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温阳化浊通络方对系统性硬化病患者外周血

*I#9G*B:/

细胞平衡的影响

卞#华#

#袁#敏#

#郜中明!

#毕晓东&

#韩#立#

#胡久略#

#毛秉豫#

摘要#目的#观察温阳化浊通络方对系统性硬化病!

0J01:<>A 0A4:B30>0

"

KKA

#阳气亏虚$浊邪阻络证

患者外周血辅助性
*

细胞
#9

!

* I:4L:B #9 A:440

"

*I#9

#

G

调节性
*

细胞!

B:/.4=13BJ * A:440

"

*B:/

#及其细

胞因子
)M

$

#9

$

)M

$

#"

水平的影响% 方法#将
%!

例
KKA

患者按随机数字表分为西医组!对照组#和中西医结

合组!治疗组#"每组各
7#

例% 两组均予甲氨蝶呤片$泼尼松片口服治疗"治疗组加温阳化浊通络方口服"两

组均连续治疗
8

个月% 另选择
9"

名健康志愿者作为健康对照组!健康组#% 采用流式细胞术检测外周血

*I#9

和
*B:/

细胞数量"采取双抗体夹心
;M)K-

法检测血清
)M

$

#9

$

)M

$

#"

$血管性血友病因子!

N3@ +>44:

$

?B=@O P=A13B

"

N+Q

#$

!

型前胶原氨基端原肽!

=<>@31:B<>@=4 LB3L:L1>O: 3P 1JL: ! LB3A344=/:@

"

R!

6R

#$

"

型胶原羧基交联末肽!
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$
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#

水平"采用
R:=B03@

相关分析观察
*I#9G*B:/

与
N+Q

$

R!6R

$

"'*R

水平及皮肤积分$疾病活动指数相关

性% 结果#

KKA

患者外周血
*I#9

比例$

*I#9G*B:/

及血清
)M

$

#9

含量高于健康组"而
*B:/

比例及血清
)M

$

#"

含量低于健康组"差异均有统计学意义!

R U"

!

"$

"

R U"

!

"#

#% 两组治疗后
*I#9

比例$

*I#9G*B:/

$

)M

$

#9

含量$

N+Q

及
R!6R

水平均较治疗前降低!

R U"

!

"$

"

R U"

!

"#

#"

*B:/

比例$

)M

$

#"

含量升高!

R U"

!

"$

"

R U"

!

"#

#"治疗组
"'*R

水平较治疗前升高!

R U"

!

"$

#% 除
*I#9

比例外"治疗组各指标水平改善优于对

照组!

R U"

!

"$

"

R U"

!
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KKA

患者治疗前后
*I#9 G*B:/

与
N+Q

$

R!6R

水平及皮肤积分$疾病活动指数

呈正相关性 !

R U"

!

"#

#"与
"'*R

水平无明显相关性!

R V"

!

"$

#% 结论#温阳化浊通络方能够通过调节

KKA

患者外周血
*I#9G*B:/

细胞失衡$降低
N+Q

和
R!6R

水平$升高
"'*R

水平而发挥治疗作用%

关键词#系统性硬化病&温阳化浊通络方&辅助性
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细胞
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&调节性
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##系统性硬化病$

0J01:<>A 0A4:B30>0

!

KKA

%是一

种以皮肤增厚和纤维化及内脏器官$包括心'肺'肾和

消化道等%受累为特征的自身免疫性疾病( 目前认

为!免疫学异常'血管病变'结缔组织代谢异常以及三

者间的相互影响是
KKA

的主要机制!其中免疫系统!

特别是细胞介导的免疫反应在
KKA

的发病中起着主

导作用!是
KKA

血管病变和纤维化过程中的一个关键

因素)

#

*

( 研究显示
KKA

患者
*I#9

细胞应答增强!而

*B:/

细胞免疫抑制下降!存在明显的
*I#9G*B:/

细胞

失衡现象)

!

