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!摘要"
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目的
!

探讨
S1+

P

"

SO#B

失衡在免疫性血小板减少症$

ASD

%中医-血热妄行.)-阴虚火旺.)-气不摄血.证型中的

作用及意义(

方法
!

ASD

患者
G!

例#按中医证型分为血热妄行组
%"

例)阴虚火旺组
%#

例)气不摄血组
%#

例&健康志愿者
%"

例(采集外周血#采用流式细胞术$

MN6

%检测
SO#B

细胞和
S1+

P

细胞的数量#

ISFDNI

检测
S0<

#

%

和
?O?@

"

",I<'

水平#

比较各组间上述指标的差异(

结果
!

%

组不同证型的
ASD

患者外周血
S1+

P

细胞数量均低于正常对照组$

:

&

"="$

%#且血热

妄行组低于气不摄血组和阴虚火旺组$

:

&

"="$

%#气不摄血组低于阴虚火旺组$

:

&

"="$

%(

%

组不同证型
ASD

患者外周血

SO#B

细胞数量高于正常对照组$

:

&

"="$

%#且血热妄行组高于气不摄血组及阴虚火旺组$

:
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"="$

%(

%

组
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P

"

SO#B

与对照

组相比均降低$

:

&

"="$

%#血热妄行组低于气不摄血组和阴虚火旺组$

:

&

"="$

%#气不摄血组低于阴虚火旺组$

:
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"="$

%(

%

组

不同证型的
ASD

患者
S0<

#

%,I<'

水平均低于正常对照组$

:

&

"="$

%#且各组间两两比较差异有统计学意义$

:

&

"="$

%(

%

组不同证型的
ASD

患者
?O?@

"

",I<'

水平高于正常对照组$

:

&
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%(

结论
!

ASD

患者中
S1+

P

细胞数量减少参与了
ASD

的发生和发展#

S1+

P

"

SO#B

比例失衡在
ASD

的发病机制中可能有重要作用(

S1+

P

细胞数量)

S1+

P

"

SO#B

比例)

S0<

#

%,I<'

水平在
ASD

各证型间的分布规律为血热妄行组
&

气不摄血组
&

阴虚火旺组(
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淋巴细胞&
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细胞&辨证分型
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免疫性血小板减少症 $

-,,02+7O1/,L/F

(

8

7/

K

+2-)

#

ASD

%是最常见的一种出血性疾病#由于

血小板抗体致敏的血小板导致血小板免疫性破坏过

多#以广泛皮肤黏膜及内脏出血)血小板减少)骨髓

巨核细胞发育成熟障碍)血小板生存时间缩短等为

特征(其发病机制目前尚未完全阐明(

ASD

在祖国

医学上证属-紫癜病.病证门类#根据发病机制分为

血热妄行)阴虚火旺)气不摄血等证型*

#

+

(本研究拟

从现代免疫学角度开展对不同中医证型
ASD

病因

的探讨(

既往观点认为#血小板的减少是因为机体体液

免疫异常#

c

淋巴细胞产生大量血小板膜糖蛋白特

异性自身抗体#介导血小板被单核吞噬细胞系统破

坏*

!

+

(研究发现
S

细胞亚群之间的平衡紊乱也可

能导致
ASD

发病*

%

+

(

SO#B

细胞是最新发现的一种

新的
S

细胞亚群#其和
N?C

Y

N?!$

Y调节性
S

细胞

$

S1+

P

%之间的平衡失调被认为是诱发
ASD

发生的

机制之一*

C

+

(本研究着眼于
ASD

患者中
S1+

P

细

胞)

SO#B

细胞的水平与中医证型的关系#评价其在

辅助
ASD

中医辨证分型中的价值(

!

!

资料和方法

#=#

!

一般资料
!

所有
ASD

病例均来源于
!"#!

年
E

月至
!"#C

年
#

月本科门诊及住院的
ASD

患者#共

G!

例(年龄
#&

"

&E

岁#中位年龄
CG

岁#平均年龄

$

$"=%!X#C=EB

%岁&其中
#&

"

!"

岁
%

例$

%=!&[

%#

!#

"

C"

岁
%!

例 $

%C=BE[

%#

C#

"

&"

岁
%B

例

$

C"=!![

%#

&"

岁以上
!"

例$

!#=BC[

%(男性
C!

例#女性
$"

例(对照组为健康志愿者#共
%"

例#年

龄
!%

"

$E

岁#中位年龄
%C

岁#平均年龄$

CB=$&X

#!=EC

%岁#男性
#&

例)女性
#C

例(两组性别及年龄

差异无统计学意义(

#=!

!

诊断标准

#=!=#

!

西医诊断标准
!

西医诊断标准参照张之南

主编的3血液病诊断及疗效标准4

*

$

+有关
ASD

的诊断

标准($

#

%至少
!

