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慢性乙型肝炎湿证患者外周血 TCRVβ亚家族谱系表达及意义探讨

董霄1 ,林佑武1 ,张诗军1* ,陈泽雄1 ,程永华1 ,项婷1 ,胡斌2

( 1. 中山大学附属第一医院中医科,广州 510080; 2. 中山大学达安基因诊断中心,广州 510080)

  [ 摘要]  目的: 通过检测慢性乙型肝炎( CHB) 湿证患者和健康人外周血 T淋巴细胞受体 β链 V区( TCRVβ) 亚家族的表

达, 从免疫识别的角度探讨湿邪致病“蒙蔽性”的特点。方法: CHB湿证患者组 3例, 正常组 1 例。对湿证组采用化湿治疗( 藿

朴夏苓汤加减) 半年,观察湿证组治疗前与治疗取效后患者症状、体征、肝功能、HBV-DNA定量、乙肝病毒标志物和 TCRVβ亚

家族表达水平变化。结果: 3例 CHB湿证患者治疗后肝功能恢复到正常水平, HBeAg均发生血清学转换, HBV-NDA定量均降

低或转阴, 同时, 患者的症状明显改善, 由湿证变为非湿证。3 例治疗前 TCRVβ表达偏低, 经治疗后表达升高的亚家族是

TCRVβ1, TCRVβ6. 1, TCRVβ7, TCRVβ8; 3例治疗前 TCRVβ表达均偏高, 经治疗后表达降低的亚家族是 TCRVβ12, TCRVβ14。

结论: TCRVβ的表达异常可能是湿邪的“蒙蔽性”所致, 化湿中药对 CHB湿证患者可能通过调节 TCRVβ的表达,改善免疫识

别, 激活有效免疫反应来清除病毒。同时 TCRVβ1, TCRVβ6. 1, TCRVβ7, TCRVβ8可能为识别 HBV抗原或引发免疫应答的基因

片段, 在 CHB发病中的作用值得进一步研究。
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[ Abstract]  Objective: To explore the ‘hoodwinks nature’of dampness evil by detecting the expression of

TCRVβsubfamilies in peripheral blood mononuclear cell of chronic hepatitis B ( CHB) patients with dampness

syndrome and healthy people by F-Q PCR technique. Method: Three patients with dampness syndrome and one

healthy person were included, Three patients with dampness syndrome were treated by clearing dampness method

( modified Huopuxialing decotion) . The symptoms, signs and TCRVβsubfamilies expresssion were determined before

and after being treated. Result: The liver function of three CHB patients with dampness syndrome recovered to

normal levels after treatment, and the symptoms were improved in the same time. The levels of TCRVβ1, TCRVβ6. 1,

TCRVβ7, TCRVβ8 were increased while the levels of TCRVβ12, TCRVβ14 were decreased after treatment.

Conclusion: The expression quantities of TCRVβ subfamilies of CHB patients with dampness syndrome were

disordered, and the expression quantities of these subfamilies could be adjusted to a certain extent after clearing

dampness treatment, which hinted that the abnormal expression of TCRVβsubfamilies’might be the cause of
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decreased immunity of CHB patients with dampness syndrome.

[ Key words]  chronic hepatitis B; dampness syndrome; TCRVβsubfamilies

  湿证是慢性乙型肝炎( CHB) 发生发展过程中常

见的证候之一。作为致病因素,湿邪黏滞重着,易壅

滞郁遏闭阻,易损伤人体阳气,或伤脾导致脾的免疫

功能下降,最终导致机体免疫功能降低 [ 1 ]
。在湿证

证候的病因病机的研究中,一些学者虽然发现湿证

患者细胞免疫功能降低,但对湿证患者免疫识别功

能是否障碍这个核心问题未作进一步研究,即湿邪

是否具有“蒙蔽性”,湿邪致病是否通过影响免疫识

别功能来影响细胞免疫功能
[ 2-3 ]
。

我们通过采用 FQ-PCR 技术检测 CHB湿证患

者外周血 T淋巴细胞受体 β链 V区 ( TCRVβ) 基因

亚家族的表达, 以及采用化湿法治疗后的变化, 以

TCRVβ亚家族的表达为切入点从免疫识别的角度

来探讨湿证病机的“蒙蔽性”特点,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 临床资料 3 例 CHB湿证患者均来自中山大