*

( 本课题组通过长期临床实践!根据肺脾

肾+++皮毛相关等中医学理论!创立以补肺健脾益肾'

化浊通络为基本法则!以温阳化浊通络方为基本方治

疗本病的理论体系( 本研究观察了温阳化浊通络方对

KKA

阳气亏虚'浊邪阻络证患者外周血
*I#9G*B:/

细

胞平衡的调节作用!报道如下(

资料与方法

#

#诊断标准及中医辨证分型标准#

KKA

诊断标

准参照
#H%"

年美国风湿病学会制定的
KKA

分类标

准)

&

*

!具备下列主要指标或
! d &

项次要指标( 主要

指标#近端皮肤硬化#手指及掌指$跖趾%关节近端皮

肤增厚'紧绷'肿胀( 类似病变可累及整个肢体'面部'

颈部及躯干( 次要指标#$

#

%指端硬化&$

!

%指端凹陷

性瘢痕或指垫变薄&$

&

%双侧肺底纤维化( 中医阳气

亏虚'浊邪阻络证辨证标准参照,中药新药临床研究

指导原则$第二辑%-相关标准)

7

*

(

!

#纳入'排除及剔除标准#纳入标准#符合诊断

及辨证分型标准&病程
!!

年&年龄
#% d8"

岁&患者签

署知情同意书( 排除标准#晚期患者!皮肤严重萎缩'

硬化&合并心'肺'肾'造血系统等严重疾病&合并其他

风湿病&妊娠或哺乳期&精神病( 剔除标准#受试者未

完成全疗程的观察!造成资料不全(

&

#一般资料#本研究经伦理委员会批准( 选择

%!

例
!"#!

年
#

月+

!"#&

年
#!

月就诊于南阳理工

学院附属第一医院风湿科'南阳市第一人民医院皮肤

科住院及门诊
KKA

患者!采用随机数字表法分为两

组!西医组 $对照组%

7#

例!男
9

例!女
&7

例&年龄

!" d8"

岁!平均$

7"

&

%

%岁&病程
# d !7

个月!平均

$

#7

&

H

% 个月( 中西医结合组$治疗组%

7#

例!男
%

例!女
&&

例&年龄
!! d8"

岁!平均$

&H

&

#"

% 岁&病程

! d!7

个月!平均$

#&

&

#"

%个月( 另选择本院同期健

康体检者
9"

名作为健康对照组$健康组%!其中男
#!

名!女
$%

名!年龄$

7#

&

##

% 岁( 各组一般资料比较!

差异无统计学意义$

R V"

!

"$

%(

7

#治疗方法#对照组及治疗组均予西药治疗#

甲氨蝶呤片$

!

!

$ </G

片!上海信谊药厂有限公司!批

号#

&8#&##"H

%

#" </

口服!每周
#

次!每周增加

!

!

$ </

!直至靶剂量
#$ </G

周&醋酸泼尼松片

$

$ </G

片!浙江仙琚制药股份有限公司!批号#

##"%#"

%

&" </

口服!隔日
#

次!每
7

周减
!

!

$ </

!

直至隔日
$ </

( 治疗组加用温阳化浊通络方煎剂

$由黄芪
&" /

'党参
#$ /

'山药
#! /

'桂枝
H /

'淫羊
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藿
#! /

'积雪草
#$ /

'白芥子
H /

'丝瓜络
#! /

'槌果

藤
#! /

'熟地
#! /

组成!由医院药剂科制备!提取至

&"" <MG

剂%!每日
#

剂!分早'晚
!

次口服( 两组均

治疗
8

个月( 每月患者门诊随访
#

次(

$

#观察指标及方法

$

!

#

#

*I#9

细胞和
*B:/

细胞检测#采集
KKA

患

者治疗前后和健康组静脉血
$ <M

!

Q>A344

密度梯度离

心法分离外周单个核细胞$

L:B>LI:B=4 ?433O <3@3

$

@.A4:=B A:44

!

RZ,'

%!用
YR,)

$

#87"

培养液调整细

胞浓度至
!

'

#"

8

G<M

(

$

!

#

!

#

#外周血
*I#9

细胞检测#取
RZ,'

置于

!7

孔板中!加入
$" #/GM

佛波酯!

# #<34GM

离子霉

素!

9$" #/GM

莫能霉素!混匀后于
&9

('

$e'F

!

条

件下培养
$ I

(

! """ B G<>@

离心
#" <>@

!弃上清!

RZK

洗
!

次( 加入异硫氰酸荧光素$

Q)*'

%标记的

'E7

单克隆抗体$美国
ZE RI=B<>@/:@

公司%!

