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  摘要 目的 探讨加味青蒿鳖甲汤对急性髓性白血病完全缓解患者CD34+ 源树突细胞(dendritic
cell,DC)诱导过程中IL-6的影响。方法 以高、中、低剂量的加味青蒿鳖甲汤煎剂灌胃新西兰大白兔

制备不同浓度的含药兔血清备用。Ficoll梯度离心法分离骨髓单个核细胞,继予CD34+ 免疫磁珠提纯

得到CD34+细胞。使用Flt-3、IL-3、TPO、SCF等细胞因子体外扩增后,以IFN-α、GM-CSF、IL-4、TNF-
α等细胞因子配以不同浓度的含药兔血清进行体外诱导DC。在DC诱导的第0天、第6天、第9天取上

清采用ELISA法检测上清液中IL-6的含量,并在第9天使用流式细胞术检测DC表面分子CD80、

CD83、CD86、CD1a、HLA-DR的表达。结果 各含药血清+细胞因子组、正常血清+细胞因子组及单

纯细胞因子组中IL-6的含量都随着DC诱导成熟天数的增加而逐渐升高(P<0.05);在同一时间内各

含药血清+细胞因子组IL-6浓度均较正常血清+细胞因子组、单纯细胞因子组升高(P<0.05)。

CD80、CD83、CD86、CD1a、HLA-DR表面分子在各组中均可表达。CD80表面分子在各组中的表达差

异均无统计学意义(P>0.05);CD83、CD86、HLA-DR等的表达在各含药血清+细胞因子组中均较正

常血清+细胞因子组、单纯细胞因子组高(P<0.05);含药血清中剂量+细胞因子组与低剂量+细胞因

子组中CD1a的表达较高剂量+细胞因子组、正常血清+细胞因子组、单纯细胞因子组高(P<0.05)。
结论 加味青蒿鳖甲汤能促进急性髓性白血病完全缓解患者CD34+ 源DC的成熟,且在诱导DC成熟

的过程中促进DC分泌IL-6。
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  Abstract Objective ToexploretheeffectsofmodifiedQinghaoBiejiadecoctiononIL-6duringtheinduction
ofCD34+cell-derivedDCinpatientswithacutemyelogenousleukemiacompleteremission(AML-CR).Methods 
NewZealandwhiterabbitsweregivenbygavagewithmodifiedQinghaoBiejiadecoctionofhigh,mediumandlow
doserespectivelyandpreparedfordifferentconcentrationsofrabbitdrug-containingserum.Bonemarrowmononu-
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clearcellswereisolatedbyFicollgradientcentrifugation,andpurifiedsecondarytoCD34+immunomagneticbeads
togenerateCD34+cells.AftertheamplificationinvitrobyFlt-3,IL-3,TPOandSCFcytokines,differentconcen-
trationsofrabbitdrug-containingserumwerepreparedforinductionaccompaniedwithIFN-α,GM-CSF,IL-4and
TNF-αtoinduceDCinvitro.Onthe0,6thand9thdaysoftheinductionofDC,thecontentofIL-6inthesuperna-
tantsweremeasuredbyELISA.AndtheexpressionofDCsurfacemoleculesCD80,CD83,CD86,CD1a,HLA-DR
weredetectedbyflowcytometryonday9.Results ThecontentofIL-6ineachdrug-containingserum+cytokine
group,normalserum+cytokinegroup,andcytokinesalonegroupallgraduallyincreasedwiththedaysofDCin-
ducedmaturity(P<0.05).AndthecontentofIL-6wasincreasedineachdrug-containingserum+cytokinegroup
whencomparedwiththenormalserum+cytokinegroupandcytokinealonegroupinthesametime(P<0.05).
TheCD80,CD83,CD86,CD1aandHLA-DRsurfacemoleculeswereexpressedinallgroups.Theexpressionof
CD80surfacemoleculeshowednodifferenceineachgroup(P>0.05).TheexpressionsofCD83,CD86andHLA-
DRineachdrug-containingserum+cytokinegroupwerehigherthanthoseinnormalserum+cytokinegroupand
cytokinealonegroup(P<0.05).TheexpressionofCD1ainmediumdosedrug-containingserum+cytokinegroup
andlowdosedrug-containingserum+cytokinegroupwerehigherthanthoseinhighdosedrug-containingserum
+cytokinegroup,normalserum +cytokinegroupandcytokinealonegroup(P<0.05).Conclusion Modified
QinghaoBiejiadecoctioncouldpromotethematurityofCD34+cell-derivedDCinAML-CRpatients,andmean-
whilepromoteDCtosecreteIL-6duringtheinductionofDCmaturation.

