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【摘要】 目的  明确中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）对内皮细胞的损伤作用，探讨肝素能否减轻 NETs 诱

导的内皮细胞损伤，发挥对内皮细胞的保护作用。方法  提取健康志愿者外周血，利用 Percoll-Histopaque 密

度梯度离心法提取中性粒细胞（PMN），应用佛波酯（PMA）刺激 PMN 产生 NETs，用免疫荧光染色联合荧光酶

标仪对 NETs 进行定性及定量检测。用提取到的 NETs 诱导体外培养的人脐静脉内皮细胞（HUVEC），并分别

加入重组 DNA 水解酶（rhDNase）拮抗及肝素干预，6 h 后应用四甲基偶氮唑盐（MTT）法测定各组 HUVEC 活

性。结果  PMA 刺激 PMN 可以产生 NETs，免疫荧光染色显示在 PMN 周围可形成网状结构。荧光酶标仪检

测显示，与对照组比较，经 PMA 刺激的 PMN 上清液中游离 DNA 含量（μg/L）显著增加（2 h：119.62±14.83 比

24.27±0.67，4 h：146.67±21.24 比 28.35±2.98，均 P＜0.05）。应用 NETs 诱导 HUVEC，随着 NETs 含量的增加 

内皮细胞抑制率逐渐上升，加入 rhDNase 后，NETs 诱导的内皮细胞抑制率可被拮抗〔10、20、30 μg/L NETs 时内

皮细胞抑制率分别为：（8.65±0.51）% 比（10.99±0.35）%，（14.85±0.43）% 比（16.85±0.49）%，（26.06±3.51）%

比（27.54±0.62）%，均 P＜0.05〕。在 NETs 诱导内皮细胞损伤后，加入 0.01、0.1、1 和 10 kU/L 肝素可明显降

低细胞抑制率，且呈剂量依赖趋势，10 μg/L NETs 时内皮细胞抑制率分别为（8.96±0.70）%、（5.32±1.36）%、

（0.70±0.30）%、（0.75±0.20）% 比（10.99±0.35）%，20 μg/L NETs 时内皮细胞抑制率分别为（15.57±0.62）%、

（13.28±0.65）%、（6.91±0.15）%、（5.86±0.17）% 比（16.85±0.49）%，30 μg/L NETs 时内皮细胞抑制率分别为

（30.49±0.74）%、（29.41±1.41）%、（23.45±0.75）%、（21.72±1.52）% 比（27.54±0.62）%，且 1 kU/L 和 10 kU/L

的肝素对所有浓度 NETs 诱导内皮细胞抑制均有改善作用，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。结论  NETs 能

够诱导内皮细胞损伤，且 NETs 含量越高细胞损伤程度越重；肝素能够减轻 NETs 诱导的内皮细胞损伤，可能是

肝素内皮细胞保护及改善脓毒症器官功能损伤作用的一种潜在机制。
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【Abstract】 Objective  Clarify  the  effect  of  neutrophil  extracellular  traps  (NETs)  on  endothelial  cell  injury, 
and  investigate whether  the heparin  can exert  a protective  effect  on  endothelial  cells by  reducing  the  endothelial  cell 
injury  induced  by  NETs.  Methods  Neutrophils  (PMN)  were  obtained  from  healthy  human  peripheral  blood  by 
Percoll-Histopaque  density  gradient  centrifugation,  and  was  stimulated  with  phorbol  ester  (PMA)  to  induce  NETs. 
The  qualitative  and  quantitative  analysis  of  NETs  was  detected  by  immunofluorescence  staining  combined  with 
fluorescence  detector.  The  NETs  were  used  to  induce  human  umbilical  vein  endothelial  cells  (HUVEC)  in vitro. 
Recombinant  DNA  hydrolytic  enzymes  (rhDNase)  and  heparin  intervention  were  added  respectively.  The  activity  of 
HUVEC  was  measured  by  methyl  thiazolyl  tetrazolium  (MTT)  method  after  6  hours.  Results  PMA  can  stimulate 
PMN  to  produce  NETs.  Immunofluorescence  staining  showed  the  formation  of  reticular  formation  around  the  PMN. 
The concentration of cell-free DNA in the supernatant of PMN stimulated by PMA was significant increased compared 
with  the control group through  the detection of PicoGreen  fluorescent  labeling  instrument  (2 hours: 119.62±14.83 vs. 
24.27±0.67, 4 hours: 146.67±21.24 vs. 28.35±2.98, both P < 0.05). Application of NETs to stimulate the HUVEC, 
cell  damage  was  dose  dependent  and  inhibition  rate  increased  gradually.  The  endothelial  cell  inhibition  induced  by 
NETs  can  be  antagonized  after  adding  rhDNase  [10  μg/L  NETs:  (8.65±0.51)%  vs.  (10.99±0.35)%,  20  μg/L  NETs: 
(14.85±0.43)%  vs.  (16.85±0.49)%,  30  μg/L  NETs:  (26.06±3.51)%  vs.  (27.54±0.62)%,  all  P  <  0.05].  Heparin 
with  different  concentrations  were  added  into  the  experimental  group  (0.01,  0.1,  1,  10  kU/L).  We  found  that  the 
endothelial cell inhibition rate decreased compared with control group [10 μg/L NETs: (8.96±0.70)%, (5.32±1.36)%,  
(0.70±0.30)%,  (0.75±0.20)% vs.  (10.99±0.35)%; 20 μg/L NETs:  (15.57±0.62)%,  (13.28±0.65)%,  (6.91±0.15)%, 
(5.86±0.17)% vs. (16.85±0.49)%; 30 μg/L NETs: (30.49±0.74)%, (29.41±1.41)%, (23.45±0.75)%, (21.72±1.52)% 
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vs. (27.54±0.62)%, all P < 0.05].  Conclusions  NETs can induce endothelial cell injury, and the injury degree was 
increased with the concentration of NETs. Heparin can reduce endothelial cell injury induced by NETs, which may be a 
potential mechanism for the protective effect of heparin on sepsis.

