
书书书

中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

"!"!#$"

基金项目#广东省中医药局科研课题资助项目$

,-5!"#!!#"6

%

作者单位#

#5

广东药学院附属第一医院检验科$广州
7#""8"

%&

!5

中山大学附属第一医院检验科$广州
7#""8"

%

通讯作者#杨小蓉!

)/4

#

"!"

"

6#%%7#%!

!

9

#

0:;4

#

<;:-2-=>?%#@6ABB5C-0

DE(

#

#"

!

F66#G&'(+

!

!"#$

!

##

!

#%#7

慢性乙型肝炎中医证型与
HIJ

#

DK#%

基因'基本核心

启动子突变及
)

细胞亚群变化的相关性研究

杨小蓉#

$刘$茵!

$欧阳娟!

$王秀坤#

$刁蔚欣#

摘要$目的$探讨慢性乙型肝炎中医临床各证型与
HIJ

#

DK#%

基因!基本核心启动子"

L&M

#突变"即

J#F6!)GN#F6$J

#及
)

细胞亚群变化的相关性$ 方法$

#"!

例乙型肝炎患者按中医辨证分型分为肝胆湿

热!肝郁脾虚!肝肾阴虚!瘀血阻络及脾肾阳虚证型
7

种%设
%"

名健康人为正常对照组$ 实时荧光定量
M&K

检测血液中的乙肝病毒核酸定量"

HL3

#

D,J

#水平及
HIJ

#

DK#%

基因%流式细胞仪检测
)

淋巴细胞

&D$

O

!

&D8

O表达%测序法检测样本血清
L&M

变异%

9I(PJ

方法检测乙肝病毒
/

抗原%并分析各证型客观

指标的相关性$ 结果$

HL3

#

D,J

定量结果各证型之间差异均无统计学意义"

M Q"

!

"7

#&

HL/J>

阳性率各

组间比较%肝郁脾虚型
HL/J>

阳性率高于与其他各证型"

M R"

!

"7

#%即肝郁脾虚型
Q

肝肾阴虚型
Q

瘀血阻

络型
Q

肝胆湿热型
Q

脾肾阳虚型$ 与正常对照组比较%脾肾阳虚型
&D%

O及
&D%

O

&D$

O值明显降低"

M R

"

!

"7

#%肝胆湿热型及脾肾阳虚型
&D%

O

&D$

O

G&D%

O

&D8

O值亦降低"

M R"

!

"7

#%各证型
&D%

O

&D8

O值差

异均无统计学意义"

M Q"

!

"7

#$

HIJ

#

DK#%

基因定量与正常对照组比较%肝郁脾虚型和肝肾阴虚型组降低

"

M R"

!

"7

#&

L&M

突变以肝肾阴虚型阳性率高于其他各证型%差异有统计学意义"

M R"

!

"7

#$ 结论$

HIJ

#

DK#%

和
L&M

检测结果可作为临床慢性乙型肝炎中医辨证分型的参考指标$

关键词$慢性乙型肝炎&中医证型&

HIJ

#

DK#%

基因&

)

淋巴细胞免疫&基本核心启动子
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$$慢性乙型肝炎$

CV2-=;C V/X:S;S;W L

!

&HL

%是一

种发病率高!危害性大的疾病!严重威胁着人类的健

康( 研究表明!乙型肝炎病毒 $

V/X:S;S;W L .;2TW

!

HL3

% 感染引起的免疫损伤受很多综合因素的影响!

如宿主年龄'性别'环境因素$如酒精%以及宿主的遗

传多样性等( 众多基因参与
HL3

特异性免疫应答!

其中最为重要和复杂的就是
HIJ

位点)

#

*

!

HIJ

#

DK#%

基因'免疫细胞尤其是淋巴细胞亚群变化及

HL3

前
&

区突变与慢性乙型肝炎病情及预后密切相

关)

!

!

%

*

!但其在乙型肝炎中医各证型中相关性研究!目

前还尚不清楚( 本研究拟检测慢性乙型肝患者肝胆湿

热'肝郁脾虚'肝肾阴虚'瘀血阻络及脾肾阳虚
7

种证

型的
HL3

#

D,J

'

HIJ

#

DK#%

基因定量!

)

淋巴细胞

&D$

O

'

&D8

O 表达!

HL3

基本核心启动子 $

L&M

!