Keywords acutemyelogenousleukemia;completeremission;modifiedQinghaoBiejiadecoction;dendritic
cell;IL-6

  急性白血病(acuteleukemia,AL)完全缓解后复

发是困扰其治愈的一大难题,其中微小残留白血病

(minimalresidualdiseaseinleukemia,MRD-L)是复

发的根源所在[1]。树突细胞(dendriticcells,DC)可提

呈白血病抗原,使抗白血病的特异性 T细胞启动应

答。MRD-L状态下各种细胞因子水平紊乱,以及机

体内环境发生改变对DC的转化及功能产生不利影

响,引起免疫功能下降、残留的白血病细胞逃逸机体

免疫。因此,彻底清除白血病患者体内的 MRD是改

善AL患者生活质量并延长无病生存期的重要措施。
本研究在中医药理论指导下,以扶正透毒、祛毒为治

疗原则,探讨加味青蒿鳖甲汤对急性髓性白血病完全

缓解(acutemyelogenousleukemiacompleteremis-
sion,AML-CR)患者CD34+ 源 DC诱导过程中IL-6
水平的影响,以期明确加味青蒿鳖甲汤治疗 MRD的

可能机制。

1 材料与方法

1.1 临床标本来源

选取贵州中医药大学第二附属医院血液科及贵

州省人民医院血液科化疗后达到血液学完全缓解的

AML-CR患者8例,患者符合《血液病诊断及疗效标

准》[2]中的诊断标准,且经细胞学、免疫学、分子生物

学和遗传学确诊为AML,年龄18~65岁,性别不限,

患者知情并签署知情同意书。

1.2 主要试剂及设备

人淋巴细胞分离液(天津灏洋公司),RPMI1640
(美国GBICO公司),CD34+ 细胞免疫磁珠分选试剂

盒(瑞士DYNAL公司),FMS样络氨酸激酶3(Flt-
3)、白细胞介素-3(IL-3)、血小板生成素(TPO)、干细

胞生长因子(SCF)、重组粒细胞-巨噬细胞集落刺激因

子(GM-CSF)均来自美国PreproTech公司;重组人

α-干扰素(IFN-α)、白细胞介素-4(IL-4)、肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)均 来 自 上 海 primefene公 司;CD80、

CD83、CD86、CD1a、HLA-DR抗体由美国BioLegend
公司提供。IL-6ELISA检测试剂盒(武汉华美公司);
水纯化装置(SZ-97自动三重纯水整蒸馏器);电热鼓

风干燥箱(101-1AB型,天津伟泰斯特);全自动高压

灭菌锅(MLS-3020,日本三洋);倒置显微镜(奥林巴

斯IX71);二氧化碳培养箱(Thermo,3111型);低温离

心机(TD24-WS,新湘仪);自动酶标检测仪(ELX800,
美国通用);流式细胞仪(BDFacscalibur);3D摇床

(KB-7007,海门其林贝尔公司);15mL、50mL离心

管,25cm2培养瓶以及6孔板等均来自美国CORNI-
NG公司。

1.3 加味青蒿鳖甲汤含药兔血清制备

煎取加味青蒿鳖甲汤(黄芪、黄精、青蒿、鳖甲、白
花蛇舌草、半枝莲等)原药并浓缩药液浓度至2g/mL,
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室温冷却后置于4℃冰箱备用。将12只新西兰兔(4
月龄、体质量约2kg、来自贵阳鹏程农业科技有限公

