬ。统一按照大鼠的体表
面积换算灌胃量，参照贺石林［７］等文献中标准，小剂

量制定为成人临床用药量的６５６２倍，中剂量则为
小剂量的５倍。参考文献［８］进行灌胃操作及含药血

浆制备工作。正常对照组进行常规生理盐水灌胃。

灌胃时间为每天８：００和下午１７：００各１次，灌胃量
为１ｍＬ，连续３ｄ；第４天在８：００灌胃结束后２ｈ内
取血。采血前大鼠禁食１２ｈ，腹腔注射１％戊巴比
妥（４５ｍｇ／ｋｇ）进行麻醉，开腹，分离主动脉并用采血
针采血约１０ｍＬ／只于肝素抗凝管，２５００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，收集上层血浆并用０２２μｍ滤膜滤掉细菌，
分装于 １５ｍＬＥＰ管中，－２０℃冰箱中保存备用。
参考文献［１１１２］结合本院实验结果，以 Ｔ细胞生存率
最高的血浆浓度组作为正式实验的干预浓度，分别

为补肾解毒中剂量组和健脾解毒小剂量组。

１３　结局判断标准及方法　通过检测 Ｔ细胞表面
分子检测及 ＩＦＮγ的水平作为外周血 Ｔ淋巴细胞
（Ｔｓ）功能的检测。检测方法如下：１）Ｔ细胞表面分
子检测：制备 Ｔ细胞悬液６管，先加入２００μＬ细胞
悬液，后分别加入荧光标记鼠抗人 ＣＤ３Ｐｅｒｃｐ（多甲
藻叶绿素蛋白），ＣＤ８ＰＥ（藻红蛋白荧光素），ＣＤ４
ＦＩＴＣ（异硫氰酸荧光素），ＣＤ２８ＦＩＴＣ各 ２０μＬ，混
匀，孵育，清洗细胞后固定，用 Ｐｅｒｃｐ、ＦＩＴＣ、ＰＥ标记
鼠抗人ＩｇＧ作为对照。使用流式细胞仪检测ＣＤ３＋、
ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ＣＤ２８＋的表达水平。２）ＩＦＮγ的水平
检测：采用ＥＬＩＳＡ法检测。
１４　统计分析　采用 ＳＰＳＳ１３０版本统计软件进
行统计分析。计量资料用（珋ｘ±ｓ）表示，采用独立样
本ｔ检验进行比较；多组间比较用方差分析，两两比
较采用ｑ检验，Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。
２　结果
２１　２组各时间点ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋以及 ＣＤ２８＋

表达情况比较　补肾组和健脾组 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、
ＣＤ８＋以及ＣＤ２８＋的表达，与对照组相比均显著下
降，与干预前相比均显著升高，差异具有统计学意义
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表１　各组各时间点ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ＣＤ２８＋的表达情况比较（％，珋ｘ±ｓ）

组别 例数 剂量（ｇ／ｍＬ） 时间 ＣＤ３＋ ＣＤ４＋ ＣＤ８＋ ＣＤ２８＋

耐受 ２０ 干预前 ５８０４±４３６△ ３４４４±２６０△ ２９６６±３２１△ ４４３３±３４７△

空白 ２０ — 干预后 ５７２１±３３１ ３２７０±３５５ ２９３７±４２２ ４４５２±３４９
补肾 ２０ ９７１ 干预后 ６４３６±２３９▲ ３９３５±３４８▲ ３４２２±２２０▲□ ５２４１±２４１▲□

健脾 ２０ １５８ 干预后 ６３５８±３２１▲ ３８５７±２３３▲ ３２０９±１２７▲ ４９３８±２９５▲

清除 ２０ 干预前 ６２３３±３６１△ ３７４１±４２３△ ３０８８±１９８△ ４５７７±４３８△

空白 ２０ — 干预后 ６１６２±２７７ ３６０７±３５５ ２９５５±４４１ ４５８７±３９１
补肾 ２０ ９７１ 干预后 ６４３３±２６４▲ ４０１９±２５４▲ ３３１０±３６２▲ ４８３１±２４０▲

健脾 ２０ １５８ 干预后 ６４２９±２４１▲ ３９４２±２３６▲ ３２８１±４２６▲ ４７３３±３３３▲

对照 １０ — 干预前 ６７１３±２３１ ４４８３±３０９ ３５１２±２３６ ５５７４±２３４

　　注：与清除组同期比较，Ｐ＜００５；对照组比较，△Ｐ＜００５；与相同免疫状态健脾组比较，▲Ｐ＜００５；与本组干预同期比较，□Ｐ＜００５。

（Ｐ＜００５）；耐受组中，健脾组血浆干预后ＣＤ２８＋及
ＣＤ８＋分子显著低于补肾组，差异具有统计学意义，
Ｐ＜００５；２种药物血浆分别干预后，ＣＤ２８＋分子表
达均显著高于清除组同期，差异有统计学意义，Ｐ＜
００５。见表１。
２２　含药血浆干预前后 ＩＦＮγ水平的比较　与对
照组相比，２组 ＩＦＮγ水平在含药血浆干预前均显
著偏低，差异有统计学意义，Ｐ＜００５；在药物血浆
干预后，Ｔ细胞 ＩＦＮγ水平和干预前相比均有明显
升高，差异有统计学意义，Ｐ＜００５，补肾组和健脾
组２组之间比较差异无统计学意义，Ｐ＞００５。具
体结果见表２。

