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补肾方对慢性乙型肝炎自然杀伤细胞

免疫效应分子的影响
高月求姚嫣李 曼

摘要 目的 观察补肾方治疗肝肾阴虚兼湿热未尽型慢性乙型肝炎的免疫调控作用机制。方法 收集

HBV DNA阳性、ALT异常的肝肾阴虚兼湿熟未尽型慢性乙型肝炎患者35例，其中治疗组22例给予补肾方

治疗，对照组13例给予仅一2b干扰素，疗程6个月，分别于用药前后检测患者谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶

(AST)、总胆红素(TBIL)和HBV DNA水平，用流式细胞法检测外周血自然杀伤细胞(NK)的免疫效应分子

穿孔素(PF)、颗粒酶B(GrB)、颗粒溶素(GNLY)、肿瘤坏死因子-o【(TNF-俚)、干扰素一'(IFN一1)的表达情况。

结果 两组治疗后ALT及AST均低于治疗前(P<0．05，P<0．01)，治疗后组问比较差异无统计学意义。两

组治疗后中医证候总积分都明显下降(P<0．01)；治疗后治疗组总积分明显低于对照组(P<0．05)。治疗

组治疗后的中医证候疗效总有效率明显高于对照组(P<0．05)。治疗组治疗后PF(％)34．86±31．60和

GNLY(％)25．72±24．98均低于治疗前69．62 4-27．58，64．54±25．96(P<0．05)，与对照组治疗后比较差异

无统计学意义。结论 补肾方治疗肝肾阴虚兼湿热未尽型慢性乙型肝炎的免疫调控作用机制在于降低NK

细胞的相关免疫效应分子的表达，促进受损肝脏的痊愈。
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Effect of Bushen Recipe On啪e Immune Effector Mel(mules of NatureI Killer Cells jn Patients with Chronlc

Hepatitis B GAO Yue-qiu，YAO Yan，and LI Man Shuguang Hospital Affiliated to Shanghai University of Traditional

Chinese Medicine．Shanghai t 20002 J)

ABSTRACT Objective To investigate the immunoregulation mechanism of Bushen Recipe(BSR)in pa-

tients with chronic hepatitis B(CHB)of Gan·Shen yin-deficiency and lingering damp—heat syndrome(GSS)．

Methods Thirty-five patients with positive HBV DNA and abnormaI alanine transaminase(ALT)level were as．

signed to the treatment group(22 patients)and the control group(1 3 patients)，they were treated with BSR and

a-2b interferon for 6 months respectively．Blood Ievels of alanine aminotransferase(ALT)。asparlate aminotrans-

ferase(AST)。totaI bilirubin(TBIL)and HBV DNA were measured before and after treatment．And the expres-

sions of．immune effector molecules of nature killer(NK)cell，including perforin(PF)，granzyme B(GrB)，

granulysin(GNLY)，tumor necrosis factor-<z(TNF·a)and y-interferon(y—IFN)，were detected using flow cy-

tometry．Results Levels of ALT and AST declined significantly in both groups after treatment f P<0．05 or P<

0．01)，showing insignificant difference between them．And the expressions(％)of PF and GNLY in the treat-

ment group reduced significantly after treatment．什Om 69．62±27．58 to 34．86±31．60 for PF and frOm 64．54±

25．96 to 25．72+24．98 for GNLY(both P<0．05)．In the treatment group and the control group，as compared

with before treatment．the totaI scores of Chinese medicine symptoms were significantly declined after treatment

(P<0．01)，and the teal scores of Chinese medicine symtoms in the treatment group was significantly lower than

that of the control group(P《0．05)．As compared with the total effective rate of Chinese medicine syndromes in

the control group after treatment，that in the treatment group was significantly increased(P<0．05)．Conclusion

The mechanism of BSR in immunereguIating on patients with CHB of GSS is by way of declining the expressions
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of relative immune effector molecules to promote the recovery of the damaged liver．

