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气不摄血证免疫性血小板减少症患者细胞

免疫功能变化及其临床意义
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摘要　目的：观察气不摄血证免疫性血小板减少症（ＩＴＰ）患者细胞免疫功能变化，从细胞层面探究气不摄血证ＩＴＰ的生物
学基础。方法：选取２０１６年１２月至２０１７年５月在中国中医科学院西苑医院与北京中医药大学东方医院门诊就诊的ＩＴＰ
确诊患者４２例，依据中医证候积分分级标准，将患者分为轻度、中度、重度３组，同时纳入２６例体检健康者作为对照组，
观察各组Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ、Ｂｒｅｇ细胞的表达比例变化情况，并对上述免疫细胞的表达与中医证候积分的相关性进行分
析。结果：与正常对照组比较，气不摄血证 ＩＴＰ患者 Ｂｒｅｇ与 Ｔｈ１７细胞的表达比例下降，Ｔｈ１细胞的表达比例上升（Ｐ＜
００５），Ｔｈ１／Ｔｈ２呈Ｔｈ１型（Ｐ＜００５），Ｔｒｅｇ与Ｔｈ２细胞的表达以及Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值无统计学意义。与对照组比较，轻度组
（Ｐ＜００５）、中度组（Ｐ＜００５）、重度组（Ｐ＜００５）的 Ｂｒｅｇ细胞的表达显著降低，Ｔｈ１细胞的表达和 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值显著升
高，Ｔｒｅｇ、Ｔｈ２以及Ｔｈ１７细胞的表达、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值差异无统计学意义。中度组与重度组 Ｂｒｅｇ细胞的表达显著低于轻度
组（Ｐ＜００５），其他免疫细胞的表达与轻度组比较差异无统计学意义。重度组上述免疫细胞细胞的表达与中度组比较差
异无统计学意义。Ｂｒｅ细胞的表达与中医证候积分具有负相关性（ｒ＝－０４８８，Ｐ＝０００１），其余免疫细胞无相关性。结
论：气不摄血证ＩＴＰ患者细胞免疫功能变化表现为Ｔｈ１细胞表达增加导致 Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡。Ｔｈ１７与 Ｂｒｅｇ细胞表达水平下
降。Ｂｒｅｇ细胞表达水平可能反映了气不摄血证患者的气虚严重程度。
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　　免疫性血小板减少症（ＩｍｍｕｎｅＴｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅ
ｎｉａ，ＩＴＰ）是一种以血小板减少为主要表现的常见的
免疫相关疾病，临床表现血小板计数不同程度的减

少、伴或不伴皮肤黏膜、脏器出血症状，属于中医“血

证”“紫癜病”范畴。气不摄血证是 ＩＴＰ常见证型之
一［１］。依据中医血证理论，气虚则无力摄血，进而血

不循经，旁溢而出。长期以来现代医学对 ＩＴＰ的认
识是从免疫角度出发，祖国传统医学的切入点则是

从气血脉之间的相互联系，笔者认为找出２种思维
方式之间的对应关系有助于从更深层次揭示 ＩＴＰ发
病机制，也有助于挖掘人体在 ＩＴＰ疾病状态下气对
血的作用进而有益于发现中医气不摄血证的发生、

发展全过程，同时对探究中医气血理论的物质基础

提供必要的参考资料。本研究遴选４２例符合中医
辨证气虚型血证ＩＴＰ诊断的患者进行研究，并以２６
例体检健康者作为对照组，观察 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７、
Ｔｒｅｇ、Ｂｒｅｇ细胞表达变化情况，并对上述免疫细胞与
中医证候积分的相关性进行分析，拟从免疫细胞的

层面入手，探讨气不摄血证 ＩＴＰ与免疫细胞变化与
中医气不摄血证的关系，为研究中医气血理论的相

关物质基础找到新的路径与方向。

１　资料与方法
１１　一般资料　选取２０１６年１２月至２０１７年５月
在中国中医科学院西苑医院与北京中医药大学东方

医院门诊就诊的ＩＴＰ确诊患者４２例，男１８例，女２４
例，年龄１８～６８岁，中位年龄４９岁，对照组２８例为
我院体检健康志愿者，男１４例，女１４例，年龄２１～
５５岁，中位年龄４５岁。年龄和性别与观察组比较，
差异均无统计学意义（Ｐ＞００５），具有可比性。本
研究获得中国中医科学院西苑医院临床研究伦理委