J#F6!)GN#F6$J

%突变及乙肝病毒
/

抗原的变化!并

分析各因素与中医证型的相关性(

资料与方法

#

$诊断标准$

&HL

诊断标准参照+病毒性肝炎

防治指南,标准)

$

*

( 中医辨证分型诊断标准参照

#@@#

年中国中医药学会肝病专业委员会制定的辨证

标准$试行%

)

7

*

(

!

$纳入标准$ $

#

%

HLWJ>

阳性! 持续的时

间
Q6

个月!

JI)

水平升高
Q

正常值
!

倍&$

!

%年龄

#@

%

FF

岁&$

%

%签署知情同意书! 此研究方案经本院

伦理委员会批准(

%

$排除标准$$

#

%甲'丙'丁'戊型肝炎的重叠感

染&$

!

%

9L

$

9XWS/;=

#

L:22

!

9L

%病毒'巨细胞病毒

$

&+3

%感染&$

%

%自身免疫性肝病'酒精性肝病及脂

肪肝!无干扰素治疗史(

$

$一般资料$

!""

例患者均为
!"##

年
$

月 "

!"#!

年
$

月在广东药学院附属第一医院感染科就

诊慢性乙型肝炎患者( 经筛选后
#"!

例符合纳入标

准!以瘀血阻络型及肝胆湿热型最为多见!其次为肝

郁脾虚型'肝肾阴虚型!脾肾阳虚型最少( 中医证型

肝郁脾虚病例较少!可能与广州多变的湿热气候有

关( 其中男
@!

例!女
#"

例!年龄
#@

%

FF

岁!平均

$

7#

!

$

&

#%

!

"

%岁&肝胆湿热型
!7

例$

!7c

%!肝郁

脾虚型
#7

例$

#7c

%!肝肾阴虚型
#8

例$

#8c

%!瘀

血阻络型
%$

例$

%!c

%!脾肾阳虚型
#"

例$

#"c

%(

病程#

6

个月 %

#

年
F7

例!

#

%

%

年
!F

例( 各组性

别'年龄'病程差异均无统计学意义$

M Q"

!

"7

%(另

设正常对照组
%"

名!来源于本院健康体检者!其中

男
#!

名!女
#8

名!年龄
#F

%

8#

岁!平均$

$@

!

!

&

!"

!

%

%岁(

7

$观察指标及方法

7

!

#

$血清
HL/J>

抗原及
HL3 D,J

定量检测

采用
9I(PJ

检测方法(慢 性 乙 肝 患 者 血 清 中 的

HL/J>

&实时荧光定量
M&K

法检测血清
HL3 D,J

定量!仪器为
DJ

#

F6""

!试剂由中山大学达安基因公

司提供$批号#

!"#!""#

%!检测下限为
7"" \G0I

(

7

!

!

$

)

细胞亚群
&D$

O

'

&D8

O细胞绝对值检测

流式细胞仪和免疫荧光标记试剂均为美国
LD

公司产

品$试剂批号#

""@!"

%( 用
,:

!

9D)J

抗凝管收集外

周静脉血
$ 0I

!混匀!其中
! 0I

做血常规检查&

! 0I

用于流式细胞检测( 于
LD

公司专用流式细胞

标本检测管$

^J&P

专用管%中加入如下单克隆抗体

&D$

#

^()&G&DP

#

M9G&D%

#

M9

#

&?W ! !I

( 在上述每

管中加入
!7 !I

全血!振荡混匀!避光孵育
%" 0;=

(

每管中加入
7"" !I

溶血素!振荡混匀!室温避光溶血

#7 0;=

( 每管中加入
! 0I MLP

洗液!振荡混匀!

# 7"" 2 G0;=

!离心
7 0;=

!弃上清!重复
#

次( 每管中

加入
7"" 0I MLP

洗液!振荡混匀!避光放置!

! V

内

完成上机检测(

7

!

%

$

HIJ

#

DK#%

基因定量$实时荧光定量

M&K

检测方法( 根据已知片段
&DP

区域设计两个引

物#上游#

7

'#

&&)NNJ&JNJ)J&))&&J)JJ&&J

#

%

'&下游#

%

'#

)&N)&))&&JNNJ)N)&&))&)

#

%

'!扩

增出
#%7 1X

的片段!连接!转化!测序!酶切鉴定后!将

M+D!"GDK#%

按照
#"

$

d#"

F

C-X;/WG0I

稀释倍数稀
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释!并将各稀释倍数的质粒进行实时荧光定量检测!反

应条件#

@7

(变性
%" W

!