7

(

避光孵育
!" <>@

&按
Q>T=1>3@GR:B<:=?>4>X=1>3

试剂

盒说明进行透膜
G

固定
&" <>@

&加入藻红蛋白标记的

)M

$

#9

单克隆抗体$美国
:Z>30A>:@A:

公司%!对照管

加入同型对照抗体!室温避光反应
&" <>@

!染色!

RZK

重悬细胞上流式细胞仪检测(

$

!

#

!

!

#外周血
*B:/

细胞检测#方法与
*I#9

细

胞检测基本相同!但无需佛波酯'离子霉素及莫能霉素

培养!首先进行细胞膜
Q)*'

$

'E7

'别藻蓝蛋白$

'E!$

单克隆抗体双标记$美国
:Z>30A>:@A:

公司%!透膜
G

固定后!进行藻红蛋白$

Q3TL&

单克隆抗体 $美国

:Z>30A>:@A:

公司%胞内染色!对照管加入同型对照

抗体!室温避光反应
&" <>@

(

$

!

#

!

&

#流式细胞仪分析检测#以
'E7

f细胞设

门!配置各荧光通道间的补偿!采用
':44b.:01

软件

分析
*I#9

细胞和
*B:/

细胞分别占
'E7

f

*

细胞的

比例(

$

!

!

#血清
)M

$

#"

'

)M

$

#9

'人血管性血友病因子

$

N3@ +>44:?B=@O P=A13B

!

N+Q

%'

!

型前胶原氨基末

端原肽$

=<>@31:B<>@=4 LB3L:L1>O: 3P 1JL: ! LB3

$

A344=/:@

!

R!6R

%和
"

型胶原羧基交联末肽$

AB300

$

4>@S:O A=B?3TJ1:B<>@=4 1:43L:L1>O: 3P 1JL: " A34

$

4=/:@

!

"'*R

% 的含量检测#采集
KKA

患者治疗前

后及健康组肱静脉血
$ <M

!

# """ B G<>@

离心

#$ <>@

!吸取上层血清!置 "

%"

(冰箱保存待测( 按

试剂盒说明书步骤!采用双抗体夹心
;M)K-

法检测

)M

$

#"

'

)M

$

#9

'

N+Q

'

R!6R

和
"'*R

含量(

$

!

&

#皮肤积分和疾病活动指数#采用改良的

Y3O@=@

皮肤厚度积分方法$

<3O>P>:O Y3O@=@ 0S>@

0A3B:

!

,YKK

%评价皮肤积分)

$

*

!参考文献)

8

*方法评

估疾病活动指数(

$

!

7

#

*I#9 G*B:/

与
N+Q

'

R!6R

'

"'*R

水平

及皮肤积分'疾病活动指数相关性分析#采用
R:=B

$

03@

相关分析
*I#9 G*B:/

与
N+Q

'

R!6R

'

"'*R

水

平及皮肤积分'疾病活动指数相关性(

$

!

$

#不良反应观察#检测血'尿常规!肝'肾功

能!心电图有无异常(

8

#统计学方法#采用
KRKK #8

!

"

统计软件进

行分析!计量资料用
T

&

0

表示!符合正态分布组内比

较采用配对
1

检验!两组间比较采用独立样本
1

检验!

非正态分布用非参数秩和检验(

R U"

!

"$

为差异有统

计学意义(

结##果

#

#随访情况#两组共
9%

例患者完成随访!

7

例

患者不能坚持服药未能完成随访!其中对照组
&

例!治

疗组
#

例(

!

#健康组和
KKA

患者外周血
*I#9

比例'

*B:/

比例'

*I#9G*B:/

'

)M

$

#9

含量及
)M

$

#"

含量比较$表
#

%

与健康组比较!

KKA

患者外周血
*I#9

比例升高!

*B:/

比例降低!

*I#9G*B:/

升高$

R U "

!

"#

%!

)M

$

#9

含量升

高!

)M

$

#"

含量降低$

R U"

!

"$

!

R U"

!

"#

%(

&

#两组患者治疗前后外周血
*I#9

比例'

*B:/

比例'

*I#9G*B:/

'

)M

$

#9

含量及
)M

$

#"

含量比较$表
!