司)随机分成4组:加味青蒿鳖甲汤高、中、低剂量组

及空白组,每组3只,参照《药理实验方法学》[3]人-兔
体表面积等效剂量比换算后得出加味青蒿鳖甲汤灌

胃高、中、低剂量分别为10g/kg、5g/kg、2.5g/kg;灌
胃连续3天,每天2次(于每日早晚进食前),空白组正

常饮食不予特殊处理。于最后1次灌胃2h后在无菌

条件下行 心 脏 取 血,将 取 得 的 血 清 用 微 孔 滤 过 膜

(0.45μm)过滤除菌后,在超净台内分装,标记、冻存

于-20℃冰箱。

1.4 CD34+细胞体外提取、扩增

用PBS将抽取的 AML-CR患者骨髓以1∶1稀

释、混匀后,并按2∶1的比例将骨髓贴壁匀速缓慢地

加入装有人淋巴分离液的15mL离心管内,置于离心

机中以2000r/min离心20min后,提取白膜层并移

入新的15mL离心管内,予PBS按3∶1的比例稀释、
混匀后于离心机内以1500r/min离心10min后取

出,弃上清,再次予PBS按上述比例稀释、混匀后于离

心机内以1500r/min离心10min后取出,弃上清,所
得即为骨髓单个核细胞(BMNC),用1mL10% FCS
RPMI1640稀释后混匀备用。将100μLCD34+免疫

磁珠用2mLEDTA液在磁珠架上清洗干净后弃上

清,将收集的BMNC与免疫磁珠充分混匀。于4℃条

件下放置于摇床上震荡孵育30min后,静置于磁架上

1min,弃上清。用2mLPBS洗涤后置于磁珠架上,
弃上清,此步骤重复3次后加入100μL磁珠清洗液、1
mL10%FCSRPMI1640培养基混匀后置于摇床上

室温下震荡孵育40min,再加入2mLPBS充分混匀

加强洗磁珠,于磁珠架上静置2min,收集上清液于无

菌离心管内。如此反复3次,将所收集的细胞悬液以

1000r/min离心5min后弃上清,以3mL10% FCS
RPMI1640培养混匀细胞后移入新的5mLEP管中,
于磁架上静置2min,用新的15mL离心管收集剩余

液体,重悬得到CD34+ 细胞。将提取获得的CD34+

细胞用移液器加入25cm2培养瓶中,并在培养瓶中加

入Flt3、IL-3、TPO、SCF等细胞因子,在培养瓶中进

行CD34+细胞扩增,扩增时间为5~7天,隔天需半量

换液,换液同时需补充等量培养基及扩增因子。

1.5 DC诱导

CD34+细胞扩增5~7天后,在显微镜下观察到

其细胞数量呈对数生长后离心,并补充5mL10%
FCSRPMI1640培养基,将其等分加入6孔培养板

中,用培养液调整每孔细胞数约1×106/mL,将6孔

培养板分为5组,分别加入含药兔血清及细胞因子以

诱导DC,具体分组如下:单纯细胞因子组(A组)、正
常兔血清+细胞因子(B组)、加味青蒿鳖甲汤低剂量

+细胞因子组(C组)、加味青蒿鳖甲汤中剂量+细胞

因子组(D组)、加味青蒿鳖甲汤高剂量+细胞因子组

(E组);其中含药兔血清浓度为200μL/mL,细胞因

子浓度分别为IFN-α100ng/mL,GM-CSF100ng/

mL,IL-450ng/mL,TNF-α100ng/mL。诱导9天,
诱导期间每3~4天进行半量换液,并补充等量的

10%FCSRPMI1640培养基、细胞因子及兔血清,各
组在培养第7天半量换液后均加入 TNF-α促进DC
成熟。

1.6 IL-6检测

在DC诱导过程中的第0天、第6天、第9天分别

吸取上清液1mL置于已标记好的1.5mL无菌EP
管中,于-20℃条件下保存备用,按照ELISA试剂盒

说明书于酶标仪检测IL-6的光密度值并计算其水平。

1.7 DC鉴定

在倒置显微镜下观察DC的大小、形态并记录;使
用自动细胞计数仪将细胞数量调整至5×105~1×
106/mL,用15mL试管分别收集6孔板中的细胞,再
用PBS溶液洗涤6孔板3次并收集洗涤液,经2000
r/min离心5min后,以2mL10% FCSRPMI1640
培养基重悬混匀细胞后取1mL于小EP管中,开盖于

