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　　[摘要]　目的:探讨血清中性粒细胞胞外诱捕网(NETs)水平与脓毒性休克患者病情以及预后的相关性。方

法:选择2019年1月-2020年12月期间我院收治的157例脓毒性休克患者,根据 APACHE Ⅱ评分将患者分为

0~10分组(46例)、11~20分组(69例)和>20分组(42例),根据SOFA评分分为0~5分组(53例)、6~10分组

(71例)和>10分组(33例),根据患者入院28d内生存情况将患者分为存活组(111例)和死亡组(46例),另选择

117例健康志愿者为健康对照组。检测血清NETs水平和凝血指标,分析NETs与凝血指标APACHEⅡ、SOFA
评分的相关性,NETs与脓毒性休克患者入院28d内生存情况的关系以及 NETs的预测价值。结果:脓毒性休克

组血清 NETs水平,凝血酶原时间(PT)、纤维蛋白原(Fib)、D-二聚体、国际标准化比值(INR)均高于健康对照组

(P<0.05)。不同 APACHE Ⅱ评分、SOFA评分脓毒性休克患者血清 NETs水平差异显组(P<0.05),NETs与

APACHE Ⅱ评(rs=0.762)、SOFA 评分(rs=0.849)、PT(r=0.772)、Fib(r=0.760)、D-二聚体(r=0.781)、

INR(r=0.851)均呈正相关(P<0.05)。高SOFA评分、器官衰竭数量增多、高水平 NETs是脓毒性休克患者入

院28d内死亡的危险因素(P<0.05)。NETs预测脓毒性休克患者入院28d内死亡的曲线下面积为0.802(敏
感度为80.43%,特异度为81.98%),与SOFA评分预测效能接近(P>0.05)。结论:脓毒性休克患者血清 NETs
水平明显升高,NETs升高与脓毒性休克病情加重和院内死亡有关。
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Abstract　Objective:Toinvestigatethecorrelationbetweenserumneutrophilextracellulartraps(NETS)level
andtheconditionandprognosisofpatientswithsepticshock.Methods:Onehundredandfifty-sevenpatientswith
septicshockwereselected,andthepatientsweredividedinto0-10group(46cases),11-20group(69cases)and
>20group(42cases)accordingtoAPACHE Ⅱscore,and0-5group(53cases),6-10group(71cases)and>
10group(33cases)accordingtoSOFAscore.Accordingtothesurvivalwithin28daysafteradmission,thepa-
tientsweredividedintosurvivalgroup(111cases)anddeathgroup(46cases).Another117healthyvolunteers
wereselectedasthehealthycontrolgroup.SerumNETSlevelandcoagulationindexesweredetected,andthecor-
relationbetweenNETSandcoagulationindexes,APACHE Ⅱ andSOFAscore,therelationshipbetweenNETS
andsurvivalofpatientswithsepticshockwithin28daysafteradmission,andthepredictivevalueofNETSwere
analyzed.Results:ThelevelofserumNETs,prothrombintime(PT),fibrinogen(FIB),D-dimerandinternational
normalizedratio(INR)insepticshockgroupwerehigherthanthoseinhealthycontrolgroup(P<0.05).Different
scoreofAPACHE ⅡandSOFAshowedsignificantdifferenceinserum NETSlevelinpatientswithsepticshock
(P<0.05).NetswaspositivelycorrelatedwithAPACHE Ⅱrating(rs=0.762),SOFAscore(rs=0.849),PT
(r=0.772),FIB(r=0.760),D-dimer(r=0.781),INR(r=0.851)(P<0.05).HighSOFAscore,increased
numberoforganfailure,andhighlevelofNETSwereriskfactorsfordeathofsepticshockpatientswithin28days
afteradmission(P<0.05).TheareaunderthecurveforNETStopredictdeathinpatientswithsepticshockwith-
in28daysofadmissionwas0.802(withasensitivityof80.43% andaspecificityof81.98%),similartoSOFA
score(P>0.05).Conclusion:Thelevelofserum NETsissignificantlyhigherinpatientswithsepticshock,and
theincreaseofNETsisassociatedwithexacerbationofsepticshockandin-hospitaldeath.
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　　脓毒性休克是指病原微生物严重感染引起的

