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慢性乙肝病毒感染不同免疫状态患者树突状细胞体外

刺激后介导的
)

淋巴细胞功能影响的研究

胡珊珊%孙克伟%张茜茜%王若宇

摘要%目的%探讨通过补肾解毒和健脾解毒两种不同药物血浆体外作用慢性乙型肝炎!

FE.2B/F E8-=

$

J/J/@ K

"

&LK

#患者树突状细胞!

M8BM./J/F F800@

"

G&@

#后对
G&@

功能的改善"比较哪种药物血浆更能促进

G&@

激活
)

淋巴细胞的功能提高$ 方法%选择门诊
&LK

患者
%"

例"根据其免疫状态"分为免疫耐受期组

#9

例"免疫清除期组
#9

例" 抽取每例患者外周血
:" <N

"分离培养出成熟的
G&@

"在培养第
6

天加入含补

肾解毒!六味甘露饮#与健脾解毒!四君甘露饮#的复方中药血浆促进
G&@

成熟"另设无药物血浆作为对照$

培养至第
7

天"将
G&@

负载
LK1F2.8#5

#

!6

核心肽后与自身的
)

淋巴细胞共培养
6! E

"收集
)

淋巴细

胞"应用流式细胞技术检测
)

细胞表面分子
&G%

%

&G!5

%

&G$

%

&G5

及程序型坏死因子 #

#

!

-.2O.=<<8M

M8=JE

$

#

"

PG

$

#

#的表达水平$ 结果%与无中药血浆的共培养比较"免疫耐受期组和免疫清除期组的患者经

补肾解毒和健脾解毒药物血浆干预后的
G&@

与
)

细胞共培养"在一定程度上都能提高
&G%

%

&G$

%

&G!5

的表达水平"降低
&G5

%

PG

$

#

的表达水平"差异均有统计学意义!

P Q"

!

"9

#"且补肾解毒药物血浆对提高免

疫耐受组期患者
&G!5

分子表达率%减低
)

细胞表面
PG

$

#

分子的表达率"效果均优于健脾解毒血浆的干

预"差异均有统计学意义!

P Q"

!
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#$ 结论%通过补肾解毒%健脾解毒药物血浆对
G&@

体外干预"并与自身

)

淋巴细胞共培养的方法"能够促进
&LK

患者
G&@

激活
)

细胞的功能提高和
)

细胞表面分子的表达"且

补肾解毒法对慢性乙型肝炎病毒!
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#感染免疫耐受期患者影响更为显著$

关键词%乙型肝炎病毒感染&树突状细胞&

)

细胞&共培养&补肾解毒&健脾解毒
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%%乙型肝炎病毒$

E8-=J/J/@ K R/.A@
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LK1

%感染后

形成机体对
LK1

特异性免疫耐受"导致病毒持续复

制不能被清除是
LK1

感染慢性化的主要原因'

#

(

"其

中以树突状细胞$

G&@

%

! )

淋巴细胞轴功能低下为

中心的细胞免疫功能障碍是导致病毒持续复制不能清

除的主要原因) 因此"恢复慢性乙型肝炎 $

FE.2B/F

E8-=J/J/@ K

"

&LK

%患者的
G&@

功能"增强其激活特

异性抗
LK1

病毒免疫反应的能力"则可能起到打破

免疫耐受*彻底清除病毒的作用"有助于
&LK

的治

疗) 目前"中医治疗
&LK

是研究的热点之一"中药治

疗
&LK

的作用机理和途径与西药有所不同"中药治

疗重在免疫功能的恢复"而不在于直接抑制病毒的复

制'

!