培养箱中培养过夜后分别加入 CD83、CD86、CD80、

CD1a、HLA-DR抗体各5μL,再加入细胞100μL,充
分混匀后放置20min,用流式细胞仪检测DC表面分

子CD83、CD86、CD80、CD1a及HLA-DR的表达率。

1.8 统计学分析

采用SPSS20.0统计软件进行统计学分析,计量

资料采用均数±标准差(􀭺x±s)表示,组间比较采用单

因素方差分析,以P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 CD34+细胞数量及扩增情况

经免疫磁珠提取的CD34+ 细胞数量以及经培养

扩增后的CD34+细胞数量分别为(4.13±1.76)×104

个/mL和(5.23±1.67)×106个/mL。

2.2 DC形态观察

随着DC诱导天数的增加,在扩增培养第3天细

胞表面变得不规则、毛糙,并相互成簇出现聚集现象;
见图1。培养第6天时,细胞胞体增大,聚集增多,细
胞表面突起变粗、变长,犹如树杈状分枝;见图2。在

第9天时细胞胞体明显增大,突起增多,基本形成具
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有典型成熟形态的DC;见图3。

A(×200倍);B(×400倍)
图1 扩增培养第3天DC形态

A(×200倍);B(×400倍)
图2 扩增培养第6天DC形态

A(×200倍);B(×400倍)
图3 扩增培养第9天DC形态

2.3 IL-6含量比较

CD34+细胞诱导成DC的过程中随着时间的推移

各含药血清+细胞因子组、正常血清+细胞因子组及

单纯细胞因子组中IL-6的水平都随着DC诱导成熟

天数的增加而逐渐升高(P<0.05);在同一时间内各

含药血清+细胞因子组IL-6浓度均较正常血清+细

胞因子组、单纯细胞因子组升高(P<0.05)。在相同

时间内各含药血清组中,加味青蒿鳖甲汤高剂量+细

胞因子组与加味青蒿鳖甲汤中剂量+细胞因子组比

较差异无统计学意义(P>0.05);与加味青蒿鳖甲汤

低剂量+细胞因子组相比,加味青蒿鳖甲汤高剂量+
细胞因子组、加味青蒿鳖甲汤中剂量+细胞因子组中

IL-6浓度均明显升高(P<0.05);正常血清+细胞因

子组、单纯细胞因子组之间比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。见表1。
表1 各组IL-6含量比较(n=8,pg/mL,􀭺x±s)

组别
IL-6浓度

培养第0天 培养第6天 培养第9天

A组 2.66±1.24 2.90±1.30▲ 4.10±2.23▲□

B组 3.48±1.11 4.38±2.30▲ 6.39±3.18▲□

C组 6.49±2.30* 7.88±3.51*▲ 10.70±3.99*▲□

D组 9.94±2.74*� 10.75±3.73*�▲ 15.29±6.76*�▲□

E组 11.47±3.82*� 13.28±4.42*�▲ 19.89±9.03*�▲□

  与A组、B组比较*P<0.05;与C组比较�P<0.05;与第

0天比较▲P<0.05;与第6天比较□P<0.05

2.4 DC表面分子表达比较

CD80、CD83、CD86、CD1a、HLA-DR表面分子在

各含药血清+细胞因子组、正常血清+细胞因子组及

单纯细胞因子组中均可表达,但CD80的表达差异无

统计学意义(P>0.05);CD83、CD86、HLA-DR表达

在各含药血清+细胞因子组中均较正常血清+细胞

因子组、单纯细胞因子组高(P<0.05),而含药血清

高、中、低剂量+细胞因子组之间比较,差异无统计学

意义(P>0.05),正常血清+细胞因子组、单纯细胞因

子组之间比较,差异亦无统计学意义(P>0.05);含药

血清中剂量+细胞因子组与低剂量+细胞因子组中

CD1a的表达较高剂量+细胞因子组、正常血清+细

胞因子组、单纯细胞因子组高(P<0.05),而含药血清

中剂量+细胞因子组与低剂量+细胞因子组之间比较,
差异无统计学意义(P>0.05),含药血清高剂量+细胞

因子组与正常血清+细胞因子组、单纯细胞因子组之间

比较,差异亦无统计学意义(P>0.05)。见表2。

表2 各组DC表面分子表达比较(n=8,%,􀭺x±s)