@7

(

7 W

!

6"

(退火
%" W

!

循环
%"

次!制作标准曲线( 检测各中医证型样本

HIJ

#

DK#%

基因含量(

7

!

$

$等位基因
M&K

扩增
L&M

突变$根据

L&M#F6!G#F6$

突变位点设计
%

个引物#上游#

7

'#

JJ)NN)&)))N)J&)JNNJN

#

%

'和
7

'#

JJJNJ)&

)))N)J&)JNNJN

#

%

'& 下游#

7

'#

J)N))&&NNJNJ

&)&)JJN

#

%

'!扩增出
%#! 1X

的片段!

!c

琼脂糖凝

胶电泳检测!测序(

6

$统计学方法$采用
PMPP #F

!

"

统计软件进

行分析( 计量资料以
<

&

W

表示!组间比较采用方差分

析!组间两两比较用
IPD

检验!相关性分析采用线性

相关分析法(

M R"

!

"7

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$各证型
HL3

#

D,J

定量及
HL/J>

定性结果

比较$表
#

%$

HL3

#

D,J

定量结果以肝胆湿热型
Q

肝

郁脾虚型
Q

瘀血阻络证型
Q

脾肾阳虚型
Q

肝肾阴虚

型!各组间差异均无统计学意义 $

M e "

!

@#8

%&

HL/J>

阳性率各组间比较!肝郁脾虚型的
HL/J>

阳

性率高于与其他各证型$

M R"

!

"7

%! 即肝郁脾虚型
Q

肝肾阴虚型
Q

瘀血阻络型
Q

肝胆湿热型
Q

脾肾阳

虚型(

表
#

$各证型
HL3

#

D,J

定量及

HL/J>

阳性率比较$$

<

&

W

%

证型$$$ 例数
HL3

#

D,J

定量

$

4->

#"

(\G0I

%

HL/J>

阳性率$

c

%

肝胆湿热型
!7 !

)

#%

&

!

)

F"

#!

!

肝郁脾虚型
#7 !

)

"%

&

!

)

66 %%

肝肾阴虚型
#8 #

)

6$

&

!

)

F8

#F

!

瘀血阻络型
%$ #

)

F!

&

!

)

$6

#7

!

脾肾阳虚型
#" #

)

F"

&

#

)

@7

"

!

$$注#与肝郁脾虚证组比较!

!

M R"

)

"7

$$

!

$各证型
)

细胞亚群值比较$表
!

%$与正常对

照组比较!脾肾阳虚型
&D%

O

'

&D%

O

&D$

O及
&D%

O

&D$

O

G&D%

O

&D8

O比值明显降低$

M R"

!

"7

%!肝胆湿

热型
&D%

O

&D$

O

G &D%

O

&D8

O 比值亦降低 $

M R

"

!

"7

%!而其他各证型与正常对照组比较!差异均无统

计学意义$

M Q"

!

"7

%( 各证型之间差异亦无统计学意

义$

M Q"

!

"7

%(

%

$各证型
HIJ

#

DK#%

基因值及
L&M

百分率比较

$表
%

%$各证型
HIJ

#

DK#%

基因表达以瘀血阻络证
Q

脾肾阳虚型
Q

肝胆湿热型
Q

肝肾阴虚型
Q

肝郁脾虚型(

与正常对照组比较!肝郁脾虚型和肝肾阴虚型
HIJ

#

DK#%

值均降低!差异有统计学意义$

M R"

!

"7

%!其他组

与正常对照组比较!差异均无统计学意义$

M Q"

!

"7

%&

L&M

突变以肝肾阴虚型阳性率$

##c

%明显高于其他各

证型!差异有统计学意义$

M R"

!

"7

%!而其他各组之间

比较!差异无统计学意义$

M Q"

!

"7

%(

表
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$各证型
HIJ

#

DK#%

定量及

L&M

百分率比较$$
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证型$$$ 例数
HIJ

#

DK#%
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百分率
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讨$$论

中医学认为乙型肝炎病毒属湿热疫毒之邪!正气

不足是乙型肝炎慢性化的内因!而人体的正气与现代

医学的免疫功能之间有密切的联系!正气不足导致免

疫功能紊乱)
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*

(

)

淋巴细胞的数量和各亚群比例是反

映机体免疫水平的主要标志$
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O代表总
)

细胞%!