(

) 本研究通过运用血浆药理学原理"在体外进行

外周血单核细胞的
G&@

方向转化"并辅以中药血浆刺

激"增强
G&@

的成熟和功能"经
LK1

核心肽
#5

#

!6

$

LK1F2.8#5

#

!6

%负载后与自身的
)

淋巴细胞共培

养后"对
)

淋巴细胞表面分子进行流式检测"比较补肾

解毒*健脾解毒哪种药物血浆能够更好地促进
LK1

感染后免疫细胞功能恢复"为临床提高中医药治疗

&LK

的疗效提供客观依据和研究基础)

资料与方法

#

%诊断标准%$

#

%

&LK

的诊断参照+慢性乙型

肝炎防治指南,

'

%

(

#乙肝病毒表面抗原$
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@A.T=F8 =BJ/O8B

"

LK@,O

%阳性时间超过
:

个月"有

LK@,O

阳性家族集聚史&

LK1

$

G4,

和
LKF,U

阳

性) $

!

%

&LK

免疫耐受期的诊断#血清
LK@,O

和

LK1 G4,

阳性"

LK8,O

或抗$

LK8

阳性"但
#

年内

连续随访
%

次以上"血清
,N)

和
,V)

均在正常范围"

或肝组织学检查一般无明显异常) $

%

%

&LK

免疫清

除期的诊断要点#

! LK8,O

阳性
&LK

#血清
LK

$

@,O

"

LK1 G4,

和
LK8,O

阳性"抗$

LK8

阴性"血清

,N)

持续或反复升高"或肝组织学检查有肝炎病变)

"LK8,O

阴性
&LK

#血清
LK@,O

和
LK1G4,

阳

性"

LK8,O

阴性*抗$

LK8

阳性或阴性"血清
,N)

持

续或反复升高"或肝组织学检查有肝炎病变)

!

%纳入及排除标准%纳入标准#$

#

%符合诊断标

准者&$

!

%年龄范围#

!"

'

$6

岁&$

%

%均签署知情同意

书) 排除标准#$

#

%合并
L&1

*

LG1

*

L,1

*

L;1

*

L[1

等嗜肝病毒感染*自身免疫性肝炎*酒精性肝炎*药物

性肝炎*血吸虫性肝硬化*脂肪肝等其他肝脏疾病患

者&$

!

%肝炎肝硬化*重型肝炎或肝细胞癌者&$

%

%采集

标本前半个月内有细菌感染证据患者&$

$

%妊娠*哺乳

期妇女&$

9

%血清免疫学检查证实有
;K

病毒*巨细胞

病毒等病毒感染患者&$

:

%静脉药瘾者*人免疫缺陷病

毒阳性&$

6

%合并心*脑*肾*肺等基础疾病或其他免疫

功能紊乱性疾病患者& $

5

%近三个月内使用过免疫抑

制剂患者)

%

%一般资料%收集
!"##

年
#!

月-

!"#!

年

!

月期间在湖南中医药大学肝病中心门诊就诊的
%"

例
&LK

患者"按其免疫状态分为
!

组"即免疫耐受期

组和免疫清除期组) 免疫耐受期组患者
#9

例"其中男

5

例"女
6

例"年龄
!#

'

$9

岁"平均年龄$

!:

!

""

(

#

!

:"

%岁&免疫清除期组患者
#9

例"其中男
6

例"女

5

例"年龄
!"

'

$6

岁"平均年龄$

!:

!

#!

(

6

!

:5

%岁"

两组性别*年龄等一般资料比较"差异无统计学意

义$

P a"

!

"9

%)

$

%试剂与仪器%白细胞介素
$

$

(N

$

$

%*重组人粒

细胞巨噬细胞集落刺激因子$

.E[+

$

&VS

%*白细胞介

素
!

$

(N

$

!

%均购自美国
P8-.2J8FE

公司&

PKV

缓冲液

购自天津津脉公司&淋巴细胞分离液购自天津灏洋公

司&

#"b

胎牛血清$

T8J=0 F=0T @8.A<

"

S&V

%购自美国

LDF02B8

公司&

LK1F2.8#5

#

!6

由上海生物医学工

程公司合成&荧光标记鼠抗人
&G$

$

S()&

$异硫氰酸荧

光素%*

&G5

$

P;

$藻红蛋白荧光素%*

&G!5

$

S()&

*

&G$

#

S()&

"

PG

$

#

#

S()&

及同型对照
(O[!

)$

P;

和

(O[#

$

S()&

均购自美国
;U/2VF/8BF8

公司 &超净化工

作台$苏净集团安泰公司%&倒置生物显微镜
cG

$

!"!