次检查显示血小板计数减少#血细

胞形态无异常($

!

%脾脏一般不增大($

%

%骨髓检

查!巨核细胞数增多或正常)有成熟障碍($

C

%以下

$

项中应具有其中
#

项!泼尼松治疗有效&切脾治疗

有效&

D'A

P

^

增多&

D'N%

增多&血小板寿命缩短(

$

$

%须排除其他继发性血小板减少症(

#=!=!

!

中医诊断依据
!

ASD

中医证型标准参照国

家中药管理局-十一五.重点专科协作组紫癜病证候

分型#病例辨证分型由
!

名副高以上职称医师完成(

$

#

%血热妄行证(主症!出血$肌肤紫斑)鼻衄)齿衄)

或月经过多%量多#色红(次症!

/

起病急骤&

0

发

热)烦渴&

1

中脘胀满#或关节腰腹疼痛&

2

小便黄

赤&

3

大便干结&

4

舌质红#苔黄或黄腻&

5

脉滑数或

弦数($

!

%气不摄血证(主症!肌肤斑色淡红(次

症!

/

鼻衄)齿衄)肌衄#月经量多&

0

病程较长#时发

时止#稍劳即发&

1

神疲乏力#头晕#气短#自汗&

2

面色苍白或萎黄&

3

食少#便溏或便干不爽&

4

舌质

淡#苔薄白&

5

脉濡细($

%

%阴虚火旺证(主症!肌肤

斑色鲜红或紫暗(次症!

/

起病缓慢#时发时止&

0

五心烦热)口干)潮热盗汗&

1

头晕目眩&

2

腰酸耳

鸣&

3

鼻衄#齿衄#月经量多&

4

舌红少津#苔薄或剥&

5

脉细数(

以上
%

证型均为具备主症
Y

次症
/"1

中的一

,

$$!#

,
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!

!"#$

年
##

月#第
%&

卷

项
Y

次症
2"5

中的
!

项#即可确诊(

#=%

!

纳入条件

#=%=#

!

纳入标准
!

$

#

%符合
ASD

西医诊断标准)中

医证型标准($

!

%入选前没有使用或已经停用糖皮

质激素及免疫抑制剂
!

周以上($

%

%患者同意接受

本项试验#并签署知情同意书(

#=%=!

!

排除标准
!

$

#

%继发性血小板减少性紫癜#

如结缔组织病)免疫系统疾病)血液系统肿瘤)脾功

能亢进等($

!

%妊娠期或哺乳期患者($

%

%合并有较

严重的心肝肾等器质性病变者($

C

%有脑出血或较

严重内脏出血者($

$

%合并其他免疫性疾病者)精神

病患者(

#=C

!

流式细胞术检测
S1+

P

细胞和
SO#B

细胞
!

取

所有纳入研究的人员外周血
$

"

#",̀

#肝素抗凝(

用淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞

$

Dc6N;

%#调整细胞密度为
#f#"

B

"

,̀

($

#

%取

Dc6N;

悬液
#""

$

`

#分别加入
QIDFN?%

)

MASNF

N?C

及
DTFN?!$

#混匀#温室避光孵育
#$,-2

#加入

破膜剂
!""

$

`

#混匀#温室避光孵育
#$,-2

#用磷酸

盐缓冲液$

Dc5

%洗涤
%

次#上流式细胞仪检测($

!

%

另取
Dc6N;

悬液
#""

$

`

#加入
MASNFN?C

#混匀#室

温避光孵育
#$,-2

#加入破膜剂
!""

$

`

#混匀#室温

避光孵育
#$,-2

#再加入
DTFÀ#B'#"

$

`

#混匀#室

温避光孵育
#$,-2

#

D5c

洗涤
%

次后#上流式细胞仪

检测(检测结果分别以
S1+

P

细胞)

SO#B

细胞占

N?C

Y

S

细胞的百分率表示(

#=$

!

ISFDNI

检测
S0<

#

%

和
?O?@

"

",I<'

表

达
!

将收集到的外周血样本加入红细胞裂解液#收

集白细胞#加入
#,̀ SIAU/3

液#充分吹打混匀(

!!h

条件下静置
$,-2

#加入氯仿
"=!,̀

#颠倒
#$;

后#

!!h

条件下静置
%,-2

(静置液在
Ch

条件下离

心
#$,-2

#取上清液
"=$,̀

#加入
"=$,̀

异丙醇

并混匀(再
!!h

静置
#",-2

#再次离心
#",-2

#弃

上清液#真空干燥
$,-2

(用
C"

$

`?TDN

处理水溶

解#

kE"h

保存(以
S0<

#

%

和
?O?@

"

",I<'

特异

性引物扩增(

#=&

!

统计学处理
!