&D$

O细胞主要包括辅助性
)

细胞$

)H

%!它能促进
L

细胞'细胞毒
)

细胞$

&)I

%及其他免疫细胞的增值和
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年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

分化(

&D$

细胞具有免疫诱导功能!

&D8

细胞群有

抑制杀伤功能!两者相互影响'相互作用!可以平衡机

体的免疫状态( 人类白细胞抗原$

VT0:= 4/T]-C?S/

:=S;>/=

!

HIJ

%是由一组具有高度多态性和连锁不均

衡的基因群体构成的人类主要组织相容性复合体!是

调控人体特异性免疫应答和决定疾病易感性个体差异

的主要基因系统( 有研究表明!

HIJ

#

DK#%

对于乙型

肝炎感染者清除病毒有着较强的保护作用!

HIJ

与
)

淋巴细胞共同构成了宿主的内因)

F

*

( 湿热疫毒之邪

$包括
HL3

标志物'

HL3

#

D,J

及
L&M

等%是乙型肝

炎慢性化的外因( 内因与外因相互作用!即邪正交争!

彼此消长盛衰的变化!导致了病毒感染宿主后不同的

发展和转归(

&HL

在早期阶段多表现为湿热蕴结或肝郁脾虚

证!程度尚轻!但随着病情的反复多次的发作!肝络受

损!使病变逐渐加重!逐渐演变为瘀血阻络及脾肾阳虚

证( 本研究中!病毒因素方面!

HL3

#

D,J

定量及

HL/J>

阳性率以肝郁脾虚证和肝胆湿热证为最高!

与蔡林宏等)

8

*研究结果略有差异$

HL3

#

D,J

结果以

湿热中阻和肝肾阴虚为最高%!提示其病毒的复制活

动处于比较活跃的状态!而其余
%

组的
HL3

#

D,J

定

量较低!且
HL/J>

阳性率低!表明其病毒处于低复制

或者无复制状态!这与毛宇湘等)

@

*的研究结果相同(

俞伟等)

#"

*发现慢乙肝湿热中阻型'肝肾阴虚型和瘀血

阻络型
HLWJ>

平均滴度明显高于肝郁脾虚型和脾肾

阳虚型!肝肾阴虚型的
HL/J>

值明显高于其他证型(

而随着病情的发展到了以虚证为主的后期!

HL3

#

D,J

复制呈下降趋势!因此!本研究可以将
HL3

#

D,J

!

HL/J>

作为慢性乙型肝炎湿热中阻'肝郁脾虚

证型患者辨证的一个重要参考指标(

L&M

突变率以

肝肾阴虚证型最高$

DK#%

基因表达量最低%'肝胆湿

热及瘀血阻络证型次之!肝郁脾虚和脾肾阳虚最低!三

者比较!差异均有统计学意义$

M R"

!

"7

%!提示
DK#%

基因对于前
&

区变异阳性的
&HL

患者进行针对性治

疗!可避免患者病情进一步加重( 内因即宿主方面!首

先以
&D%

O

'

&D%

O

&D$

O

'

&D%

O

&D8

O 及
&D$

O

G

&D8

O比值来看!所有证型的
&D%

O值偏低!即淋巴细

胞总数偏低!提示慢性乙型肝炎病毒感染均存在不同

程度的免疫功能低下!

&D$

O

'

&D8

O及
&D$

O

G&D8

O

比值以脾肾阳虚及肝胆湿热为最低!与其他组比较!差

异有统计学意义$

M R"

!

"7

%!即正气不足的虚证患者

相应表现为免疫功能低下或失常)

##

*

(

HIJ

#

DK#%

荧

光定量结果亦相似#所选病例的
HIJ

#

DK#%

结果与正

常对照组比较均偏低!而尤以肝郁脾虚和肝肾阴虚为

最低!与正常对照组比较!差异有统计学意义 $

M R

"

!

"7

%( 肝郁脾虚'肝胆湿热正气不足!引起邪气侵

入!即此两阶段自身免疫功能与病毒处于正邪相交的

阶段!可能此时治疗应该是比较合适的时机( 而肝肾

阴虚'瘀血阻络及脾肾阳虚证型处于宿主自身免疫功

能较低下的后期阶段!此时治疗难度较大一些( 所以

临床治疗上应宏观辨证与微观辨证相结合!充分利用

现代医学检测手段!可更准确把握患者病情)
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