学附属第一医院中医科门诊,男性 2 例, 女性 1 例,

年龄分别为 25 岁, 36 岁, 29 岁,正常对照组 1 例,为

男性, 29 岁。

1.2 样本收集标准

1.2.1 诊断标准 湿证的诊断标准参照《中医证候

规范》一书中的湿证相关诊断标准
[ 4]

; CHB的临床

诊断标准参照年 2005 年《慢性乙型肝炎防治指

南》
[ 5 ]
。

1.2.2 健康对照者  来自健康体检者,无特殊不

适,检查三大常规、肝肾功能 、肿瘤标志物检测、病

毒标志物检测均正常。

1.3 方法 对 CHB湿证患者进行化湿治疗( 藿朴

夏苓汤加减) ,疗程半年,治疗前后抽血备检,同时对

健康对照组抽血备检。组成: 白蔻仁 10 g, 厚朴 12

g,茯苓 15 g,猪苓 15 g,泽泻 9 g,杏仁 9 g,薏苡仁 9

g,藿香 12 g,法半夏 15 g,白花蛇舌草 15 g,鸡骨草

15 g。水煎服,每次 100 mL, 3 次 / d。

1.4 观察指标

1.4.1 症状、体征改善情况  主要观察乏力、胸闷

腹胀、纳差、胁痛等主要症状和舌苔白厚腻、肝区压

痛、肝区扣痛等体征变化,根据主要症状、体征轻重

程度—轻( + ) 、中( ++ ) 、重( +++ ) 评估。

1.4.2 TCRVβ基因表达的检测  采用荧光定量

PCR方法检测 TCRVβ基因表达, TCRVβ24 个亚家

族基因引物参照文献 [ 6] 。基因取用表达率:每例

患者 Vβ的取用表达率等于该亚家族的表达量除以

每个亚家族表达量的和,例 Vβ1 = Vβ1 / ( Vβ1 + Vβ2

+ . . . . . . + Vβ24) 。

1.5 统计学方法 计量资料采用配对资料 t检验。

肝功能采用美国实验仪器公司的 Manual 自动检测

仪检测,乙肝病毒标志物的检测采用酶联免疫吸附

分析法, HBV-DNA检测采用荧光定量 PCR法。

2 结果

2.1 症状、体征变化情况 3 例 CHB湿证患者治疗

前后症状、体征变化比较,治疗后主症全部消失,主

舌、主脉、或见症都有明显改善。3例 CHB湿证患者

治疗后,按照湿证诊断标准均为非湿证者。见表 1。

表 1 3例患者治疗前后症状、体征变化

症状 /体征 A1 A2 B1 B2 C1 C2

脘闷腹胀 ++ - ++ - ++ -

头身困重 ++ - + - ++ -

口黏或腻 ++ - ++ - ++ -

饮食减少 ++ - ++ - ++ +

胁痛 ++ - + - ++ -

�气 + + + - ++ -

肠鸣 + + + - + -

倦怠乏力 ++ + ++ - + -

大便溏泄 + - + - + +

舌淡红润苔白腻 ++ - + - ++ -

脉缓无力 + - + - + -

面色灰暗或不华 ++ + ++ + ++ -

肝区叩痛或压痛 ++ - + - ++ -

  注 : A, B, C 代表 3 个患者 , D代表正常人 , 1 代表治疗前 , 2 代表

治疗后 (表 2 ～3 同 ) 。

2.2 ALT, AST, HBV-DNA,病毒标志物变化  3 例

CHB湿证患者治疗后肝功能均由中度升高恢复到

正常水平, HBeAg均发生血清学转换, HBV-DNA定

量均降低或转阴,但 HBsAg仍为阳性。见表 2。

2.3 TCRVβ亚家族表达水平变化情况 3 例治疗

前 TCRVβ表达偏低,经治疗后表达升高的亚家族是