KEYWORDS chronic hepatitis B；Bushen Recipe；natural killer cell；perforin；granzyme B；granulysin；

tumor necrosis factor。a；interferon·y

补肾方系上海中医药大学附属曙光医院治疗慢性

乙型肝炎(chronic hepatitis B，CHB)的经验方，长期临

床研究证实有很好的保肝降酶抗病毒作用¨。，为进一

步阐释其作用机制，通过临床研究，观察补肾方对

CHB患者外周血NK细胞表达的免疫效应分子的影

响，探讨其治疗CHB的免疫调控机制。

资料与方法

l 病例选择诊断标准参照2005年中华医学会

肝病学分会、感染病学分会联合修订的《慢性乙型肝

炎防治指南》嵋’，CHB患者辨证参照《中华人民共和国

国家标准·中医临床诊疗术语》、2002年版《中药新药

临床研究指导原则》¨。。2006年9月一2007年12月

收集曙光医院肝病门诊肝肾阴虚兼湿热未尽型CHB

患者43例，年龄18～60岁。根据随机数字表将入组

病例分为两组，治疗组为22例，对照组为2l例，对照

组治疗过程中有8例因故脱落，最终人组13例。两组

一般资料比较差异无统计学意义(表1)。另选11名

健康体检者，年龄20～55，男性8名，女性3名，作为

正常对照组。

2治疗方法治疗组给予补肾方(主要组成：女贞

子、旱莲草、仙灵脾、猫人参、猫爪草、仙茅、紫草、丹皮

等，由曙光医院统一制成汤剂，200 mL／袋)，1 13 2袋早

晚分服，疗程为6个月。对照组给予ot-2b干扰素(安福

隆，每支500万u，天津华立达生产)，隔日1次肌肉注

射1支，疗程为6个月。两组均未用其他疗法(入组病

例均在入组前签订了知情同意书，每2周随访1次)。

3 中医证候疗效判定标准 参照2002年《中药

新药临床研究指导原则》¨’。(1)临床痊愈：中医临床

症状、体征消失或基本消失，证候积分减少≥90％；

(2)显效：中医临床症状、体征明显改善，证候积分减

少70％一89％；(3)有效：中医临床症状、体征均有好

转，证候积分减少30％一69％；(4)无效：中医临床症

状、体征均无明显改善，甚或加重，证候积分减少<

治疗后积分)／治疗前积分]X 100％

4肝功能和HBV DNA检测 血清丙氨酸氨基

转移酶(ALT)、血清门冬氨酸氨基转移酶(AST)、血清

总胆红素(TBIL)和HBV DNA水平由上海曙光医院检

验科检测，HBV DNA<103拷贝／mL为阴性。

5 主要仪器及试剂 流式细胞仪购自美国Coul—

ter公司；CD3一Tc、CDl6．FITC、CD56．FITC、颗粒酶B—PE

(GrB．PE)、颗粒溶素．PE(GNLY．PE)、固定破膜剂试剂

盒、红细胞裂解液均购自cahag laboratories；穿孔素一PE

(PF—PE)、肿瘤坏死因子一a—PE(TNF一Ⅸ一PE)、干扰素-'-