【Key words】  Neutrophil extracellular traps;  Endothelial;  Cell injury;  Heparin
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  脓毒症是由病原体入侵机体引起全身免疫和炎

症反应，继而出现威胁生命的器官功能障碍，是重症

患者死亡的主要原因之一［1］。中性粒细胞（PMN）

是构成机体抵御细菌等病原微生物的第一道防线，

以往认为 PMN 主要通过吞噬作用及脱颗粒作用杀

灭病原菌。2004 年 Brinkmann 等［2］首次报道了中

性粒细胞胞外诱捕网（NETs）。NETs 是由活化的

PMN 在感染部位释放非浓缩染色质作为网状支架，

通过附着于纤维上的染色质和抗菌蛋白来杀灭病

原菌［2-5］。由于 NETs 的主要成分为游离 DNA［6］，

正常情况下其可被体内 DNA 酶水解，避免了 NETs

对机体的损伤作用。当大量 NETs 释放入血时，血

液中的 DNA 酶无法完全降解 NETs，而持续存在的

NETs 将会损害自身组织［7-8］。血管内皮细胞与血

液直接接触，在NETs的作用下，首当其冲受到损伤。

已有研究证实，过量 NETs 造成的内皮细胞损伤是

脓毒症发生发展过程中的重要环节，如能减轻 NETs

造成的内皮细胞损伤，将会对脓毒症的治疗有益。

本研究拟通过佛波酯（PMA）刺激 PMN 提取 NETs

来诱导体外培养的人脐静脉内皮细胞（HUVEC），以

明确 NETs 对内皮细胞的损伤作用；同时，通过给予

不同剂量肝素进行干预，探讨肝素能否减轻 NETs

诱导的内皮细胞损伤，为肝素治疗脓毒症提供新的

方向。

1 材料与方法

1.1  主要试剂：人外周血PMN分离液Histopaque-1119、 

Histopaque-1077、Percoll，以及 4'，6- 二脒基 -2- 苯

基吲哚（DAPI）、重组 DNA 水解酶（rhDNase）和 PMA

均购自美国 Sigma 公司；抗组蛋白 H3 瓜氨酸化

（H3Cit）抗体、Alex Fluor® 488 标记山羊抗兔抗体购自

英国 Abcam 公司；PicoGreen 双链 DNA 荧光定量测

定试剂盒购自美国 Life Technology 公司；RPMI 1640 

培养液、胎牛血清、胰蛋白酶、青霉素、链霉素购自

沈阳博瑞德生物科技有限公司。人外周血标本取自

中国医科大学附属第一医院健康体检志愿者，无外

伤和感染，各器官功能正常，乙型肝炎（乙肝）表面

抗原阴性，签署知情同意书。HUVEC 购自上海拜利

生物科技有限公司。

1.2  研究方法

1.2.1  HUVEC 培养：将 HUVEC 置于 37 ℃、5% CO2 

孵育箱中培养 24 h 后换液，待细胞铺满瓶底时加入

0.05% 胰酶和 0.02% 乙二胺四乙酸（EDTA）消化，

将消化好的细胞按 1：2 接种传代培养。

1.2.2  NETs 的提取、定性及定量

1.2.2.1  Percoll-Histopaque 梯度离心法提取 PMN：

将 6 mL Histopaque-1119 加入 15 mL 离心管中，上

层加入 5 mL EDTA 抗凝血，离心 20 min 去上清；

将粒细胞层移至新的离心管，并加入磷酸盐缓冲

液（PBS）填充，离心 10 min 弃上清，加入 2 mL PBS

稀释细胞；依次加入 85%、80%、75%、70%、65% 

Percoll，上层加入 2 mL 粒细胞悬液，离心 20 min 提

取粒细胞层至新的离心管，加入 PBS 填充，离心 

10 min 弃上清，加入 RMIP 1640 培养液重悬细胞后

计数。

1.2.2.2  体外诱导 PMN 形成 NETs：将 PMN 接种至

24 孔板，每孔 4×105 个，CO2 培养箱中培养 1 h，随