TCRVβ1( t = 7. 00, P < 0. 05) , TCRVβ6. 1( t = 25. 39,
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P <0. 01) , TCRVβ7( t =12. 64, P <0. 01) 、TCRVβ8( t

= 5. 36, P <0. 05) ; 3 例治疗前 TCRVβ表达均偏高,

经治疗后表达降低的亚家族是 TCRVβ12( t = 5. 87,

P <0. 05) , TCRVβ14( t = 5. 40, P <0. 05) 。见表 3。
表 2 患者 ALT, AST,HBV -DNA,病毒标志物

患者 ALT/ U·L - 1 AST/U·L - 1 HBV-DNA /Copies·mL - 1 HBsAg HBeAg Anti-HBe

A1 204. 8 110. 6 1. 29E + 09 + + -

B1 303. 7 192. 3 3. 25E + 08 + + -

C1 276. 1 129. 1 9. 36E + 07 + + -

A2 26. 3 28. 1 1. 05E + 03 + - +

B2 32. 5 32. 8 < 1 000 + - +

C2 20. 3 25. 0 < 1 000 + - +

表 3 患者 TCRVβ亚家族表达水平

Vβ A1 A2 B1 B2 C1 C2 D

Vβ1 3. 3 ×10 - 3 6. 2 ×10 - 2 2. 9 ×10 - 3 5. 3 ×10 - 2 4. 2 ×10 - 3 7. 1 ×10 - 2 4. 9 ×10 - 2

Vβ2 8. 2 ×10 - 2 7. 7 ×10 - 2 6. 2 ×10 - 2 6. 8 ×10 - 2 5. 8 ×10 - 2 6. 3 ×10 - 2 4. 1 ×10 - 3

Vβ3 7. 2 ×10 - 2 6. 9 ×10 - 3 3. 2 ×10 - 2 8. 2 ×10 - 3 6. 0 ×10 - 2 9. 1 ×10 - 3 3. 1 ×10 - 4

Vβ4 1. 78 ×10 - 3 2. 4 ×10 - 3 4. 2 ×10 - 3 6. 6 ×10 - 3 6. 9 ×10 - 3 6. 2 ×10 - 3 8. 4 ×10 - 2

Vβ5. 1 3. 2 ×10 - 3 6. 2 ×10 - 3 5. 2 ×10 - 3 9. 0 ×10 - 3 1. 9 ×10 - 3 7. 2 ×10 - 3 6. 9 ×10 - 2

Vβ5. 2 2. 2 ×10 - 1 9. 3 ×10 - 3 6. 1 ×10 - 1 4. 2 ×10 - 2 6. 2 ×10 - 1 4. 2 ×10 - 2 1. 10 ×10 - 2

Vβ6 3. 0 ×10 - 3 5. 0 ×10 - 2 4. 8 ×10 - 3 6. 3 ×10 - 2 1. 2 ×10 - 3 6. 2 ×10 - 2 7. 42 ×10 - 2

Vβ7 1. 9 ×10 - 3 3. 1 ×10 - 2 2. 5 ×10 - 3 5. 4 ×10 - 2 4. 2 ×10 - 3 5. 9 ×10 - 2 6. 27 ×10 - 2

Vβ8 4. 5 ×10 - 3 6. 9 ×10 - 2 4. 2 ×10 - 3 5. 9 ×10 - 2 3. 7 ×10 - 3 5. 8 ×10 - 2 8. 52 ×10 - 2