型$南京江南永新光学有限公司%&水套式
&H

!

培养箱

$力康发展有限公司%& 微型高速离心机$上海安亭科
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学仪器设备厂%&流式细胞仪$

KG

亚洲有限公司%)

9

%中药血浆的制备%根据葛金文等'

$

(提出的血

浆药理学的方法"把补肾解毒方即六味地黄丸加甘露

消毒饮和健脾解毒方即四君子汤加甘露消毒饮的中药

组成分别加
9"" <N

水煎煮浓缩后冰箱保存) 参照贺

石林等'

9

(提出的按动物和人的体表面积换算方法以

中*小剂量的中药浓煎液给老鼠连续灌胃
$

天"动脉采

血后离心保存血浆"通过预实验来测定使
G&@

生存率

最高的药物血浆干预剂量作为实验研究的最佳干预剂

量"即
!" #N

)

:

%检查指标及方法

:

!

#

%外周血单核细胞$

PK+&

%的分离%常规分

离
PK+&

"用含
#"b S&V WP+(

$

#:$"

液调整外周血

PK+&@ !

*

#"

: 个
I<N

植入
:

孔培养板" 每孔

!

!

9 <N

"

%6

+*

9b &H

!

培养箱孵育过夜)

:

!

!

%成熟树突状细胞$

<=JA.8 M8BM./J/F F800

"

<G&

%的培养%

PK+&

贴壁后"向去除非贴壁细胞的

:

孔培养板孔内各加入
!

!

9 <N #"b S&V WP+(

$

#:$"

培养液"其中粒 #巨噬细胞集落刺激因子$

[+

$

&VS

%

# """ XI<N

" 白 细 胞 介 素$

$

$

(N

$

$

%

9"" XI<N

"在
9b &H

!

%6

+条件下培养"隔日换液)

培养至第
6

天"用完全培养基重悬"分别加入补肾解毒

中药和健脾解毒中药血浆各
!" #N

到培养板"以不加

中药血浆作为对照"继续反应
!

天)

:

!

%

%

)

细胞的准备%

G&@

培养至第
5

天"无菌

条件下第
!

次抽取同一个体的外周血
!" <N

"采用密

度梯度离心方法获取自体
)

淋巴细胞)

:

!

$

%

G&@

与自身
)

淋巴细胞共培养%参考文献

'

:

()

G&@

在培养的第
7

天加入
LK1F2.8#5

#

!6

终

浓度
!" #OI<N

"作用
#!" </B

后"加入含
9" #OI<N

丝裂霉素
&

$

++&

%

%6

+作用
$9 </B

"用培养基充分

清洗"以去除残留的
++&

"加入
:

孔培养板"细胞数

为
#

*

#"

$

I

孔) 以
#

,

#"

的比例加入以尼龙毛柱法分

离出的自体
)

细胞"

!$ E

后加入
(N

$

! 9" XI<N

" 隔天

半量更换培养基"继续培养
$5 E

)

:

!

9

%

)

淋巴细胞表面分子的流式检测%培养至

第
#!

天"收集每例样本经药物血浆处理干预后的

G&@

共培养的
)

细胞及未经药物血浆干预的
G&@

共

培养的
)

细胞&分
9

管"每管为
!"" #N

"分别加入荧光

标记鼠抗人
&G%

$

P8.F-

*

&G5

$

P;

*

&G!5

$

S()&

*

&G$

$

S()&

和
PG

#

#

$

S()&

各
9 #N

"并用
P;

$藻红蛋

白荧光素%*

S()&

$异硫菁酸荧光素% 或
P8.F-

$多甲

藻黄素$叶绿素% 标记的鼠抗人
(O[#

和
(O !$

作对照"

用流式细胞仪检测上述分子的表达水平)

6

%统计学方法%采用
VPVV #:

!

"

软件包进行

统计学处理"计量资料数据均以
_

(

@

表示) 完全随机

设计资料两个或多个样本均数比较"满足正态性及方

差齐性时"用方差分析"多重比较的
NVG

法和
GAB

$

B8JJ

法) 不同组间比较"先进行方差齐性分析"方差齐

时用
J

检验"方差不齐时用
J

&检验)

P Q"

!