PE(IFN-1一PE)、布雷菲德菌素A(BFA)均购自eBiso—

science公司；豆蔻酰佛波醇乙酯(PMA)、离子霉素购

自Sigma公司。

6试验方法

6．1 取正常对照组及治疗前后患者外周血3 mL

注入肝素钠抗凝管中，分出800斗L刺激，另2．2 mL室

温保存待测。

6．2 具体刺激过程PMA工作液浓度为

l}xg／mL，每100斗L抗凝血加2．5斗L工作液；离子霉

素工作液浓度50^rg／mL，每100 pL抗凝血加2 pL工

作液BFA，1：1 000稀释为工作液，每l 000汕L抗凝血-

加1 ILL；加入上述3种试剂后混匀，封口，刺孔，在

37℃、5％CO：培养箱中培养4 h后上机检测。

6．3流式检测 每管加入100 ILL抗凝全血，将

CD3一Tc／CDl6一FITc／CD56一FITc标记的单克隆抗体加

到5个流式管；室温避光孵育15 min；加固定破膜剂中

的试剂A 100“L，室温孵育15 min，PBS洗涤1次；弃

上清，加固定破膜剂中的试剂B 100斗L，每组中分别

加入PF—PE、GrB．PE、TNF一仅．PE、IFN．1一PE、GNLY-PE；

室温避光孵育15 min，PBS洗涤1次；加入1 mL PBS，

上流式细胞仪检测；分析结果。

7统计学方法 细胞表型的比例用Cell Quest

Version 3．1软件分析，其他应用SPSS 13．0统计软件

整理分析数据。根据数据变量特征，计量资料两组间

30％。注：计算公式，尼莫地平法为[(治疗前积分一 用配对t检验。两组间样本率的比较应用x2检验。

表1 两组一般资料比较(元±s)
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结 果

1 治疗结束时对照组有8例在治疗过程中脱落：

1例因经济原因，2例主观不能耐受，2例失访，3例因

出现不良反应，治疗结束时对照组为13例，但不影响

统计学处理。

2两组治疗前后ALT、AST和TBIL变化比较(表

2) 两组ALT及AST治疗后均降低，与治疗前比较差

异有统计学意义(P<0．05，P<0．01)；治疗后组间比

较差异无统计学意义(P>0．05)。

表2 两组治疗前后ALT、AST和TBIL变化比较(面4-s)

组别例数时间 ALT(IU／L) AST(IU／L)TBII．(o,mol／L)

往：与本组治疗前比较，’P<0．05，一P<0．01

3治疗后两组HBV DNA的转阴率比较 治疗

24周时，治疗组HBV DNA的转阴率为31．8％(7／

22)，对照组为38．5％(5／13)，经x2检验差异无统计

学意义(x2=0．726，P=0．483)。

4两组治疗前后中医证候总积分变化情况(表

3) 两组在治疗24周后总积分均下降，差异有统计

学意义(P<0．01)；治疗后治疗组总积分明显低于对

照组(P<0．05)。

表3 两组治疗前后中医证候总积分变化比较(分，i±s)