采用
5D55#E="

软件进行统计

分析(实验数据为非正态分布数据#以中位数$四分

位间距%表示#采用多个独立样本两两比较的

<+,+2

8

-

法进行检验#检验水准$

#

%为
"="$

(

A

!

结
!

果

!=#

!

不同中医证型
ASD

患者血小板计数%

S1+

P

细

胞水平%

SO#B

细胞水平比较
!

ASD

患者
G!

例#阴虚

火旺组
%#

例#气不摄血组
%#

例#血热妄行组
%"

例(

由表
#

可见!

ASD

患者各证型组血小板计数和
S1+

P

细胞水平均低于正常对照组$

:

&

"="$

#

:

&

"="#

%&

在各证型组间#血热妄行组低于阴虚火旺组和气不

摄血组$

:

&

"="$

#

:

&

"="#

%#气不摄血组低于阴虚

火旺组$

:

&

"="$

%(

ASD

患者各证型组
SO#B

细胞

水平高于正常对照组$

:

&

"="$

%&在各证型组间#血

热妄行组高于阴虚火旺组和气不摄血组$

:

&

"="$

%(

ASD

患者各证型组
S1+

P

"

SO#B

水平低于正

常对照组$

:

&

"="$

%&在各证型组间#血热妄行组低

于阴虚火旺组和气不摄血组$

:

&

"="$

%(

表
!

!

不同中医证型
SB@

患者血小板计数%

B0+

?

细胞%

B5![

细胞及
2923

"

.

%

:";

#

ED#N6

水平的比较

!!

证型
=

年龄$岁%#

'

<X(

血小板计数
!

$

f#"

G

,

`

k#

%

!

S1+

P

细胞
!

$

[

%

!

SO#B

细胞
!

$

[

%

!

S1+

P

"

SO#B

!

?O?@

"

"

"

!

&

@&+"/,

!

S0<

#

%

"

!

&

@&+"/,

!

正常对照组
%"CB=$&X#!=EC!#&=""

$

$#=$"

%

$=&#

$

&=$C

%

"=B&

$

#=##

%

$=!B

$

G=!!

%

"=!C

$

"=!$

%

!=B!

$

#=!$

%

ASD

组

!

阴虚火旺组
%#%$=B&X#$=%E

CG=""

$

%%=""

%

##

%=%"

$

$=!C

%

#

#=%!

$

!=B"

%

#

!=EC

$

!=$B

%

#

"=G!

$

"=BB

%

##

#=%#

$

"=$!

%

#

!

气不摄血组
%#$"="GX#%=CG

!!=""

$

#G=""

%

##"

#=G%

$

#=%"

%

#"

#=&B

$

"=E"

%

#

#=#"

$

"=&C

%

#

#=E!

$

"=GB

%

##"

"=EG

$

"=G%

%

#"

!

血热妄行组
%"C!=&$X#C=G& &=""

$

C=B$

%

##""))

"=&B

$

"=$&

%

#")

%=EG

$

%=GG

%

#")

"=#C

$

"=#"

%

#")

C=C"

$

E=CC

%

##")

"=B"

$

"=%C

%

#")

!!

ASD

!免疫性血小板减少症
=

#

:

&

"="$

#

##

:

&

"="#

与正常对照比较&

"

:

&

"="$

#

""

:

&

"="#

与阴虚火旺组比较&

)

:

&

"="$

#

))

:

&

"="#

与气不摄血组比较

!=!

!

不同中医证型
ASD

患者
?O?@

"

"

%

S0<

#

%

,I<'

水平比较
!

由表
#

可见!

ASD

患者各证型组

?O?@

"

",I<'

水平均高于正常对照组$

:

&

"="#

%&

在各证型组间#血热妄行组高于阴虚火旺组和气不

,

&$!#

,
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期
=

郑雪倩#等
=S1+

P

"

SO#B

与免疫性血小板减少症中医证型相关性研究

摄血组$

:

&

"="$

%#气不摄血组高于阴虚火旺组

$

:

&

"="$

%(

ASD

患者各证型组
S0<

#

%,I<'

水平

均低于正常对照组$

:

&

"="$

%&在各证型组间#血热

妄行组低于阴虚火旺组和气不摄血组$

:

&

"="$

%#

气不摄血组低于阴虚火旺组$

:

&

"="$

%(

E

!

讨
!

论

ASD

既往称为特发性血小板减少性紫癜#以自

身免疫紊乱为特征#单独引起血小板减少#而不伴有

红系)髓系以及淋巴系的异常*

&FB

+

(传统观点认为#

ASD

中血小板减少是由于血小板抗自身抗体促进了

血小板的破坏*

E

+

)巨核细胞增生异常以及血小板生

成减少*

GF#"

+

(

证据表明
S

细胞异常表达可能与
ASD

的发病

机制有关#如
SO#

"

SO!