持续组织器官低灌注和急性循环衰竭,可在短时间

内导致全身多脏器功能衰竭,病死率高[1],其中重

症监护室脓毒性休克患者病死率达 26.67% ~
35.40%[2-3]。病原菌感染早期大量中性粒细胞被

招募至感染部分,通过吞噬、释放蛋白酶达到杀菌

作用,中性粒细胞还存在另外一种防御效应机制,
即中性粒细胞胞外诱捕网(neutrophilextracellular
traps,NETs),NETs是一种由中性粒细胞释放的

包含中性粒细胞弹性蛋白酶、组织蛋白酶 G、DNA
等的网状结构,可捕获杀伤病原菌,具有防御和保

护作用[4]。但是随着对 NETs研究的深入发现,
NETs过量产生可促使疾病进展,与自身免疫疾

病、急性呼吸衰竭、血栓形成等多种疾病有关[5]。
NETs在脓毒性休克的报道十分少见,其是否与脓

毒性休克病情严重程度和预后有关尚不清楚,鉴于

此,本研究检测我院收治的脓毒性休克患者血清

NETs水平,分析其与脓毒性休克的临床意义,旨
在为临床病情判断提供参考。
1　资料与方法

1.1　临床资料

选择2019年1月-2020年12月期间我院收

治的157例脓毒性休克患者(脓毒性休克组),其中

男89例,女68例;年龄32~57岁,平均(49.72±
6.18)岁,感染源:肺部感染55例、腹部感染33例、
尿道感染51例、泌尿系感染18例。另选择117例

同期于我院门诊体检的健康志愿者为健康对照组,
其中 男 69 例,女 48 例;年 龄 35~60 岁,平 均

(50.03±6.01)岁。两组受试者或其家属均知情同

意,性别和年龄比较均衡性良好(P>0.05),本研

究经医院批准。
纳入标准:①经病原学或影像学证实的感染,

伴全身炎症反应综合征、低血压、组织低灌注以及

器官功能障碍,符合《中国急诊脓毒性休克临床实

践指南》诊断流程和标准[6];②有明确的感染诱因;
③年龄18周岁以上。

排除标准:①过敏、失血、中毒、创伤、烧伤、心
功能障碍等导致的休克;②单纯低血压、紫癜、外周

动脉血管损伤;③合并免疫系统疾病和血液系统疾

病,既往经临床诊断的心力衰竭、严重肝肾功能衰

竭,神经系统疾病;④中途转院者。
1.2　实验室指标检测

脓毒性休克患者入住重症医学科24h内(健
康对照组体检当日晨)采集空腹静脉血9mL分别

注入干燥试管、枸橼酸钠抗凝试管、EDTA 抗凝试

管。干燥试管血标本凝固后取上层液离心(美国赛

默飞公司生产的SorvallLegendMicroCL17离心

机,4℃,3000r/min,离 心 15 min,离 心 半 径

10cm),取血清-20℃保存待检。采用髓过氧化物

酶(MPO)-DNA复合物捕获酶联免疫吸附试验检

测 NETs水平,取血清样本,96孔板每孔加入100
μL(1:50)稀释的血清,加入抗 MPO单克隆抗体(5
μg/mL,美 国 Bio-Rad 公 司),4℃ 下 孵 育 过 夜。
PBS洗涤3次,加入过氧化物酶底物(美国Bio-Rad
公司),按照细胞凋亡试剂盒(德国 Roche公司)说
明书检测捕获的 MPO-DNA复合物,Mark微孔板

吸光度分光光度计(美国 Bio-Rad公司)检测450
nm处的吸光光度值。美国爱德士Catalyst全自动

生化分析仪检测总胆红素、血肌酐水平。取EDTA
抗凝试管标本,迈瑞BC-30S全自动血细胞分析仪

检测血常规,记录白细胞计数。枸橼酸钠抗凝试管

血标本混匀离心(3000r/min,半径10cm,时间10
min)后采用 CS160全自动凝血分析仪(上海达承

医疗设备有限公司)检测凝血酶原时间(PT)、纤维

蛋白原(Fib)、D-二聚体水平,计算国际标准化比值

(internationalnormalizedratio,INR),试剂盒购自

苏州良辰生物医药科技有限公司(批号SL020J)。
1.3　病情评估

脓毒性休克患者入住重症医学科24h内进行

急性生理与慢性健康评 估 Ⅱ (APACHE Ⅱ)评

分[7],序 贯 器 官 衰 竭 评 估 (SOFA)评 分[8],A-
PACHE Ⅱ评分从年龄、急性生理学、慢性健康计

算,根据 APACHE Ⅱ 评分分为 0~10 分组(46
例)、11~20 分组(69 例)和 >20 分组(42 例)。
SOFA从每日呼吸系统、血液系统、循环系统、神经