Vβ9 8. 8 ×10 - 3 9. 6 ×10 - 3 6. 7 ×10 - 3 8. 2 ×10 - 3 8. 7 ×10 - 2 9. 0 ×10 - 3 1. 14 ×10 - 2

Vβ10 5. 2 ×10 - 3 4. 4 ×10 - 3 3. 2 ×10 - 3 3. 9 ×10 - 3 2. 3 ×10 - 3 2. 2 ×10 - 3 6. 7 ×10 - 3

Vβ11 1. 2 ×10 - 2 2. 2 ×10 - 2 3. 2 ×10 - 2 3. 9 ×10 - 2 2. 2 ×10 - 2 3. 5 ×10 - 2 5. 3 ×10 - 2

Vβ13. 1 2. 5 ×10 - 4 3. 2 ×10 - 4 4. 0 ×10 - 4 3. 8 ×10 - 4 2. 4 ×10 - 4 1. 9 ×10 - 4 5. 5 ×10 - 4

Vβ13. 2 8. 2 ×10 - 4 9. 1 ×10 - 4 7. 2 ×10 - 4 8. 2 ×10 - 4 1. 9 ×10 - 3 2. 2 ×10 - 3 2. 5 ×10 - 3

Vβ14 8. 1 ×10 - 2 6. 4 ×10 - 3 7. 3 ×10 - 2 4. 6 ×10 - 3 9. 2 ×10 - 2 3. 9 ×10 - 3 2. 6 ×10 - 3

Vβ15 4. 5 ×10 - 2 3. 7 ×10 - 2 4. 9 ×10 - 2 5. 2 ×10 - 2 6. 7 ×10 - 2 5. 0 ×10 - 2 7. 3 ×10 - 2

Vβ16 5. 2 ×10 - 5 2. 0 ×10 - 5 4. 9 ×10 - 5 3. 8 ×10 - 5 4. 2 ×10 - 5 5. 2 ×10 - 5 5. 6 ×10 - 5

Vβ17 4. 4 ×10 - 6 5. 2 ×10 - 6 6. 3 ×10 - 6 5. 7 ×10 - 6 6. 0 ×10 - 6 6. 8 ×10 - 6 9. 9 ×10 - 6

Vβ18 1. 2 ×10 - 6 3. 2 ×10 - 6 5. 3 ×10 - 6 3. 9 ×10 - 6 6. 2 ×10 - 6 5. 0 ×10 - 6 4. 3 ×10 - 6

Vβ19 5. 1 ×10 - 5 6. 7 ×10 - 5 9. 2 ×10 - 5 1. 2 ×10 - 4 1. 2 ×10 - 5 4. 2 ×10 - 5 1. 7 ×10 - 5

Vβ20 7. 2 ×10 - 5 8. 4 ×10 - 4 6. 9 ×10 - 4 6. 3 ×10 - 4 9. 2 ×10 - 5 2. 2 ×10 - 2 3. 1 ×10 - 4

Vβ21. 1 8. 2 ×10 - 4 9. 9 ×10 - 4 7. 2 ×10 - 4 8. 7 ×10 - 4 6. 2 ×10 - 4 8. 6 ×10 - 4 4. 1 ×10 - 4

Vβ21. 2 3. 7 ×10 - 5 4. 2 ×10 - 5 1. 9 ×10 - 5 2. 2 ×10 - 5 3. 0 ×10 - 5 4. 2 ×10 - 5 5. 5 ×10 - 5

Vβ21. 3 9. 3 ×10 - 3 5. 2 ×10 - 4 8. 7 ×10 - 3 3. 2 ×10 - 4 1. 2 ×10 - 2 9. 2 ×10 - 4 2. 7 ×10 - 4

Vβ22 5. 2 ×10 - 6 6. 0 ×106 1. 2 ×10 - 6 5. 5 ×10 - 6 9. 2 ×10 - 7 1. 1 ×10 - 6 7. 5 ×10 - 6