%

两组患者治疗前
*I#9

比例'

*B:/

比例'

*I#9G*B:/

'

)M

$

#9

含量及
)M

$

#"

含量比较!差异均无统计学意义

$

R V"

!

"$

%(与本组治疗前比较!两组治疗后
*I#9

比

例'

*I#9G*B:/

'

)M

$

#9

含量降低!

*B:/

比例'

)M

$

#"

含

量升高$

R U"

!

"$

!

R U"

!

"#

%( 与对照组治疗后比较!

治疗组
*B:/

比例'

)M

$

#"

含量升高!

*I#9G*B:/

'

)M

$

#9

含量降低$

R U"

!

"$

!

R U"

!

"#

%(

表
#

$健康组和
KKA

患者外周血
*I#9

比例'

*B:/

比例'

*I#9G*B:/

'

)M

$

#9

含量及
)M

$

#"

含量比较#$

T

&

0

%

组别 例数
*I#9

$

e

%

*B:/

$

e

%

*I#9G*B:/ )M

$

#9

$

L/G<M

%

)M

$

#"

$

L/G<M

%

健康
9" #

)

#&

&

"

)

!% &

)

$

&

"

)

7 "

)

!H

&

"

)

#7 #

)

H

&

"

)

8 !H

&

8

KKA %!

#

)

8!

&

"

)

!9

""

#

)

H

&

"

)

7

""

"

)

%8

&

"

)

!8

""

&

)

!

&

"

)

8

""

#H

&

9

"

##注#与健康组比较!

"

R

*

"

)

"$

!

""

R

*

"

)

"#
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%

表
!

$两组患者治疗前后外周血
*I#9

比例'

*B:/

比例'

*I#9G*B:/

'

)M

$

#9

含量及
)M

$

#"

含量比较#$

T

&

0

%

组别 例数 时间
*I#9

$

e

%

*B:/

$

e

%

*I#9G*B:/ )M

$

#9

$

L/G<M

%

)M

$

#"

$

L/G<M

%

对照
&%

治疗前
#

)

8&

&

"

)

!8 #

)

%H

&

"

)

7# "

)

%$

&

"

)

&! &

)

!

&

"

)

8 #H

&

9

治疗后
#

)

7$

&

"

)

77

"

!

)

!"

&

"

)

!#

""

"

)

8$

&

"

)

!"

"

!

)

H

&

"

)

9

"

!!

&

H

"

治疗
7"

治疗前
#

)

8"

&

"

)

!H #

)

%"

&

"

)

&% "

)

%9

&

"

)

!$ &

)

!

&

"

)

$ #H

&

8

治疗后
#

)

&8

&

"

)

!7

""

&

)

"9

&

"

)

$&

""##

"

)

77

&

"

)

##

""#

!

)

$

&

"

)

8

""#

!9

&

H

""#

##注#与本组治疗前比较!

"

R

*

"

)

"$

!

""

R

*

"

)

"#

&与对照组同期比较!

#

R

*

"

)

"$

!

##

R

*

"

)

"#

##

7

#两组患者治疗前后外周血
N+Q

'

R!6R

及

"'*R

水平比较$表
&

%#与本组治疗前比较!两组治

疗后
N+Q

和
R!6R

水平降低$

R U"

!

"$

!

R U"

!

"#

%!

治疗组
"'*R

水平升高$

R U "

!

"$

%( 与对照组治疗

后比较!治疗组
N+Q

'

R!6R

降低!

"'*R

升高$

R U

"

!

"$

!

R U"

!

"#

%(

表
&

$两组患者治疗前后外周血
N+Q

'

R!6R

及

"'*R

水平比较#$

T

&

0

%

组别 例数 时间
N+Q

##

$

\G<M

%##

R!6R

##

$

#/GM

%##

"'*R

##

$

#/GM

%##

对照
&%

治疗前
!7

&

H 8

)

%

&

!

)

! 7

)

$

&

#

)

9

治疗后
#H

&

9

"

8

)

&

&

#

)

!

"

7

)

9

&

#

)

7

治疗
7"

治疗前
!$

&

% 8

)

%

&

!

)

# 7

)

9

&

#

)

H

治疗后
#&

&

8

""##

$

)

8

&

#

)

"

""#

$

)

7

&

#

)

"

"#

##注#与本组治疗前比较!

"

R

*

"

)

"$

!