表２　各组干预前后ＩＦＮγ表达水平的比较

组别 例数 干预前
干预后

补肾 健脾

耐受 ２０ ２７５５８±４７３６▲ ２９４２１±４５４１△ ２９１４５±４５３２△

清除 ２０ ２８７６１±４３６２ ２９４３３±４２３８△ ２９４３２±４４２８△

对照 １０ ３３６５６±４３３１ ３３４２３±４３２６ ３３４２５±４２３１

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与干预前比较，△Ｐ＜００５；与清

除组比较，▲Ｐ＜００５。

３　讨论
近年来国内外诸多研究证实，激活机体自身特

异性的细胞免疫反应是解决免疫耐受，清除病毒的

关键所在，而机体自身的免疫细胞功能状态则与机

体特异性的细胞免疫的强弱密切相关。ＨＢＶ感染
人体后，机体主要发挥 Ｔ淋巴细胞参与的细胞毒效
应免疫来清除 ＨＢＶ病毒。机体特异性的细胞免疫
主要参与细胞为 ＣＤ４＋辅助性 Ｔ淋巴细胞和 ＣＤ８＋

细胞毒性Ｔ细胞，其中ＣＤ４＋Ｔ细胞在机体抗病毒的
免疫应答中发挥着至关重要的中心作用，其数量的

下降会对机体的细胞免疫和体液免疫的功能缺陷产

生作用。进而导致慢性乙型肝炎迁延不愈，ＨＢＶ难
以清除。ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞可被 ＨＢＶ感染的干细胞

直接激活，进而作为免疫应答损伤被感染的肝脏细

胞，在这个过程的同时，ＨＢＶ也被清除，因此，ＣＤ４＋

和ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞是衡量ＨＢＶ感染者机体免疫功
能和免疫状态的重要指标。ＣＤ２８＋是Ｔ淋巴细胞表
面重要共刺激分子，参与 Ｔ淋巴细胞的信号转导过
程，在Ｔ淋巴细胞的活化、增殖、启动和维持免疫应
答的过程中发挥重要的作用［９１０］。

在中医学理论中，慢性 ＨＢＶ感染属于黄疸、胁
痛、臌胀、积聚等范畴，认为“湿热毒邪”是 ＨＢＶ慢
性感染的主要致病因素，外因为“湿热毒邪”内侵，

内因为“脾肾两亏”，病理基础为本虚标实，机体免

疫功能紊乱异常［１１１２］。中医治疗慢性 ＨＢＶ感染大
多数在补肾和（或）健脾基础上，配伍解毒化湿或疏

肝行气，或活血化瘀的药物，因此，标本兼治符合

ＨＢＶ慢性感染的中医病理机制。本实验在此基础
上采用补肾解毒方和健脾解毒方对慢性 ＨＢＶ感染
者外周血Ｔ淋巴细胞进行干预，并对两种不同药物
对慢性ＨＢＶ感染者不同状态下 Ｔ淋巴细胞的功能
状态的影响进行探讨，以期对慢性ＨＢＶ感染的中医
病理机制的深入研究提供依据，为中医临床治疗慢

性ＨＢＶ感染提供实验基础和理论依据。
本研究中，与对照组相比，ＨＢＶ慢性感染患者Ｔ

淋巴细胞ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ＣＤ２８＋表达均显著下
降，在ＩＦＮγ水平方面，与对照组相比，２组在干预
前均显著偏低，提示免疫功能可能在ＨＢＶ感染发生
影响下，功能受到抑制。干预后，以上四种分子表达

均显著升高。其中，值得注意的是在耐受组中，在补

肾解毒药物的干预下，各组的 ＣＤ８＋及 ＣＤ２８＋分子
表达均高于健脾毒药物的干预，另外，两种药物血浆

分别干预后，ＣＤ２８＋分子表达同期均高于清除组；提
示，免疫耐受期可能是进行中医治疗的一个重要时

期，补肾解毒药物对促进 Ｔ细胞部分表面分析的表
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达效果优于健脾毒药物，但是临床疗效有待临床进

一步实践提供临床实践依据。干预后，Ｔ细胞ＩＦＮγ
水平较干预前显著升高。这提示两种药物血浆干预

都提高Ｔ淋巴细胞表面分子表达水平，也就是说补
肾解毒方和健脾解毒方能在不同程度上改善机体的

免疫功能和状态。这与部分学者的研究结果基本一

致［１０］，具体机制有待进一步研究，临床疗效需要进

一步的循证依据，但是结果能够为进一步探究其机

制以及临床应用提供启示和线索。本研究的不足之

处在于只对部分指标进行了观察和研究，且样本量

有限，未能对患者机体的免疫状态作全面反映，拟在

以后的研究中改进和完善，以期更好的提高实验的

科学性和可信度。
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