系统指标、胆红素、肌酐、尿量计算,根据SOFA 评

分分为0~5分组(53例)、6~10分组(71例)和>
10分组(33例)。
1.4　临床干预、结局追踪和相关资料收集

所有脓毒性休克患者均早期确定病原菌,根据

药敏试验选择敏感抗生素治疗,并给予目标导向液

体复苏,血管活性药物维持血压以及组织器官功能

支持。统计患者入院28d内生存情况,将患者分

为存活组(111例)和死亡组(46例)。收集影响脓

毒性休克患者预后的相关因素,包括年龄、性别、感
染部位、入住重症医学科24h内神志、体温、心率、
平均动脉压、血气指标、实验室指标、APACHE Ⅱ
评分、SOFA评分,器官衰竭数量、机械通气、连续

性血液净化器官支持治疗等。
1.5　统计学方法

SPSS22.00进行数据分析,正态分布(K-S 法

检验)计量资料以■x±s表示,采用单因素方差分析

(两两比较LSD-t检验)或独立样本t检验。偏态

分布计量资料以 M(Q1,Q3)表示采用 Wilcoxon秩

和检验。性别、感染部位、神志状态等计数资料以

例(%)表示采用χ2 检验。Pearson或 Spearman
分析NETs与凝血指标、APACHEⅡ、SOFA评分

的相关性。Logistic逐步回归分析影响脓毒性休克
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患者入院28d内死亡的危险因素。受试者工作特

征曲线(ROC)分析 NETs、SOFA 评分预测脓毒性

休克患者入院28d内死亡的预测价值。检验水准

α=0.05,以P<0.05表示差异有统计学意义。
2　结果

2.1　脓毒性休克组和健康对照组 NETs、凝血指

标水平比较

脓毒性休克组血清 NETs水平,PT、Fib、D-二

聚体、INR均高于健康对照组,两组比较差异有统

计学意义(P<0.05),见表1。
2.2　不同病情脓毒性休克患者血清 NETs、凝血

指标水平比较

不同 APACHE Ⅱ评分、SOFA 评分脓毒性休

克患者血清 NETs水平比较,差异有统计学意义

(F=186.10、193.26,均 P=0.000)。APACHE
Ⅱ评分>20分组血清 NETs水平为(1.40±0.08)
ng/mL,高于11~20分组、0~10分组的(1.24±
0.11)ng/mL,(1.06±0.06)ng/mL(t=8.193、
22.678,均P=0.000),11~20分组血清 NETs水

平高于0~10分组(t=10.130,P=0.000)。SO-
FA 评分 >10 分组血 清 NETs水 平 为 (1.41±
0.07)ng/mL,高于6~10分组、0~5分组的(1.26
±0.10)ng/mL,(1.08±0.06)ng/mL(t=7.768、
23.255,均P=0.000),6~10分组血清 NETs水

平高于0~5分组(t=11.628,P=0.000)。见图

1、2。

表1　脓毒性休克组和健康对照组NETs和凝血指标差异 ■x±s

组别 例数 NETs/(ng·mL-1) PT/s Fib/(g·L-1) D-二聚/(mg·L-1) INR
脓毒性休克组 157 1.23±0.26 13.42±1.03 4.95±1.39 1.05±0.26 1.68±0.13
健康对照组 117 0.41±0.11 12.32±1.32 2.81±0.77 0.32±0.14 1.01±0.12
t 32.033 7.747 15.020 27.532 43.596
P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

图1　不同 APACHE Ⅱ评分脓毒性休克患者血清

NETs水平分布图

图2　不同SOFA评分脓毒性休克患者血清 NETs水

平分布图

2.3　NETs与凝血指标、APACHE Ⅱ、SOFA 评

分相关性分析

NETs与 APACHE Ⅱ评分(rs=0.762)、SO-
FA评分(rs =0.849)、PT(r=0.772)、Fib(r=
0.760)、D-二聚体(r=0.781)、INR(r=0.851)均
呈正相关(P<0.05)。
2.4　影响脓毒性休克患者预后的因素分析

