
体机制还有待深入研究，以期为胃癌的诊治提供新的

思路与靶点。
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ＣＢＰ治疗对重症脓毒症患者外周血
单核细胞 ｍＣＤ１４的影响

李智鑫　应利君　金烈洲　吕　铁　严一核

摘　要　目的　探讨连续性血液滤过技术（ＣＢＰ）治疗对重症脓毒症患者外周血单核细胞 ｍＣＤ１４的影响及其治疗脓毒症的

机制。方法　将笔者医院重症医学科收治的 ６０例重症脓毒症患者分为 ＣＢＰ组及非 ＣＢＰ组。在两组患者治疗过程的 ０、１２、２４、

４８、７２ｈ时相点，留取外周血标本，检测其 ｍＣＤ１４及白细胞弹性蛋白酶表达量的变化。将治疗 ２４ｈ后的两组患者分离出外周血单

核细胞，并于体外培养，以 ＬＰＳ刺激后，在 ４、８、１２、２４、４８ｈ时相点检测单核细胞中 ｍＣＤ１４表达量的变化；同时用 ＥＬＩＳＡ法检测单

核细胞培养液中 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１０水平。结果　随着治疗的进行，ＣＢＰ组白细胞弹性蛋白酶水平较非 ＣＢＰ组下调更显著，

差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而 ＣＢＰ组 ｍＣＤ１４水平较非 ＣＢＰ组上调亦更显著，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＣＢＰ组在孵

育前及孵育后 ４、８ｈ时相点 ｍＣＤ１４水平明显高于同时相的脓毒症组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），其单核细胞接受 ＬＰＳ再刺激

后对炎性反应能力也较脓毒症组强。结论　ＣＢＰ治疗可通过高效清除循环中的炎性因子及白细胞弹性蛋白酶，使 ｍＣＤ１４水平

上调，使部分免疫细胞免疫功能得到一定的恢复，从而改善机体内环境，参与重建机体免疫内稳状态。

关键词　 重症脓毒症　连续性血液滤过　ｍＣＤ１４　白细胞弹性蛋白酶
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　　重症脓毒症患者机体处于免疫功能紊乱状态中，
其促炎／抗炎反应同时存在，二者的强弱处于不断变
化之中，无论是过度炎性反应还是过度免疫抑制都会

给机体造成严重损害
［１］
。如何平衡机体促炎和抗炎

作用，使机体免疫功能得到一定的恢复从而改善脓毒

症患者的预后是目前研究的焦点。有研究者提出

ＣＰＢ可能参与重建脓毒症患者机体免疫内稳状态，近
年来许多相关研究也证实了这一点

［２］
。但是 ＣＰＢ参

与重建机体免疫内稳状态的机制，却一直未明确。单

核细胞 ｍＣＤ１４是一种细菌细胞壁碎片识别受体，直
接参与了对细菌病原体的免疫反应，其存在标志着单

核细胞的成熟
［３，４］
。研究表明，所有脓毒症患者

ｍＣＤ１４表达都有所减少，并与疾病严重程度相关［５］
。

本研究以 ｍＣＤ１４作为切入点，一方面探讨其在创伤
脓毒症患者免疫功能紊乱状态中发挥的作用，另一方

面阐明连续性血液滤过技术（ＣＢＰ）治疗脓毒症的可
能的机制。

资料与方法

１．一般资料
（１）研究对象：选择 ２０１５年 ６月 ～２０１７年 ６月

入住绍兴市人民医院重症医学科符合纳入标准的严

重脓毒症患者６０例（其中呼吸道感染 ３８例，腹腔感
染１１例，泌尿道感染 ６例，消化道感染 ３例，皮肤软
组织感染２例，其中男性３９例，女性２１例；患者年龄
１６～７３岁，平均年龄４５．３７岁），其中 ３０例在常规的
抗感染、脏器功能保护、维持水电解质酸碱平衡、营养

支持及其他对症支持治疗基础上同意接受连续性血

液滤过治疗，分入 ＣＢＰ组（使用美国 ＢａｘｔｅｒＢＭ２５机
器，置换量 ４Ｌ／ｈ，置换液为南京军区总医院配方，滤
器为 ＡＮ６９膜，２４ｈ更换 １次，持续 ７２ｈ以上）；剩余
３０例因某些原因未能行 ＣＢＰ治疗而其余治疗措施相
同的严重脓毒症患者分入非 ＣＢＰ组。所有患者入科
后皆签订知情同意书，经医院伦理委员会伦理学讨论