组别 CD80 CD83 CD86 CD1a HLA-DR

A组 18.4±0.55 30.78±0.66 31.65±2.39 43.29±1.31 45.84±4.33

B组 18.38±0.66 29.88±0.98 29.92±1.18 41.75±1.01 43.58±1.88

C组 18.72±0.85 77.03±3.14*� 75.60±2.24*� 73.38±2.80*�▲ 84.29±4.07*�

D组 18.61±0.79 77.04±1.68*� 73.50±5.11*� 74.68±3.13*�▲ 87.24±2.19*�

E组 18.49±0.26 77.83±1.61*� 76.29±2.29*� 41.44±1.56*� 85.63±3.67*�

  与A组比较*P<0.05;与B组比较�P<0.05;与E组比较▲P<0.05
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3 讨论

中医认为,AL的发生与机体正气虚弱、邪毒入血

伤髓有关,正气虚弱是本病发生的内因;加之抗癌药

物的攻伐使正气进一步受损,以致患者完全缓解后仍

然正气不足。化疗是 AML的主要治疗手段,但其对

白血病细胞的杀灭呈对数级,并不可能彻底杀灭白血

病细胞。而且由于血-脑、血-睾丸等屏障的存在,化疗

药物难以到达脑、睾丸等部位,所以脑、睾丸等部位可

能残留有白血病细胞;这些残留的白血病细胞是导致

AL复发的主要原因。化疗药物在有效杀伤白血病细

胞的同时也强烈抑制机体的免疫功能,因此AL患者

存在着免疫功能紊乱。化疗后患者机体免疫功能进

一步下降,使正常的免疫监视功能遭到破坏,残存在

血液、骨髓、脑膜、睾丸等部位的少量白血病细胞容易

引起AL复发;中医认为这些病位属于至阴之分,因此

可以认为,AL完全缓解后的基本病机特点是“正气虚

弱,余毒伏阴”。针对这一病机特点,既要扶助正气,
也需祛除余毒。同时,由于余毒深伏阴分,尚需将阴

分余毒透出阳分以清解。因此,扶正透毒祛毒之法切

合AL完全缓解后的病机特点。
本研究选用“入阴透邪”经典方青蒿鳖甲汤,将伏

于阴分的毒邪透出阳分而祛除。《温病条辨》指出:
“邪气深伏阴分,混处气血之中,不能纯用养阴,又非

壮火,更不得任用苦燥。故以鳖甲蠕动之物,入肝经

至阴之分,既能养阴,又能入络搜邪;以青蒿芳香透

络,从少阳领邪外出”,该方以青蒿、鳖甲为君,生地、
知母为臣并佐以丹皮而成。在透除毒邪的同时加用

扶正祛毒药物,以恢复机体正气、抵御外邪,并将透出

的毒邪祛除而达到“正足邪自祛、邪祛正自安”。扶正

药物选用党参、黄芪、白术、茯苓、女贞子、旱莲草,具
有益气健脾、滋补肝肾之功效,可使气血得补,正气存

内而邪不可干,从而增强机体的抵抗力。祛毒药物选

用祛毒解毒抗癌的半枝莲、大青叶、白花蛇舌草、重
楼,主要针对缓解期残留的余毒及化疗药物攻伐之

毒。青蒿鳖甲汤与扶正祛毒药物合用可使透邪与养

阴并存,扶正与祛邪并进,能使脏腑功能得以调整、正
气得以恢复、余毒得以清除,从而提高机体免疫力,恢
复患者正常的免疫功能。

DC作为特异性免疫应答的始动者,其可提呈大

量抗原肽/MHCⅠ类分子复合物、抗原肽/MHCⅡ类

分子复合物,并能高表达CD80、CD86等共刺激分子

及某些黏附分子;DC能在这些分子信号作用下使T
细胞活化、增殖并发挥其功能。DC在人体内分布广

泛,除脑以外的全身各个脏器均有分布,但其数量极

少。AML-CR患者因为白血病细胞的浸润以及化疗

的损伤等多种因素导致免疫功能减弱,包括DC数量

的减少、功能的减退。加之白血病细胞的肿瘤免疫原

性减弱或抗原调变而出现免疫抑制,使得残留于患者

体内的白血病细胞难以清除。因此如何增加并完善