"9

为差异

有统计学意义)

结%%果

#

%倒置显微镜和透视电镜下观察
G&@

形态结构

$图
#

%%

PK+&

培养过夜后"在显微镜下观察可见视

野细胞贴壁呈单层均匀分布"第
% d$

天时"胞体较前

增大"细胞悬浮"呈簇状生长"至第
9

天"大部分细胞悬

浮生长"细胞体积明显增大"形态不规则"细胞表面可

见毛刺生长) 第
6

天"

G&@

发育成熟"大部分细胞脱

落"成团状"在显微镜下可见细胞表面有许多毛刺"为

典型
G&@

$图
,

%&在电镜下观察可见细胞体积较大"

呈梭形"表面毛刺样突起明显"胞浆内富含线粒体和溶

酶体"但欠清晰"核膜边界清楚"但胞核模糊"染色质分

布均匀$图
K

%)

%%注#

,

为倒置显微镜下培养第
6

天的
G&@

形态$ *

$""

%&

K

为透射电镜下
G&@

的形态学特征$ *

6 9""

%

图
#

$倒置显微镜和透视电镜下观察
G&@

形态结构

!

%

)

细胞表面
&G%

*

&G$

*

&G!5

的表达率比较

$表
#

%%$

#

%免疫耐受期组#与无中药血浆干预的共

培养比较"中药血浆干预后的共培养能更显著提高
)

细胞表面
&G%

分子的表达"且补肾解毒药物血浆的干

预效果优于健脾解毒药物血浆"差异有统计学意义

$

P Q"

!

"9

%&免疫清除期组#两种中药血浆药物共培养

对
&G%

分子的表达与无中药血浆干预的培养比较"差

异无统计学意义意义$

P a"

!

"9

%"且两组中药血浆药

物间比较差异无统计学意义$

P a"

!

"9

%&同一种药物

血浆对
&G%

分子的干预不同组间比较"差异无统计学

意义$

P a"

!

"9

%) $

!

%免疫耐受期组#与无中药血浆

干预的共培养比较"中药血浆干预更能显著提高
)

淋

巴细胞表面
&G$

分子表达水平"但补肾解毒药物血浆

和健脾解毒药物血浆间干预结果比较"差异无统计学
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$

!!("$$!

意义$

P a"

!

"9

%&免疫清除期组结论同免疫耐受组&同

一种药物血浆对
&G$

分子的干预不同组间比较"差异

无统计学意义$

P a"

!

"9

%) $

%

%免疫耐受期组#与无

中药血浆干预的共培养比较"中药血浆干预的共培养

能显著提高
&G!5

分子的表达水平$

P Q"

!

"9

%"且补

肾解毒药物血浆效果较健脾解毒药物血浆更明显

$

P Q"

!

"9

%&免疫清除期组结论同免疫耐受期组&同一

种药物血浆的干预在不同组间比较"其中补肾解毒药

物血浆对免疫耐受期组
)

细胞表面
&G!5

表达率的

提高较免疫清除期组更为显著$

P Q"

!

"9

%)

表
#

$

)

细胞表面
&G%

*

&G$

*

&G!5

表达率比较%$

b

"

_

(

@

%

组别 例数
不同药物

血浆干预
&G%

%%%

&G$

%%%

&G!5

%%%

补肾解毒
:6

"

56

(

%

"

%6

!"

$"

"

!5

(

!

"

!%

!

9"

"

!%

(

%

"

#6

!"#

免疫耐受期
#9

健脾解毒
:!

"

$!

(

%

"

!7

!

%7

"

%6

(

!

"

%%

!

$6

"

9"

(

!

"

7:

!

无中药血浆
:"

"

5!

(

%

"

%6 %:

"

"9

(

!

"

$5 $%

"

$#

(

!

"

!5

补肾解毒
::

"

%$

(

!

"

5%

$$

"

6%

(

%

"

"7

!

99

"

:"

(

%

"

5$

!"