员会批准（２０１５ＸＬＡ１０８２）。
１２　诊断标准　１）西医诊断：所有入选患者均参照
《成人原发免疫性血小板减少症诊断与治疗中国专

家共识（２０１２年版）》［２］。２）中医证候诊断：参照国
家中医药管理局２０１０年出版的中医血液病重点专
科紫癜病（免疫性血小板减少症）中医诊疗方案［３］。

１３　纳入标准　符合免疫性血小板减少症诊断标
准，病程≥３个月；符合气不摄血证；年龄在１８～７５
岁之间。

１４　排除标准　严重消化道和（或）脏器出血；脏器
功能不全：血肌酐大于正常值上限；丙氨酸转氨酶、

天冬氨酸酶、胆红素大于正常值的２倍；ＮＹＨＡ分级
≥Ⅱ级；妊娠、哺乳期妇女、过敏体质者。
１５　主要仪器　ＦＩＴＣ标记的抗人 ＣＤ４单克隆抗
体、抗人ＣＤ３８单克隆抗体、抗人ＩＦＮγ单克隆抗体，
ＰＥ标记的抗人 ＣＤ２５单克隆抗体、抗人 ＣＤ２４单克
隆抗体，ＰＣ５标记的抗人 ＣＤ１９单克隆抗体、抗人
ＣＤ４单克隆抗体、抗人 ＩＬ４单克隆抗体，ＡＰＣ标记
的抗人 ＣＤ１２７单克隆抗体、抗人 ＩＬ１７Ａ单克隆抗
体，均为美国 ＢＤ公司生产。流式细胞仪（ＥＰＩＣＳ
ＥＬＩＴＥ型，ＢＤ公司）、ＳｈｅｌＬＡＢＣＯ２培养箱，美国
ＳＨＥＬＤＯＮ公司。ＲＰＭＩ１６４０培养液、红细胞裂解液
ＯｐｔｉＬｙｓｅＣ购自美国ＢＤ公司。
１６　研究方法
１６１　外周血采集及处理　实验组与正常对照组，
每个人取 ２ｍＬ外周静脉血，其中 １ｍＬ用于检测
Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７细胞群的样本采用肝素钠抗凝，另外
１ｍＬ用于检测 Ｔｒｅｇ、Ｂｒｅｇ细胞群的样本采用 ＥＤＴＡ
抗凝。ＰＢＭＣ由密度梯度离心法分离，ＰＢＭＣ密度调
整为 １×１０９／Ｌ，加入 ２０μＬＣＤ４ＰＣ５避光静置 ３０
ｍｉｎ后加入１ｍＬ胎牛血清的 ＲＰＭＩ６４０培育液悬浮
ＰＭＢＣ，３７℃孵箱中１８ｈ培养；具体操作按照试剂盒
要求，配制完毕等待上机检测。

１６２　ＰＢＭＣ免疫细胞 ＦＣＭ检测　开机后 Ｆｌｏｗ
Ｃｈｅｃｋ校准光路，并自动设定实验的获取条件，包括
ＰＭＴ电压和荧光补偿，然后进入自动分析软件，以
ＦＳＣ／ＳＳＣ设门，确定淋巴细胞群，获取１×１０４个细
胞，应用ＥＸＰＯ３２软件分析。
１６３　气不摄血证程度分级　参照国家中医药管
理局２０１０年出版的中医血液病重点专科紫癜病（免
疫性血小板减少症）诊疗方案，气不摄血证主要临床

症状与体征：皮肤紫癜、鼻衄、齿衄、月经量多、神疲

乏力、气短、头晕目眩、面色不华、少食、便秘、便溏。

量化评分：无（０分）、轻微（２分）、中等（４分）、显著
（６分）。最后统计每一粒入组患者的评分结果。证
候分级标准：１）轻度：总分≤２２分；２）中度：总分：２２
～４４分；重度≥４４分。
１７　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１０统计软件处理
实验数据，实验结果以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。
分组之间的比较采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验，相关性分
析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。
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表１　ＩＴＰ患者及健康对照组免疫细胞（珋ｘ±ｓ，％）

组别 Ｔｒｅｇ Ｂｒｅｇ Ｔｈ１ Ｔｈ２ Ｔｈ１７ Ｔｈ１／Ｔｈ２ Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ

对照组（ｎ＝２８） ７１３±１６１ ２２２±１０１ ９１９±６３４ １９８±０６２ １３５±０４３ ４９６±３１３ ０２±００８
ＩＴＰ组（ｎ＝４２） ６７３±１９３ ０６８±０５５ １８３５±１２７４ １９１±０６８ １０２±０３７ １１５２±９０８ ０２±０１７