Vβ23 8. 5 ×10 - 3 9. 3 ×10 - 3 7. 7 ×10 - 2 9. 1 ×10 - 2 9. 2 ×10 - 2 8. 2 ×10 - 2 3. 0 ×10 - 1

Vβ24 9. 2 ×10 - 3 8. 9 ×10 - 4 1. 0 ×10 - 2 8. 9 ×10 - 4 8. 2 ×10 - 3 4. 2 ×10 - 4 1. 9 ×10 - 4
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3 讨论

湿证是 CHB发生发展过程中常见的证候之一。

作为致病因素,湿邪黏滞重着,易壅滞郁遏闭阻,易

损伤人体阳气,或伤脾导致脾的免疫功能下降,最终

导致机体免疫功能降低,因此研究 CHB湿证机体免

疫功能的变化具有重要的意义。

T淋巴细胞受体( TCR) 在 T淋巴细胞抗病毒感

染中发挥着至关重要的作用。TCR是 T淋巴细胞表

面识别外来抗原与自身 MHC类抗原复合物的受体,

其识别抗原的多样性与特异性的功能在 T细胞发挥

免疫作用过程起着关键作用
[ 7 ]
。T细胞受体可变区

β( TCRVβ) 至少有 24 个亚家族,在受到特异性抗原

刺激时会引起某一个或某几个亚家族的 TCR重排,

形成外周多样性的 T细胞库,以识别众多外来的抗

原,因此 TCRVβ基因谱系的选择性表达代表了 T淋

巴细胞对抗原产生特异性免疫应答的潜能, 分析

TCRVβ基因谱系的选择性表达可了解免疫系统的

识别状态,是日益受到高度重视的研究领域
[ 8 -9 ]
。

我们以前的研究发现 CHB 湿证患者 TCRVβ7

表达低下与 T细胞免疫功能障碍密切相关, 导致了

病情的迁延发展,经化湿法治疗后部分 HBV-DNA、

HBeAg阴转且肝功能水平正常的患者 TCRVβ7 基因

表达明显增强,提示优势克隆参与 HBV的清除及细

胞毒作用,有必要从免疫识别角度深入开展湿邪致

病机理的研究。
[ 10 ]

本研究发现, CHB湿证患者治疗前 TCRVβ表达

偏低,经治疗后表达均升高的亚家族是 TCRVβ1,

TCRVβ6. 1, TCRVβ7, TCRVβ8, 提示在 TCR 有效识

别 HBV病毒的过程中, Vβ1, Vβ6. 1, Vβ7, Vβ8 亚家

族基因优势扩增, 其 V区识别 ΗΒV病毒后基因发

生了重排,激活相应的 VβT 细胞, 来产生有效的免

疫反应。

同时还发现随着化湿治疗后的 TCRVβ表达表

达变化, CHB湿证患者的自觉症状和体征均得到明

显好转,肝功能恢复到正常, HBV-DNA转阴, HBeAg

发生血清学转换,提示化湿中药对 CHB湿证患者可

能通过调节 TCRVβ的表达,改善免疫识别,激活有

效免疫反应来清除外来邪气。

治疗前表达升高, 经治疗后表达下调的亚家族

是 Vβ12、Vβ14、Vβ21. 3,其机制尚未清楚, 也可能由

于 Vβ家族在 Ag识别过程中很少参与有关。

综上所述, CHB湿证患者同时多个 TCRVβ亚家

族表达改变,说明 T细胞对抗原刺激的应答是复杂

的;尽管有复杂性,治疗前后 TCRVβ1, Vβ6. 1, Vβ7,

Vβ8 亚家族的一致性变化,这一点可能是 CHB湿证

患者免疫异常研究的切入点,以此为切入点的深层

次研究将可能丰富并推动湿证病机“蒙蔽性”的研

究,同时也将为 HBV所致 CHB免疫功能异常,继而

导致病情迁延不愈提供了一条新的治疗思路。
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