通过。１）纳入标准：符合严重脓毒症诊断标准：①明
确的临床感染证据；②体温 ＞３８℃或 ＜３５．６℃；③心
率 ＞９０次／分；呼吸频率 ＞２０次／分或需要机械通气；
④顽同性低血压；⑤１２ｈ内出现至少以下 １个脏器功
能不全表现：神志改变；动脉缺氧（ＰａＯ２／ＦｉＯ２＜２８０）；
乳酸高于正常水平或代酸；少尿［尿量 ＜０．５ｍｌ／
（ｋｇ·ｈ）］；ＤＩＣ表现。严重脓毒症指脓毒症患者存在
１个或１个以上器官功能障碍。２）排除标准（符合以
下之一者）：患者年龄 ＞８０岁、慢性肝肾衰竭、使用免
疫抑制剂、肿瘤晚期患者；治疗不足 ７２ｈ、死亡或出院
的患者。

（２）研究方法：３０例严重脓毒症患者在早期液体
复苏、抗感染、维持水电解质酸碱平衡、脏器支持等综

合治疗措施基础上，辅以 ＣＢＰ治疗，在 ＣＢＰ治疗不同
时相时，留取外周血标本，采用流式细胞术对外周血

单核细胞膜表面 ｍＣＤ１４进行检测，采用 ＥＬＩＳＡ法检
测外周血清中白细胞弹性蛋白酶水平。另３０例患者
为与 ＣＢＰ组配对的性别相同，年龄和 ＡＰＡＣＨＥⅡ评
分相近，因经济原因未能行 ＣＢＰ治疗而其余治疗措
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施相同的脓毒症患者作为对照组，与 ＣＢＰ组在相同
时相抽血予同样操作。并在 ＣＢＰ治疗 ２４ｈ后分离两
组患者外周血单核细胞，在体外培养，以革兰阴性菌

表面的脂多糖（ＬＰＳ）刺激，在不同时相检测单核细胞
表面 ｍＣＤ１４表达的变化，ＥＬＩＳＡ法检测单核细胞培
养液 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和 ＩＬ－１０细胞因子水平。

２．实验方法：（１）标本采集及 ｍＣＤ１４的检测：两
组患者在治疗第 ０、１２、２４、４８、７２ｈ时相点，采集 ２ｍｌ
外周静脉血枸橼酸钠抗凝；取 ５０μｌ全血与 １０μｌ
ＣＤ１４单克隆抗体混匀孵育（美国 ＢＤ公司），室温下
避光静置 １５ｍｉｎ，加入溶血素 １ｍｌ（美国 ＢＤ公司），
室温下避光静置 １０ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，去上
清，加入 ＰＢＳ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清，加入 １ｍｌ
ＰＢＳ待测。用流式细胞仪（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）收集
样本并分析数据，每个样本收集有核细胞１００００个，统
计其中有核细胞中 ＣＤ１４表达的百分率、ＣＤ１４阳性细
胞及 ＣＤ１４平均荧光强度（ＣＤ１４ＭＦＩ）（用 Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软
件进行数据分析），并根据公式 ＣＤ１４％ ×ＣＤ１４ＭＦＩ×
ＷＢＣ／１００００计算出 ＣＤ１４指数（ＣＤ１４ＩＮＤ）；ＣＤ１４指
数：反映的是每单位外周血单核细胞膜表面分子

ＣＤ１４相对总数。（２）白细胞弹性蛋白酶水平的检
测：两组患者在治疗第０、１２、２４、４８、７２ｈ时相点，采集
２ｍｌ外周静脉血枸橼酸钠抗凝，４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ，离心

５ｍｉｎ收集上清液保存于 －８０℃备用。待标本采集完
全，采用酶联免疫吸附双抗体夹心原理（ＥＬＩＳＡ）测定
白细胞弹性蛋白酶水平，所需试剂盒均购自美国

Ｒ＆Ｄ公司，所有实验操作严格按照试剂盒内说明书
进行，检测由绍兴市人民医院生化实验室完成。（３）
单核细胞的体外培养：治疗 ２４ｈ后的两组患者，各抽
静脉血 ４ｍｌ枸橼酸钠抗凝，分离出单核细胞，用含
１０％胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０作为培养基，将各组细胞调
整至相同浓度，以 ＬＰＳ（１０μｇ／ｍｌ）刺激后于 ３７℃、５％
ＣＯ２孵育箱中培养，在 ４、８、１２、２４、４８ｈ时相点从相应
培养皿中收集单核细胞，并检测其中 ｍＣＤ１４水平；同
时以 ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养液中 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和
ＩＬ－１０水平。