免疫清除期
#9

健脾解毒
:9

"

67

(

!

"

5:

$%

"

5%

(

%

"

"9

!

9"

"

#!

(

%

"

6$

!

无中药血浆
:9

"

!7

(

%

"

!$ $"

"

%9

(

$

"

#5 $7

"

6$

(

%

"

5!

%%注#与无中药血浆干预的共培养比较"

!

P Q"

"

"9

&与健脾解毒药物

血浆干预的共培养比较"

"

P Q"

"

"9

&与免疫清除期组比较"

#

P Q"

"

"9

%

%

)

细胞表面
PG

$

#

*

&G5

表达率比较$表
!

%

$

#

%免疫耐受期组#与无中药血浆干预的共培养比较"

免疫耐受期组中药血浆的干预能更显著降低
PG

$

#

的

表达率$

P Q"

!

"9

%"且补肾解毒药物血浆较健脾解毒

药物血浆效果更明显$

P Q"

!

"9

%&免疫清除期组#中药

血浆的干预能显著降低
PG

$

#

分子表达水平"但两种

中药血浆间干预结果比较"差异无统计学意义

$

P a"

!

"9

%&同一种药物血浆干预不同组间比较"其中

补肾解毒药物对降低免疫清除期组患者
)

细胞表面

PG

$

#

表达率作用显著优于免疫耐受期组$

P Q"

!

"9

%)

$

!

%免疫耐受期组#与无中药血浆干预的共培养比较"

中药血浆干预能显著降低
&G5

分子表达水平"差异有

统计学意义$

P Q"

!

"9

%"但两种中药血浆间的干预作

表
!

$共培养后的
)

细胞表面
PG

$

#

*

&G5

表达率比较%$

b

"

_

(

@

%

组别 例数
不同药物

血浆干预
PG

$

# &G5

补肾解毒
6

"

!"

(

"

"

$!

!"#

!:

"

56

(

#

"

6%

!

免疫耐受期
#9

健脾解毒
5

"

9"

(

"

"

$%

!

!6

"

:#

(

#

"

6"

!

无中药血浆
##

"

79

(

"

"

6" %"

"

"6

(

!

"

:!

补肾解毒
9

"

%:

(

"

"

7!

!

!9

"

"#

(

#

"

59

!

免疫清除期
#9

健脾解毒
9

"

56

(

!

"

#$

!

!9

"

5%

(

#

"

:7

!

无中药血浆
5

"

:5

(

#

"

9" !6

"

"9

(

!

"

:7

%%注#与无中药血浆干预的共培养比较"

!

P Q"

"

"9

&与健脾解毒药物

血浆干预的共培养比较"

"

P Q"

"

"9

&与免疫清除期组比较"

#

P Q"

"

"9

用比较"差异无统计学意义&免疫清除期组结论同免疫

耐受期组患者&同一种药物血浆干预在不同的组间差

异也无统计学意义)

讨%%论

G&@

作为功能最强的抗原递呈细胞$

,P&

%"在

免疫应答反应中起着关键作用) 其连接着非特异性先

天免疫反应与特异性获得免疫"调节
)

细胞与
K

细胞

应答)

G&@

在体内含量甚微"仅占外周单个核细胞的

"

!

#b

'

"

!

9b

"但其分布广泛"抗原递呈能力是巨噬

细胞的
#"

'

# """

倍)

G&@

的可塑性很强"大部分

G&@

处于未成熟状态"因此在体外大量培养扩增出有

抗原递呈功能的成熟
G&@

"同时采用
LK1

核心肽致

敏
G&@

"并与自身
)

细胞共培养"再回输体内"可以诱

导抗原特异性免疫反应)

&LK

属于中医学黄疸*胁痛*臌胀*积聚等范畴"

历代医家均认为本病与.湿/*.热/之邪有关"认为湿

热毒邪是
&LK

的主要致病因素"湿热毒邪内侵"留滞

不去"是本病的发病外因"内因则归属于脾肾两脏亏

虚'

6

(

) 中医治疗
&LK

大多数方法均是在补肾和$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) 六味地黄丸*四君子汤是临床上治疗
&LK