死亡组心率、血乳酸、白细胞、总胆红素、血肌

酐、PT、Fib、D-二聚体、INR、器官 衰 竭 数 量、A-
PACHE Ⅱ评分、SOFA 评分、机械通气、连续性血

液净化、血清 NETs水平均高于存活组,两组比较

差异有统计学意义(P<0.05);平均动脉压、动脉

氧分压、尿量低于存活组,两组比较差异有统计学

意义(P<0.05),见表2。以脓毒性休克预后(赋
值:0=存活,1=死亡)为因变量,单因素分析中有

统计学差异项目为自变量纳入Logistic回归方程,
剂量资料原值代入,机械通气(赋值:0=否,1=
是)、连续性血液净化(赋值:0=否,1=是)赋值后

代入,向后逐步法排除无关变量,最终高SOFA 评

分、器官衰竭数量增多、高水平 NETs是脓毒性休

克患者入院28d内死亡的危险因素(P<0.05),见
表3。
2.5　NETs预测脓毒性休克患者预后的价值分析

NETs、SOFA评分预测脓毒性休克患者入院

28d内死亡的截断值为1.20ng/mL、9分,曲线下

面积 为 0.802(95%CI:0.725~0.880)、0.843
(95%CI:0.775~0.911),敏 感 度 为 80.43%、
82.61%,特 异 度 为 81.98%、84.68%,NETs、
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SOFA评分预测脓毒性休克患者入院28d内死亡

的曲线下面积比较,差异无统计学意义(Delong检

验z=1.237,P=0.216),见图3。

表2　影响脓毒性休克预后的单因素分析结果 例(%),■x±s

组别 死亡组(n=46例) 存活组(n=111例) t/z/χ2 P
年龄/岁 49.75±6.09 49.71±6.15 0.037 0.970
性别 0.101 0.750

　男 24(52.17) 61(54.95)

　女 22(47.83) 50(45.05)

感染部位 0.038 0.998

　肺 16(34.78) 39(35.14)

　腹部 10(21.74) 23(20.72)

　尿道 15(32.61) 36(32.43)

　其他 5(10.87) 13(11.71)

神志 3.213 0.073

　清醒 40(86.96) 82(73.87)

　昏迷 6(13.04) 29(26.13)

体温/℃ 38.25(38,40) 38.02(37,39) 8.065 0.000
心率/(次·min-1) 93.26±2.13 89.15±2.04 11.342 0.000
平均动脉压/mmHg 65.12±2.84 73.26±6.09 8.671 0.000
血乳酸/(mmol·L-1) 3.26±0.44 2.21±0.35 15.827 0.000

pH 7.30±0.25 7.38±0.29 1.635 0.104
动脉氧分压/mmHg 75.13±3.26 82.62±6.09 7.877 0.000
白细胞/(×109·L-1) 15.23±3.06 11.32±2.64 8.054 0.000
总胆红素/(mg·dL-1) 4.12±0.62 3.32±0.40 9.615 0.000
血肌酐/(mg·dL-1) 1.33±0.35 1.09±0.27 4.632 0.000
尿量/(mL·kg-1·h-1) 0.54±0.16 0.82±0.21 8.114 0.000

Fib/(g·L-1) 14.01±0.43 13.18±0.62 8.284 0.000

D-二聚体/(mg·L-1) 5.32±0.75 4.80±0.39 5.694 0.000

PT/s 1.11±0.12 1.02±0.10 4.833 0.000
国际比值比 1.73±0.07 1.68±0.04 5.638 0.000
器官衰竭数量/个 2.16(1,3) 1.03(1,2) 18.648 0.000

APACHE Ⅱ评分 18.15±4.24 14.02±3.75 6.041 0.000

SOFA评分 10.21±2.59 7.51±2.11 6.813 0.000
机械通气 24.628 0.000

　是 32(69.57) 30(27.03)

　否 14(30.43) 81(72.97)

连续性血液净化 21.248 0.000

　是 29(63.04) 27(24.32)

　否 17(36.96) 84(75.68)

NETs/(ng·mL-1) 1.36±0.12 1.18±0.15 7.232 0.000

　　注:1mmHg=0.133kPa。

表3　影响脓毒性休克预后的Logistic回归分析结果

因素 β SE Waldχ2 OR(95%CI) P
SOFA评分 0.123 0.059 4.346 1.131(1.007~1.270) 0.006
器官衰竭数量 0.329 0.147 5.009 1.390(1.042~1.855) 0.003
NETs 0.095 0.046 4.265 1.100(1.005~1.203) 0.012
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图3　NETs、SOFA评分预测脓毒性休克患者入院28d
内死亡的ROC图