３．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１８．０统计学软件进行
统计分析，数据均用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用
重复测量数据的方差分析及单因素方差分析处理数

据，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
结　　果

１．两组患者一般情况：两组患者入科时年龄、性
别构成、ＡＰＣＴＣＨ Ⅱ评分之间差异无统计学意义
（Ｐ＞００５），ＣＢＰ组患者 ＩＣＵ住院天数时间及 ２８天
死亡例数明显小于非 ＣＢＰ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５，表１）。

表 １　两组患者一般情况比较 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ 年龄（岁） 性别（男性／女性） ＡＰＣＴＣＨⅡ评分 ＩＣＵ住院时间（天） ２８天死亡例数
ＣＢＰ组 ３０ ４５．４２±８．４７ ２０／１１ ２１．４３±５．６１ ８．３±３．９ ２
非 ＣＢＰ组 ３０ ４５．２６±８．２４ １９／１０ ２０．９３±５．２２ １５．５±７．４ ７

　　与非 ＣＢＰ组比较，Ｐ＜０．０５

　　２．两组患者治疗过程中外周血单核细胞 ｍＣＤ１４
水平的变化：两组患者治疗前，ｍＣＤ１４的水平都较
低，随着治疗的进行，ＣＢＰ组患者 ｍＣＤ１４水平较治疗
前都有明显上调（Ｆ＝７．６８３，Ｐ＜０．０５），特别是治疗
的４８ｈ时相点，ＣＢＰ组较治疗前有较大幅度的上调，
而非 ＣＢＰ组患者随着治疗的进行，ｍＣＤ１４水平较治
疗前只有小幅度上调；且 ＣＢＰ组在治疗后的各个时
相点 ｍＣＤ１４水平均小于非 ＣＢＰ组（Ｆ＝１１．５７２，Ｐ＜
０．０１，图１）。

３．两组患者治疗过程中外周血弹性蛋白酶水平
的变化：两组患者治疗前，弹性蛋白酶水平都较高，随

着治疗的进行，ＣＢＰ组患者弹性蛋白酶水平较治疗前
都有明显下调（Ｆ＝１４．６２０，Ｐ＜０．０１），特别是在最初
的１２ｈ及２４ｈ时相点，随着 ＣＢＰ的治疗，ＣＢＰ组弹性
蛋白酶水平较治疗前有较大幅度的下调，而非 ＣＢＰ

图 １　两组患者治疗过程中外周血单核细胞

ｍＣＤ１４水平的比较
　

组患者随着治疗的进行，在１２、２４ｈ时相点弹性蛋白酶
水平较治疗前无明显变化，４８ｈ始较治疗前有小幅度
下调；且 ＣＢＰ组在治疗后的各个时相点弹性蛋白酶水
平均小于非 ＣＢＰ组（Ｆ＝１８．７６１，Ｐ＜０．０１，图２）。
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图 ２　两组患者治疗过程中外周血弹性

蛋白酶水平的比较　

　　４．两组患者体外培养的单核细胞分泌功能的变
化：ＣＢＰ组外周血单核细胞在 ＬＰＳ刺激下，ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６分泌持续升高，在 １２ｈ时相点分泌达高峰，此
后呈现下降趋势；非 ＣＢＰ组 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６分泌水平
在８ｈ时相点即达高峰，此后也呈现下降趋势；且在细
胞孵育的各个时相点，ＣＢＰ组 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６的分泌
水平皆明显高于非 ＣＢＰ组（Ｐ＜０．０５）。两组细胞在
ＬＰＳ刺激下 ＩＬ－１０分泌水平在各时项点都处于高水
平状态，在各个时相点两组细胞间 ＩＬ－１０分泌水平
比较差异无统计学意（Ｐ＞０．０５，表２）。

表 ２　两组患者体外培养的单核细胞分泌功能的比较 （ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍｌ）

组别 项目 ４ｈ ８ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
ＴＮＦ－α ４４．５７±１６．８４ ６８．７１±２６．８６ ９１．８６±３２．３８ ８４．３７±３０．６８ ８０．６４±２９．９０