肾

虚*脾虚的基础中医处方"而甘露消毒丹是临床上清热

利湿解毒的基本处方) 根据
&LK

的病因病机"本实

验进一步探讨补肾解毒法和健脾解毒法对
&LK

免疫

功能的调节作用)

由既往实验研究得知#慢性
LK1

感染免疫清除

期和免疫耐受期患者的
G&@

表型不成熟"存在抗原递

呈功能缺陷"尤其以免疫耐受期患者更明显) 存在缺

陷的
G&@

不能有效地呈递抗原或刺激活化特异性
)

细胞"进而出现慢性
LK1

感染中特异性
)

细胞免疫

反应低下'

5

#

7

(

) 本研究运用慢性
LK1

感染不同免疫

阶段患者的外周血
G&@

与
)

淋巴细胞体外共培养的

方法"通过补肾解毒*健脾解毒药物血浆干预"利用流

式细胞术检测
)

细胞表面分子的表达"笔者发现两种

方法的干预都能提高慢乙肝免疫耐受期患者
)

淋巴细

胞表面
&G%

*

&G$

**

&G!5

的表达"降低其
PG

$

#

*

&G5

的表达率"且补肾解毒药物血浆的干预对提高免

疫耐受期患者
&G%

*

&G!5

的表达和降低
PG

$

#

的表

达作用优于健脾解毒方法的干预) 由此得知"通过共

培养的方法和中药血浆体外的干预作用"在一定程度

上能够促进
LK1

慢性感染患者
G&@

的成熟"使得

G&@

激活
)

细胞的功能明显提高"促进
)

细胞表面分

子的表达"并且补肾解毒药物血浆对慢性
LK1

感染
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$

免疫耐受期患者细胞免疫学功能的影响更为显著) 这

一结果为临床提高中医治疗
&LK

的疗效提供了思路

和研究基础)

因受实验时间的限制"每组的样本量偏少"本研究

还存在许多不足之处"今后还应扩大标本量进一步深

入研究"以提高实验的严谨度和科学性)
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+中国中西医结合杂志,第八届编委会名单

总 编 辑%陈可冀

副总编辑%沈自尹%肖培根%雷%燕

顾%%问%吴咸中%辛育龄%陈凯先%陈维养%邓铁涛%王永炎%侯%灿%曹洪欣

编辑委员!以姓氏笔画字母为序#

于德泉%马必生%王一涛%王卫霞%王文健%王宁生%王%伟%王%阶%王拥军%王昌恩

王学美%王宝恩%王硕仁%王%舒%车镇涛%尹光耀%叶文才%史大卓%史载祥%白彦萍

吕志平%吕爱平%吕维柏%朱%兵%朱明军%危北海%庄曾渊%刘干中%刘%平%刘%良

刘建平%刘建勋 刘猷枋 齐清会%阮新民%孙汉董%孙%燕%杨任民%杨宇飞%杨秀伟

李乃卿%李大金%李玉光%李廷谦%李军祥%李连达%李国栋%李国勤%李顺成%李%恩

李%涛%李焕荣%连%方%吴伟康%吴泰相%吴根诚%时毓民%邱%峰%张大钊%张永贤

张永祥%张伯礼%张荣华%张亭栋%张家庆%张敏州%陆付耳%陈士奎%陈小野%陈冬燕

陈香美%范维琥%林志彬%林求诚%林瑞超%郁仁存%果德安%周文泉%周%俊%周霭祥

赵一鸣%赵伟康%赵健雄%胡义扬%胡镜清%饶向荣%洪传岳%栗原 博!日本#%顾振纶

徐治鸿%徐%浩%殷惠军%郭%军%郭赛珊%唐由之%唐旭东%凌昌全%黄光英%黄怡超

黄晓愚%黄%熙%曹小定%崔%红%麻%柔%梁晓春%葛秦生%董竞成%董福慧%韩济生

谢竹藩%谢明村%谢%恬%蔡定芳%裴正学 廖家桢 廖福龙%衡先培%戴瑞鸿
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