白血病患者体内的DC数量及功能,使其有效提呈肿

瘤抗原,从而发挥免疫监视作用对于改善 AML-CR
的预后具有重要意义。

本研究结果显示,随着DC诱导时间的进展,在倒

置显微镜下发现细胞表面逐渐变得毛糙、不规则,并
聚集增多,第9天左右时可呈现成熟的DC形态,即细

胞表面如树突状;为更好地了解DC的成熟情况,通过

流式细胞术对 DC的表面抗原 CD80、CD83、CD86、

CD1a、HLA-DR进行检测,结果显示:各组含药血清

+细胞因子组均能高表达CD83、CD86、HLA-DR,但

CD80的表达差异无统计学意义;CD1a在含药血清中

剂量组与低剂量组中的表达明显高于高剂量组、正常

血清+细胞因子组及单纯细胞因子组。高剂量组

CD1a的表达明显低于中、低剂量组可能与CD1a对中

药复方有较低的浓度依赖有关,抑或与样本量较少有

一定的关系。含药血清组与正常血清+细胞因子组、
单纯细胞因子组相比能更好地诱导DC成熟,考虑与

含药血清的有效成分能调节机体内环境,从而改变

DC所处微环境中的相关细胞因子含量有关。以上提

示加味青蒿鳖甲汤能促进AML-CR患者CD34+细胞

向DC转化。
细胞因子具有广泛的生物学活性,在机体的自

稳、防卫和免疫调控等方面扮演着重要角色。细胞因

子网络失衡会使机体内环境发生紊乱,影响DC的分

化成熟,从而不能有效地发挥抗原提呈功能,使得肿

瘤细胞逃避免疫监视,并导致肿瘤的发生及发展。成

熟的DC能分泌IL-1、IL-6、IL-12、TNF-α、IFN-α等细

胞因子及多种趋化因子。IL-6作为众多细胞因子中

的一员,能促进细胞增殖、分化。在诱导DC的第0、

6、9天通过ELISA法对IL-6的含量进行检测发现,

IL-6的含量随着时间的递增而逐渐增多,各含药血清

组均较对照组明显升高,表明加味青蒿鳖甲汤含药血

清在诱导CD34+源DC成熟过程中可能促进了DC分

泌IL-6。其机制可能是加味青蒿鳖甲汤能直接调节

机体内环境,改善细胞因子网络失衡状态,从而促进

DC分泌IL-6。有研究[4]发现IL-6能让单核细胞来源

的DC上 MHC-Ⅱ类分子及CD86的表达明显提高。

SaijoY等[5]发现IL-6能刺激肿瘤细胞表达抗原,并
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且能诱导DC分化,刺激细胞毒性T淋巴细胞增殖而

杀伤肿瘤细胞。故推测加味青蒿鳖甲汤含药血清在

诱导CD34+源DC成熟过程中分泌IL-6的同时,IL-6
又能以正反馈的方式促进DC的分化成熟。研究证实

IL-6有广泛的生物学作用,其能加强B细胞的增殖、
分化,并可分泌抗体,参与炎症反应及抗瘤效应,并能

增强细胞毒性T细胞及自然杀伤细胞的抗肿瘤活性。
前期实验发现该方含药血清对K562细胞的杀伤作用

较细胞因子组大,并能更好地促进DC提呈抗原,更明

显地刺激细胞毒性T细胞活化、增殖,并高效、特异地

杀伤靶细胞[6]。加味青蒿鳖甲汤刺激细胞毒性T细

胞活化、增殖及对靶细胞的特异性杀伤,是否通过增

加IL-6的含量而发挥其作用是值得进一步思考的

问题。
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提供足够的营养支持,从而提高整个坏死区域的股骨

头密度[9]。
综上所述,密集型针刺联合常规西医治疗Ⅱ期

ANFH患者疗效显著,可以通过改善机体血液循环,
促进血清学指标和髋关节功能的恢复,同时改善影像

学指标。然而,本研究不足之处在于:选择的样本量

较少,且未对患者进行长期随访;后期还需进一步研

究加以证明。
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