ＣＢＰ组 ＩＬ－６ ３２．６６±１８．３６＃ ６０．９７±２４．８０＃ ７７．３０±２８．２２＃ ６７．８３±２２．５０＃ ６４．４０±１８．７３＃

ＩＬ－１０ ４１．１７±２０．１６ ７８．５５±２９．６２ ８９．７５±３６．７６ ９５．９８±３７．６５ ９９．４０±３７．８８
ＴＮＦ－α ２５．４５±１４．７２ ４６．７０±２１．８５ ４２．８６±２３．２７ ４２．７５±２３．６０ ４１．７６±２３．０４

非 ＣＢＰ组 ＩＬ－６ １１．８４±６．２２＃ ３８．４６±１３．０７＃ ３５．４５±１１．４１＃ ２５．６３±９．５５＃ ２１．４８±８．４９＃

ＩＬ－１０ ４２．５１±２０．２８ ８１．９４±３０．７５ ９２．８０±３５．５２ ９４．６２±３６．５６ ９８．５８±３７．２０

　　两组各时相点组间比较，Ｐ＜０．０５；两组各时相点组内比较，Ｐ＜０．０５；两组各时相点组间比较，＃Ｐ＜０．０５；两组各时相点组内比较，＃Ｐ＜０．０５

　　５．两组患者体外培养的外周血单核细胞 ｍＣＤ１４
水平的变化：ＣＢＰ组体外培养的单核细胞在 ＬＰＳ刺
激下，ｍＣＤ１４水平较孵育前明显下降，２４ｈ出现衰
减，考虑为单核细胞凋亡所致，４８ｈ后检测不出
ｍＣＤ１４的表达；而非 ＣＢＰ组体外培养的单核细胞

ｍＣＤ１４水平较孵育前也有所下降，但下降幅度明显
小于 ＣＢＰ组，且在孵育 １２ｈ即出现衰减，２４ｈ后检测
不出 ｍＣＤ１４的表达；ＣＢＰ组在孵育前及孵育后４、８ｈ
时相点 ｍＣＤ１４水平明显高于同时相的非 ＣＢＰ组（Ｐ
＜０．０５，表３）。

表 ３　两组患者体外培养的外周血单核细胞 ｍＣＤ１４水平的比较 （ｘ±ｓ）

分组 项目 孵育前 孵育４ｈ 孵育８ｈ 孵育１２ｈ 孵育２４ｈ 孵育４８ｈ
ＣＢＰ组 ｍＣＤ１４ ５６．２０±１１．８５ ５２．８４±１０．２７ ４１．３２±８．６２ ３２．２０±６．８５ ９．９５±３．５１ ０
非 ＣＢＰ组 ｍＣＤ１４ ３５．４０±７．６３ ３４．５７±７．４４ ３０．２７±６．５８ ５．４０±２．６３ ０ ０

　　与 ＣＢＰ组比较，Ｐ＜０．０５

讨　　论
在脓毒症的发病过程中，单核 －吞噬细胞是宿主

防御各种微生物入侵的核心因素
［５］
。它们在免疫反

应中将入侵的病原微生物抗原递呈给 Ｔ淋巴细胞，通
过产生的各种细胞因子启动和调节细胞和体液免疫

反应。单核细胞 ＣＤ１４是一种细菌细胞壁碎片识别
受体，以两种形式存在，一种以单核细胞膜表面分子

形式存在（ｍＣＤ１４）；另一种以可溶形式游离在血清
中（ｓＣＤ１４），其不仅是成熟单核细胞的标志，在对细
菌病原体的免疫反应中也起到重要作用

［３，４］
。ＬＰＳ首

先与血清的 ＬＰＳ结合蛋白结合，然后再结合于细胞
表面的 ｍＣＤ１４分子，ＬＰＳ－ＬＢＰ－ｍＣＤ１４三体复合物

形式活化 ＴＩＲ４信号转导。其信号转导可以通过激活
ＴＲＡＦ－６和 ＩＲＡＫ－１两种蛋白激酶诱导 ＮＦ－κＢ激
活而起动炎性因子的瀑布反应。而 ｓＣＤ１４则可以通
过中和循环脂多糖来清除内毒素