3　讨论

中性粒细胞是先天免疫吞噬细胞,在病原体清

除、免疫调节、免疫,防御中起核心作用,除了吞噬

和脱颗粒作用外,中性粒细胞还会释放 NETs以捕

获和杀死微生物,抑制感染。NETs是中性粒细胞

在受到病原体感染刺激后释放的一种以 DNA 为

框架的附着丰富颗粒蛋白和肽类物质的网状纤维,
可通过修饰组蛋白增加抗菌活性,还可与弹性蛋白

酶、防御素和活性氧共同形成防御网络捕获和杀死

入侵病原菌,发挥宿主防御作用[9-10]。研究表明

NETs可有效捕获革兰阳性菌、革兰阴性菌、真菌、
病毒等多种致病微生物[11],脓毒症小鼠模型血管

内 NETs产生可提高大肠杆菌清除率,抑制细菌扩

散[12]。但是近年来 NETs的抗菌活性逐渐受到质

疑,越来越多研究发现 NETs过度释放可能给宿主

带来潜在损害,比如,慢性阻塞性肺疾病患者痰液

NETs含量增加与急性加重频繁发作增加和呼吸

道微生物群多样性减少有关[13],NETs存在可影响

急性缺血性脑卒中患者静脉溶栓效果[14],NETs网

状结构中DNA、组蛋白和颗粒蛋白等是自身抗体

的常见靶点,NETs过量产生为自身抗体形成提供

丰富的抗原,NETs过量产生和清除障碍将导致系

统性红斑狼疮[15]、银屑病和痛风[16]等多种自身免

疫性疾病。
本研究发现脓毒性休克组血清 NETs均高于

健康对照组,且 NETs在不同 APACHEⅡ、SOFA
评分中表现出显著差异性,NETs与APACHEⅡ、
SOFA评分呈正相关,回归分析证实高水平 NETs
是脓毒性休克患者入院28d内死亡的危险因素,
说明 NETs与脓毒性休克发生、病情严重以及预后

均有关。NETs具有促血栓形成特性,NETs过量

产生可诱导内皮细胞、抗原呈递细胞和血小板活

化,导致免疫炎症反应,引发血栓形成[17-18]。脓毒

性休克可破坏凝血/抗凝血、纤溶/纤溶抑制功能间

平衡,增强凝血活性,抑制纤溶活性,引发血液高凝

状态,而凝血功能紊乱可加重疾病进展[19]。由此

可见 NETs可能通过诱导凝血机制异常参与脓毒

性休克发病过程,具体机制为:首先:NETs为血栓

形成提供了支架结构和刺激源,NETs在捕获病原

菌同时还可捕获血小板,并促进血小板活化聚集黏

附,引起血液高凝状态和微血栓形成,NETs还可

招募红 细 胞,促 进 纤 维 蛋 白 沉 积,诱 发 红 色 血

栓[20]。其次,NETs还可通过为红细胞和促凝分子

提供支架促进诸如血管性血友病因子、纤连蛋白、
纤维蛋白原、凝血因子Ⅻ、组织因子等多种凝血酶

形成[21],且 NETs的组蛋白DNA骨架可增强血栓

中纤维蛋白支架的稳定性,并延长凝块溶解时

间[22]。总之,NETs通过促使和加固血栓形成影响

脓毒性休克患者全身多个重要器官血供,导致多脏

器功能衰竭和患者死亡。Xu等[23]研究结果同样

显示 NETs中组蛋白在发挥抗菌作用同时具有一

定细胞毒性,循环血中 NETs过量产生是导致脓毒

症小鼠死亡的主要原因。
本研究ROC分析结果显示NETs预测脓毒性

休克患者入院28d内死亡的 AUC为0.802,敏感

度和特异度达80.43%,81.98%,与SOFA 评分接

近,提示 NETs可作为脓毒性休克患者预后评估的

潜在指标,为临床患者预后判断提供参考。
综上,脓毒性休克患者血清 NETs水平明显升

高,NETs升高与脓毒性休克病情加重和院内死亡

有关,NETs可能通过促使凝血机制障碍参与脓毒

性休克进展过程。NETs预测脓毒性休克患者预

后具有较高价值,可作为脓毒性休克预后判断的潜

在指标。
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