比例失衡)

SO#B

细胞和白介

素
F#B

$

ÀF#B

%水平升高)毒性
S

淋巴细胞对血小板

的破坏等*

##F#%

+

(

S1+

P

是一种表面标志为
N?C

Y

N?!$

Y

M/V

K

%

Y 的
S

细胞#约占
N?C

Y

S

细胞的

$[

"

#"[

*

#C

+

#具有免疫无能和免疫抑制等功能(

ASD

患者
S1+

P

数量降低#减弱了对自身免疫反应的

抑制作用#从而出现了针对自身血小板的免疫反

应*

#$

+

(

SO#B

细胞是一种不同于
SO#

)

SO!

亚群的

新型
N?C

Y

S

细胞亚群#其特征是高分泌
ÀF#B

*

#&

+

#

具有独立分化和发育调节机制*

#B

+

(

SO#B

分泌的细

胞因子
ÀF#B

是一种多效性细胞因子#其通过诱导

多种促炎因子$如
ÀF&

和
S<MF

#

%和趋化因子来介

导组织炎症反应#并且
ÀF#B

可招募和刺激中性粒

细胞和巨噬细胞导致细胞和组织破坏#促进肿瘤和

自身免疫发生*

#E

+

(

.-

等*

C

+研究发现#

SO#B

细胞表

达在
ASD

患者中较正常对照组升高(

SO#B

细胞与

S1+

P

细胞之间的平衡在免疫稳态中有重要作用*

#G

+

#

?O?@

"

"

和
S0<

#

%

是它们各自的特异性转录因子(

SO#B

细胞分化与
S1+

P

细胞诱导存在一定的相互排

斥的关系#细胞因子
Ŝ MF

%

)

ÀF&

对初始
N?C

Y

S

细

胞分化为
SO#B

细胞或
S1+

P

细胞具有主要调节作用#

正常情况下#

Ŝ MF

%

诱导
S0<

#

%

表达#使初始
N?C

Y

S

细胞分化为
N?C

Y

N?!$

Y

S1+

P

细胞#但是当有较高浓

度的
ÀF&

存在时#

ÀF&

和
Ŝ MF

%

共同作用诱导转录

因子
?O?@

"

"

表达#使初始
N?C

Y

S

细胞分化为
SO#B

细胞*

#E

+

#此时高浓度
ÀF&

则抑制
Ŝ MF

%

诱导的

S0<

#

%

表达*

#E

+

#并且抑制
S1+

P

细胞(

本研究发现#在不同证型的
ASD

患者中#

S1+

P

细胞的表达均低于正常对照组#

SO#B

细胞的表达均

高于正常对照组#与既往研究结果相一致(

S0<

#

%

水平与
S1+

P

细胞水平均降低#

?O?@

"

"

水平升高#

SO#B

细胞增加#

S1+

P

"

SO#B

水平减低(说明
ASD

患者
S1+

P

细胞的生成受到了抑制#并且其特异性转

录因子的表达也随之降低#而
?O?@

"

"

表达增强#

SO#B

细胞增加#分泌
ÀF#B

增多&另一方面由于

S0<

#

%

的水平受到抑制#对
?O?@

"

"

及
SO#B

细胞的

抑制作用减弱#

S1+

P

细胞的免疫保护功能受限#两

方面的因素均导致体内免疫紊乱#从而导致
ASD

的

发病(

ASD

归属于中医学的-血证.)-发斑.范畴(3景

岳全书,血证4认为-血动之由#惟气惟火耳.#血证

的病因病机高度概括为-气.和-火.(脾主统血#脾

气虚则血液失其约束行于脉外#发为紫癜&又火之异

常有实火)虚火之分#火热盛可迫血妄行#血溢脉外

发为紫癜&阴虚可致火旺#灼伤血络亦能出现紫癜的

症状(说明中医证型中气虚)血热)阴虚是
ASD

不

同的致病因素#根据其发病机制不同可将
ASD

分为

血热妄行)阴虚火旺)气不摄血
%

个证型(本研究证

实
ASD

患者存在
S1+

P

"

SO#B

细胞平衡失调#且

S1+

P

细胞表达水平)

S0<

#

%,I<'

水平在
ASD

各

证型间的分布规律为血热妄行组
&

气不摄血组
&

阴

虚火旺组&在
%

组不同的中医证型中#血小板的分布

表现出在阴虚火旺)气不摄血)血热妄行证型中递减

的趋势(结合
ASD

病情随着血小板的减少呈现病

情加重的情况#可以认为
%

种中医证型中血热妄行

导致的发病其病情较重(这与
S1+

P

及
S0<

#

%

的表

达也是相对应的(

本研究初步探讨了
S1+

P

)

SO#B

及
S1+

P

"

SO#B

比例失衡在
ASD

与中医证型中的关系(然而由于

样本量的局限#本研究未探讨复杂证型中不同免疫

指标分布情况(
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