［６～８］
。研究表明，

ＣＤ１４表达水平在所有脓毒症患者中都有所减少，且
疾病越重，表达水平越低

［５］
。Ｋｉｔｃｈｅｎｓ等［８］

报道，

ｍＣＤ１４水平越低，脓毒症患者的死亡风险越大；这是
由于白细胞弹性蛋白酶可将 ｍＣＤ１４从单核细胞表面
分离开来，成为 ｓＣＤ１４，因而 ｍＣＤ１４数量减少，使单
核细胞免疫反应能力大大削弱

［９，１０］
。

人白细胞弹性蛋白酶（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅｅｌａｓｔａｓｅ，
ＨＬＥ），是多形核白细胞（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒｌｅｕｋｏｃｙｔｅ，
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ＰＭＮＬ）因受炎性刺激而释放出的一种破坏性丝氨酸
蛋白酶，细胞因子、内毒素、血小板活化因子（ｐｌａｔｅｌｅｔ－
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＰＡＦ）等可激活 ＨＬＥ的释放［１１，１２］

。

其可导致严重的组织损伤，与多种疾病的发生和发展

有密切的联系，如肺气肿、慢性阻塞性肺病、急性肺损

伤、癌症、脓毒症、胰腺炎和类风湿关节炎等
［１３，１４］

。

本研究中，入选患者皆为严重脓毒症患者，外周血循

环中含有大量细胞因子、内毒素、血小板活化因子等，

所以无论是 ＣＢＰ组还是非 ＣＢＰ组，其白细胞弹性蛋
白酶都处于较高水平，但是随着治疗的进行，ＣＢＰ组
因为其超滤和吸附作用，使循环中炎性因子（如

ＴＮＦ－α、ＩＬ－６等）、促炎介质（如 ＬＰＳ、病原微生物
等）迅速减少，使白细胞弹性蛋白酶释放减少，且

ＣＢＰ治疗对白细胞弹性蛋白酶也有直接清除作用，从
而使单核细胞表面分离的 ｍＣＤ１４减少，因而随着
ＣＢＰ治疗的进行，其单核细胞表面 ｍＣＤ１４水平也逐
渐上升；而非 ＣＢＰ组炎性因子及促炎介质清除率明
显低于 ＣＢＰ组，白细胞弹性蛋白酶较治疗前只有小
幅度下降，明显低于同时相的 ＣＢＰ组，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），其 ｍＣＤ１４水平也只有小幅度上升，
上升幅度明显小于同时相的 ＣＢＰ组，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。

内毒素耐受作用是指机体免疫细胞如单核细胞

等，初次接受内毒素刺激后，再次接受内毒素刺激，其

炎性反应能力较前次明显降低。研究证实，ＣＰＢ可
能参与重建机体免疫内稳状态

［１５，１６］
。但是其参与重

建机体免疫内稳状态的机制，却一直未得到证实。本

研究通过观察两组患者治疗 ２４ｈ后体外孵育的单核
细胞在 ＬＰＳ刺激下炎性介质的变化及 ｍＣＤ１４水平的
变化发现，两组患者抗炎因子 ＩＬ－１０水平很快达到
并维持在较高水平，这可能跟患者都为严重脓毒症，

都处于免疫抑制状态相关。ＣＢＰ组患者于各个时相
点释放的炎性因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６均明显高于非
ＣＢＰ组（Ｐ＜０．０５），且 ＣＢＰ组释放炎性因子在１２ｈ时
相点达高峰，而非 ＣＢＰ组在释放的高峰出现在 ８ｈ时
相点；提示 ＣＢＰ组孵育的单核细胞再次受到 ＬＰＳ刺
激时，其抗炎反应能力明显强于非 ＣＢＰ组；进一步检
测单核细胞 ｍＣＤ１４水平，笔者发现，在孵育前及孵育
后４、８ｈ时相点，ＣＢＰ组 ｍＣＤ１４水平明显高于同时相
的非 ＣＢＰ组（Ｐ＜０．０５），提示 ＣＢＰ治疗可以通过清
除严重脓毒症患者外周血炎性因子、促炎介质及直接

或间接降低白细胞弹性蛋白酶水平，使其单核细胞

ｍＣＤ１４水平上升，当机体再次受到外界刺激时，其抗

炎反应能力明显强于未接受 ＣＢＰ治疗患者，这也许
是 ＣＢＰ参与重建机体免疫内稳状态的机制之一。
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