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５

表２　轻度组、中度组、重度组ＩＴＰ患者及健康对照组免疫细胞（珋ｘ±ｓ，％）

组别 Ｔｒｅｇ Ｂｒｅｇ Ｔｈ１ Ｔｈ２ Ｔｈ１７ Ｔｈ１／Ｔｈ２ Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ

对照组（ｎ＝２８） ７１３±１６１ ２２２±１０１ ９１９±６３４ １９８±０６２ １３５±０４３ ４９６±３１３ ０２±００８
轻度组（ｎ＝７） ６１２±１４１ １８±０３８ ２１１２±８３９ ２０２±０８９ １０２±０３６ １２１２±６０７ ０１８±００７
中度组（ｎ＝１２） ６６８±１８５ ０６９±０２５△ １５０５±６８５ １８３±０６７ １７１±０９４ １０３６±７７６ ０２６±０２４
重度组（ｎ＝２３） ６８９±２０９ ０４４±０２６△ １９４８±１０５６ １９２±０６７ ０９６±０３１ １２０３±１０６５ ０１８±０１３

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与轻度组比较，△Ｐ＜００５

２　结果
２１　气不摄血证 ＩＴＰ患者细胞免疫功能变化　气
不摄血证 ＩＴＰ患者与健康对照组 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７、
Ｔｒｅｇ、Ｂｒｅｇ细胞表达变化，以及 Ｔｈ１／Ｔｈ２、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ
结果如表１所示。与正常人对照组比较，气不摄血
证ＩＴＰ患者 Ｔｒｅｇ、Ｂｒｅｇ、Ｔｈ１７、Ｔｈ２细胞比例下降，
Ｔｈ１细胞比例上升，Ｂｒｅｇ、Ｔｈ１７、Ｔｈ１细胞、Ｔｈ１／Ｔｈ２
差异有统计学意义（Ｐ＜００５），Ｔｒｅｇ、Ｔｈ２细胞，Ｔｈ１／
Ｔｈ２、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２２　不同程度气不摄血证 ＩＴＰ患者细胞免疫功能
变化　轻度组、中度组、重度组ＩＴＰ患者与健康对照
组Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ、Ｂｒｅｇ细胞比例变化，以及
Ｔｈ１／Ｔｈ２、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值结果如表２所示。与对照
组比较，轻度组、中度组、重度组的Ｂｒｅｇ细胞表达均
显著降低（Ｐ＜００５），轻度组、中度组、重度组的
Ｔｈ１细胞表达、Ｔｈ１／Ｔｈ２比值均显著升高（Ｐ＜
００５），Ｔｒｅｇ、Ｔｈ２、Ｔｈ１７细胞表达、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值比
较，差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。中度组与重
度组的 Ｂｒｅｇ细胞表达显著低于轻度组，而中度组、
重度组的其他免疫细胞与轻度组比较，差异无统计

学意义（Ｐ＞００５）。重度组的上述免疫细胞与中度
组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２３　Ｂｒｅｇ细胞表达与气不摄血证程度的相关性　
Ｂｒｅｇ细胞表达与气不摄血证积分的相关性分析如
图１所示，ｒ＝－０４８８，Ｐ＝０００１，表明 Ｂｒｅｇ细胞表
达与气不摄血证程度呈负相关（Ｐ＜００５）。而
Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞表达与气不摄血证程度未
显示相关性（Ｐ＞００５）。
３　讨论

ＩＴＰ以皮肤、黏膜或内脏出血为主要的临床表
现，属于中医学的“血证”“虚劳”等范畴，目前统称

为“紫癜病”［３］。气不摄血证是中医“血证”的常见

证型之一［１］，气虚不摄则血不归经，发生各种病证。

历代医家关于气虚引发“血证”的论述颇为丰富：

《医述·血证》：“气虚不统者，血必散漫”。《景岳全

书·血证》：“损者多由于气，气伤则血无以存”。清

代医家吴澄更是从“天地之道”将气虚与出血的关

系进行概括：“天地之道，无形者依有形，有形者附

无形，互相依附。天地之道，亦即气血之道也。气之

高，未有不由于血之散，而血之脱未有不由于气之

虚。所以善治者，不治其血，而专治其气。气旺则阳

能统阴，而血自归经矣”。

图１　Ｂｒｅｇ与中医证候积分相关性分析

　　现代医学认为ＩＴＰ的发病与机体免疫调节功能
失常导致血小板生成障碍或血小板破坏过度有关，

其中Ｔ、Ｂ淋巴细胞亚群分泌异常而导致的免疫失
衡是主要的发病机制之一，涉及到 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７、
Ｔｒｅｇ、Ｂｒｅｇ数量异常，以及 Ｔｈ１／Ｔｈ２、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失
衡［４７］。Ｔｈ１细胞能有效介导细胞免疫，主要作用是
增强吞噬细胞介导的抗感染免疫，特别是抗胞内病