""

R

*

"

)

"#

&与对照组同期比

较!

#

R

*

"

)

"$

!

##

R

*

"

)

"#

$

#两组患者治疗前后皮肤积分'疾病活动指数比

较$表
7

%#与本组治疗前比较!两组治疗后皮肤积分'

疾病活动指数降低$

R U"

!

"$

!

R U"

!

"#

%&与对照组治

疗后比较!治疗组皮肤积分'疾病活动指数降低$

R U

"

!

"$

%(

表
7

$两组患者治疗前后皮肤积分'

疾病活动指数比较#$

T

&

0

%

组别 例数 时间 皮肤积分$分%# 疾病活动指数##

对照
&%

治疗前
!!

&

H 7

)

%

&

#

)

!

治疗后
#9

&

9

"

7

)

"

&

#

)

!

"

治疗
7"

治疗前
!!

&

H 7

)

9

&

#

)

7

治疗后
#!

&

8

""#

&

)

7

&

"

)

H

""#

##注#与本组治疗前比较!

"

R

*

"

)

"$

!

""

R

*

"

)

"#

&与对照组同期比

较!

#

R

*

"

!

"$

8

#

*I#9 G*B:/

与
N+Q

'

R!6R

'

"'*R

水平及

皮肤积分'疾病活动指数相关性分析#

KKA

患者治疗

前
*I#9 G*B:/

与
N+Q

'

R!6R

水平'皮肤积分'疾病

活动指数均 呈 正 相 关 $

B g "

!

8&!

!

B g "

!

$8&

!

B g"

!

$"8

!

B g "

!

79%

!

R U "

!

"#

%!与
"'*R

水平无相

关性$

B g"

!

#!8

!

R V"

!

"$

%&

KKA

患者治疗后
*I#9 G

*B:/

与
N+Q

'

R!6R

水平及皮肤积分'疾病活动指数

也呈正相关 $

B g "

!

$&H

!

B g "

!

7H9

!

B g "

!

79#

!

B g"

!

7&H

!

R U "

!

"#

%! 与
" '*R

水平无相关性

$

B g"

!

"H9

!

R V"

!

"$

%(

9

#不良反应#对照组有
&

例出现呕心'呕吐!给

予叶酸或胃复安处理后缓解!

!

例出现焦虑'失眠!仍

坚持服药完成治疗!有
&

例出现呼吸道感染和肝功能

损害后退出研究( 治疗组有
#

例出现药物过敏退出研

究( 其余患者未见明显不良反应!治疗后血'尿常规!

肝'肾功能!心电图均未出现异常(

讨##论

*I#9

细胞和
*B:/

细胞是初始
'E7

+

*

细胞分化

而成的新亚群!已成为目前自身免疫性疾病的研究热

点(

!""$

年
W=BB>@/13@ M;

等)

9

*首次提出
*I#9

细

胞的概念!其主要分泌标志性细胞因子
)M

"

#9

而介导

炎性反应!在自身免疫疾病等的发生'发展和转归过程

中发挥重要的作用(

*B:/

细胞是一群增殖能力低'具

有免疫抑制作用的
'E7

+

*

细胞!能控制免疫应答强

度!避免自身免疫疾病的发生(

)M

"

#"

是
*B:/

细胞的

主要细胞因子!在
*B:/

细胞的分化和功能行使中起着

非常重要的作用!研究证实
*B:/

细胞发挥免疫抑制作

用主要是通过细胞间的直接接触和分泌
)M

"

#"

等抑制

性细胞因子而实现)

%

*

( 介导免疫耐受的
*B:/

细胞和

介导炎症反应的
*I#9

细胞在数量上此消彼长!在功

能上相互拮抗!从而使机体的免疫功能保持相对稳态(

反之!

*I#9G*B:/

失衡是导致自身免疫性疾病的重要

原因之一)

H

*

(

研究发现!

*I#9

细胞和
*B:/

细胞在
KKA

的发病

中均起着重要的作用!

KKA

患者血清
*I#9

比例升高!

且与疾病活动性和严重程度密切相关!同时活动期

KKA

患者外周血
)M

"

#9

含量高于稳定期
KKA

患者及

健康人!

)M

"

#9

还能促进
KKA

患者皮肤成纤维细胞的

增殖和
"

'

!