注：与本组治疗前比较，’P<0．01；与对照组治疗后比较，6P<

O．05

5 两组治疗前后中医证候疗效评定情况 治疗

组22例在治疗24周时临床痊愈1例，显效7例，有效

13例，无效1例，总有效率95．5％；对照组13例分别

为0、0、8、5例及61．5％；治疗组明显优于对照组(P<

0．05)。

6各组治疗前后免疫效应蛋白表达及细胞因子

变化比较(表4) 与正常对照组比较，治疗前治疗组

的GrB和GNLY升高，治疗前对照组的GNLY升高

(P<0．05)。治疗组治疗后与治疗前比较，NK分泌的

PF及GNLY明显降低(P<0．05)。两组治疗后各项

指标比较，差异均无统计学意义(P>0．05)。

7 药物不良反应 对照组Ot．2b干扰素主要的不

良反应有发热、寒颤、乏力、头痛、肌肉酸痛、厌食等类

似流感样症状，常见的血液学指标异常有白细胞、血小

板减少和转氨酶增高。治疗组补肾方的不良反应为偶

有恶心、胃部轻微不适，不影响继续治疗。本研究中对

照组有3例出现不良反应，并因此脱落；治疗组有1例

出现不良反应。

讨 论

CHB的发病机制尚未完全阐明，一般认为乙肝病

毒感染慢性化与病毒变异及机体免疫应答失衡有关。

中医学认为慢性乙肝的外因为湿热疫毒之邪，内因为

正气不足，肾为先天之本，因而正气不足与肾虚密切

相关。临床所见慢性乙肝患者多有乏力、神疲、畏寒、

腰酸、肢软、足跟痛、头晕、耳鸣、遗精等肾虚症状，也

证实肾虚为其病机之一。故无论是肾阳亏损或肾阴虚

耗为主，或两者兼有，均可从补肾法着手治疗。

补肾方由仙灵脾、旱莲草、女贞子、仙茅、猫人参、

猫爪草、紫草、丹皮8味药组成。其中仙茅辛热性猛，

善补命门之火，且能温煦脾土，仙灵脾温肾壮阳，两药

合用更增强温阳功效；旱莲草、女贞子即为二至丸，始

见于《医方集解》，具有强腰膝，壮筋骨，补肾阴，乌髭

发作用，4药合用，肾阴肾阳充足，正气得补。猫人参、

猫爪草、皆人肝经，清肝泻火解毒，丹皮、紫草凉血活血

解毒。纵观本方，共起滋阴补阳，清热解毒的作用。

NK细胞是主要以非主要组织相容性抗原复合物

限制性方式杀伤肿瘤或病毒感染的细胞¨。，在天然和

获得性免疫中发挥重要作用。NK细胞不仅可通过释

放毒性颗粒如GrB和PF直接杀伤病毒感染的靶细

胞，而且可分泌大量的炎症细胞因子和免疫调节效应

细胞因子发挥抗病毒作用，活化和募集其他细胞共同

参与抗病毒反应。Sitia等¨1在HBV转基因小鼠重症

肝炎模型中发现，宿主来源的大量抗原非特异性炎性

细胞包括NK细胞、巨噬细胞等在肝脏的募集是造成

表4 各组NK的免疫效应蛋白表达及细胞因子变化比较 (％，i±j)

注：与正常对照组比较，‘P<0．05；与本组治疗前比较，△P<0．05
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肝损伤的重要因素。因此，NK细胞在HBV感染中起

到双重作用，一方面是抗病毒的重要机制，另一方面是

肝脏受到损害的主要原因。

CHB治疗的理想方案应是既能有效控制病毒复

制，又能调节宿主免疫应答以免防止肝损伤产生妯’。

前期的临床研究表明补肾方可改善CHB患者临床症

状、体征、肝功能，并可抑制病毒复制⋯。本研究首先

观察了补肾方的临床疗效，结果表明，两组ALT与

AST治疗后均降低，有统计学意义(P<0．01)；说明补

肾方和a-2b干扰素在降低ALT和AST方面具有同样

的疗效。

在临床疗效的基础上，本研究通过观察该方对

NK细胞表达的免疫效应分子的调节作用探讨其免疫

调控机制。结果表明，与正常对照组相比，治疗前治疗

组的GrB和GNLY升高，治疗前对照组的GNLY升高

(P<0．05)。与治疗前比较，治疗后治疗组PF、GNLY

明显降低(P<0．05)。提示补肾方可能在降低NK细

胞表达的GNLY水平方面较优，补肾方可能通过降低

NK细胞表达的免疫效应分子GNLY，减少对肝细胞的

细胞毒作用，达到保护肝脏的治疗效果。

综上所述，补肾方对CHB患者的肝脏保护作用机

制之一，是通过减少NK细胞表达的免疫效应分子，减

少其对肝脏的细胞杀伤作用。因为NK细胞在CHB

患者的病毒复制和肝脏受损两方面发挥了重要的作

用，那么补肾方在保护肝脏的同时要通过其他机制达

到抑制病毒复制的作用，这还有待进一步的研究。
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中国中医科学院西医学习中医班(西苑班)招生

中国中医科学院西医学习中医班自1956年开班以来，为国内外培养了大批中医、中西医结合骨干人材，成为

国内重要的中西医结合教育基地之一。现受国家中医药管理局委托，中国中医科学院第15期西医学习中医班

(西苑班)开始招生(2010年9月开学)，本班学制2年，由长期从事临床工作并具有丰富教学经验的专家系统讲

授15门中医课程，在本院进行临床实习。课程考试和实习合格者颁发中国中医科学院西医学习中医班毕业证

书。西医院校毕业的医务人员及中医药工作者均可报名参加。欲报名者请向中国中医科学院西苑医院教育处函

索招生简章，也可通过中国中医科学院西苑医院网站(WWW．xyhospital．com)下载招生简章和报名表。通讯处：北

京海淀区中国中医科学院西苑医院教育处，邮编：100091；电话：(010)62887973，62835037；联系人：薛庆山。
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