原体的感染；Ｔｈ２细胞可以刺激体液免疫，参与变态
反应、对抗细胞外多细胞寄生虫感染［８９］。Ｔｈ１７细
胞在防御胞内细菌感染的免疫应答、介导慢性炎性
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反应和自身免疫性疾病中发挥重要作用，参与了多

种急慢性免疫性疾病的发病［１０］。Ｔｒｅｇ细胞是一种
具有免疫抑制功能的 Ｔ细胞亚群，能维持免疫系统
对自身成分的耐受，使机体保持免疫稳态。Ｂｒｅｇ是
一群能在多种免疫性疾病中发挥负性调节的作用且

与分泌免疫球蛋白无关联的 Ｂ细胞亚群，可以促进
Ｔｒｅｇ细胞的分化［１１］，调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡［１２］，抑制原

始Ｔ细胞分化为Ｔｈ１、Ｔｈ１７细胞［１３］。

本研究发现，气不摄血证 ＩＴＰ患者 Ｔｈ１细胞分
泌显著高于对照组，Ｔｈ２细胞分泌与对照组比无显
著差异，Ｔｈ１／Ｔｈ２存在失衡现象且倾向于 Ｔｈ１型；
Ｔｈ１７细胞分泌低于对照组，Ｔｒｅｇ分泌情况与对照组
无显著差异，Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ与对照组比较无显著差异；
Ｂｒｅｇ分泌显著低于对照组。既往认为，ＩＴＰ患者Ｔｈ１
分泌水平升高，Ｔｈ２细胞降低，Ｔｈ１７水平升高，Ｔｒｅｇ
分泌降低，进而 Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡，即
炎性反应因子分泌过多而抑炎因子分泌不足导致

ＩＴＰ发病［１４１６］。我们认为，气不摄血证 ＩＴＰ患者发
病机制主要是由于Ｂｒｅｇ细胞分泌不足，对Ｔｈ１细胞
抑制不足，导致Ｔｈ１分泌过量，同时 Ｔｈ１７向 Ｔｈ１发
生了转换，加剧 Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡，Ｔｈ２细胞与 Ｔｒｅｇ细
胞未参与到气不摄血证的发病过程，与既往的研究

结果不尽相同。Ｈｅｎｒｉｑｕｅｓ研究发现Ｔｈ１７可以产生
ＩＬ２、ＴＮＦα、ＩＦＮγ等 Ｔｈ１型细胞因子，进而诱导 Ｔ
细胞向 Ｔｈ１型极化［１６］，与我们的观点一致。另外，

研究发现 ＴＧＦβ对 Ｔｈ１７细胞的分化起促进作
用［１７］，而ＩＦＮγ可以通过抑制 ＴＧＦβ相关信号，干
扰ＴＧＦβ对 Ｔｈ１７细胞分化的诱导作用，进而抑制
Ｔｈ１７细胞的分化数量［１８］，而ＩＦＮγ主要由Ｔｈ１细胞
分泌，据此，我们认为，Ｔｈ１细胞可以抑制 Ｔｈ１７生
成，高表达的Ｔｈ１细胞会造成 Ｔｈ１７分泌减少。Ａｄ
ａｍｓ［１９］等研究发现，ＩＴＰ患者可以出现 Ｔｈ１细胞数
量减少、Ｔｈ１７分泌数量增多的情形，与我们的研究
相反，但其纳入的 ＩＴＰ患者中医证型未知，因此，我
们认为ＩＴＰ发病复杂多样，需要进一步细化入组标
准，扩大样本量深入研究。

同时，本研究发现，Ｂｒｅｇ的分泌与中医证候积
分具有显著负相关性，轻度组、中度组、重度组３组
之间Ｂｒｅｇ的分泌呈现出递减趋势，当 Ｂｒｅｇ分泌降
低时，中医证候积分显著升高，意味着患者气不摄血

相关中医症状加重。据此我们推断，Ｂｒｅｇ细胞异常
影响到气对血的固摄功能，Ｂｒｅｇ的变化间接的反映
了此型 ＩＴＰ患者的气虚严重程度。本研究结果表
明，细胞免疫功能的变化，反映了气不摄血证ＩＴＰ的

发病机制与生物学基础，也为中医益气摄血法治疗

气虚型ＩＴＰ以及其他“血证”提供了生物学依据。
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