型胶原
<Y6-

表达)

#"

!

##

*

(

*B:/

细胞数

量的减少及功能改变也与
KKA

的发病有关(

R=LL ]

等)

#!

*发现
KKA

患者外周血
*B:/

细胞的数量明显减

少!同时
*B:/

细胞对效应
*

细胞的抑制能力也明显

降低( 本研究结果显示!

KKA

患者外周血
*I#9

细胞

数量'

*I#9G*B:/

及
)M

"

#9

水平高于健康人!而
*B:/
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细胞数量降低!表明
KKA

患者体内
*I#9G*B:/

细胞表

达失衡!使免疫平衡转向免疫激活!这可能是
KKA

免

疫发病机制中的重要环节!与上述文献报道一致( 同

时本研究发现
KKA

患者血清中
)M

"

#"

水平降低!推测

这可能会进一步引起
*B:/

细胞数量减少及其免疫抑

制作用降低!导致无法有效对抗
*I#9

细胞的促炎作

用( 可见!明确
*I#9G*B:/

细胞失衡在
KKA

发生发展

中的作用非常重要!对其进行调节将为
KKA

临床治疗

提供新思路)

#&

*

(

中医学无
KKA

病名!就其发病和临床表现而言!

应属.皮痹/或.皮痹疽/等范畴( 本研究基于肺脾

肾+++皮毛相关等中医理论!深入分析
KKA

病因病机

特点#肺气虚弱!脾肾阳虚!腠理不密!卫外不固!外邪

乘虚侵袭!浊邪阻络!闭塞不通!皮肤失养而发病( 审

因论治!以黄芪桂枝五物汤'补肺汤等为基础创制温阳

化浊通络方)

#7

!

#$

*

( 该方中黄芪补气益卫固表!党参补

益脾肺之气!淫羊藿补肾壮阳!祛风除湿!故重用为君

药&积雪草活血化瘀!白芥子温通经络!善散.皮里膜

外/之痰!去除浊邪!俱为臣药&桂枝等辛温通络是属

佐使之用( 诸药相伍!通补并用'标本兼顾!具有补肺

健脾益肾'化浊通络之效!共奏扶正祛邪之功(

前期研究表明!温阳化浊通络方能阻止
KKA

皮肤

成纤维细胞周期由
]

#

期进入
K

期!进而控制细胞分

裂!抑制其增殖!减少胶原合成)

#8

!

#9

*

( 本研究进一步

观察了温阳化浊通络方对
KKA

患者外周血
*I#9G

*B:/

细胞平衡的影响!发现
KKA

患者经温阳化浊通

络方治疗后
*I#9

比例'

*I9G*B:/

及
)M

"

#9

含量降低!

而
*B:/

比例及
)M

"

#"

含量升高!与治疗前比较差异均

有统计学意义( 上述结果提示!温阳化浊通络方可能

通过抑制
*I#9

和
)M

"

#9

的表达!上调
*B:/

及
)M

"

#"

水平!干预
*I#9G*B:/

细胞失衡!具有良好的免疫抑

制活性(

N+Q

是血管病变的标记!

R!6R

反映
!

型胶原

合成情况!

"'*R

反映
"

型胶原降解情况!是纤维化

的标志!上述指标是目前
KKA

临床试验中专家共识的

主要生物学标志物)

#%

*

( 本研究显示!

KKA

患者治疗

前后
*I#9G *B:/

与
N+Q

'

R!6R

水平及皮肤积分'疾

病活动指数呈正相关!该结果充分证实了
*I#9G *B:/

细胞平衡与皮肤积分'疾病活动性的关系( 经温阳化

浊通络方治疗后!

KKA

患者血清
N+Q

'

R!6R

含量明

显降低!

"'*R

水平升高!而皮肤积分'疾病活动指数

也随之下降!提示温阳化浊通络方能减轻
KKA

患者的

血管病变!调控胶原代谢!阻止纤维化!改善临床症状!

这可能与其调节
KKA

患者
*I#9G*B:/

细胞平衡!抑制

自身免疫反应!减轻炎症有关( 然而!本研究尚缺乏患

者实体组织的免疫组化结果!还不能解释该方调节

*I#9G*B:/

细胞平衡的具体机制!在今后的研究中!将

进一步完善(
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