后用 100 nmol/L PMA 处理细胞，对照组给予等体积

PBS；分别于 2 h、4 h 收集细胞上清液，用于检测游

离 DNA。将多聚赖氨酸预先处理的无菌玻片置于

24 孔板中，按每孔 4×105 个接种 PMN，给予 PMA

刺激；分别于 2 h、4 h 弃去细胞上清液，每孔加入 

4% 多聚甲醛 1 mL 固定 30 min，用于细胞免疫荧光

染色。

1.2.2.3  NETs 免疫荧光染色：经细胞透膜、封闭、

抗 H3Cit 一抗（稀释 1：100）4 ℃孵育过夜、PBS 清

洗、二抗（稀释 1：200）37 ℃孵育 1 h、DAPI 避光染

色 5～10 min、90% 甘油封片，激光共聚焦免疫荧光

成像。

1.2.2.4  细胞上清游离 DNA 检测：按照 PicoGreen

双链 DNA 荧光定量测定试剂盒检测细胞上清中游

离 DNA 含量。稀释标准品储液和样品，每孔 50 μL
加入到 96 孔板，每孔加入 100 μL 稀释的 PicoGreen，

标准品终浓度依次为 1 000、100、80、40、20、10、5、

2.5、1.25 和 0.625 μg/L。室温避光 2～5 min，用荧光

酶标仪检测信号强度，激发光波长 480 nm，发射光

波长 520 nm。为防止荧光淬灭尽快上机。
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1.2.3  NETs 及肝素诱导 HUVEC

1.2.3.1  实验分组：将 HUVEC 分为对照组、NETs 组、

NETs+rhDNase 组、肝素组、NETs + 肝素组。分别给

予 NETs 10、20、30 μg/L，肝素 0.01、0.1、1、10 kU/L，

rhDNase 20 μg/L，处理 6 h 后观察细胞活性。

1.2.3.2  四甲基偶氮唑盐（MTT）法检测细胞活性：

取各组细胞上清液，加入含 0.5% MTT 的培养液培

养 4 h，待结晶形成时终止培养，加入溶解液溶解结

晶物，将溶解液加至 96 孔板中，在酶联免疫检测仪

波长 490 nm 处测量各孔吸光度（A）值。

1.3  统计学分析：使用 SPSS 21.0 软件处理数据，计

量数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，各组间比较采

用单因素方差分析，组间多重比较采用 LSD 检验。

检验水准α＝0.05，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1  PMA 刺激 PMN 生成 NETs 的定性与定量分析

2.1.1  免疫荧光染色定性 NETs（图 1）：用 PMA 刺

激 PMN 后可见到 PMN 外网状结构（主要由 DNA、

组蛋白组成）生成，随时间延长网状结构逐渐增多

（从显微结构和成分上可鉴定为 NETs）。

图 1  免疫荧光染色鉴定中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）　组
蛋白经 H3Cit 染色呈绿色，DNA 经 4'，6- 二脒基 -2- 苯基吲哚

（DAPI）染色呈蓝色；对照组细胞周围无网状结构，经 100 nmol/L 
佛波酯（PMA）刺激中性粒细胞（PMN）2 h、4 h 后，PMN 形成外
纤维网状结构　免疫荧光染色　高倍放大

注：PMA 为佛波酯；与对照组比较，aP＜0.01

图 2  PMA 刺激中性粒细胞后不同时间点上清中游离 DNA 变化

2.1.2  游离 DNA 定量检测 NETs（图 2）：用荧光分

光光度法测定标准品和细胞上清中游离 DNA 含量，

标准曲线呈良好的直线关系（R2＝0.997），说明该方

法可准确反映样本游离 DNA 含量。与对照组比较，

PMA 刺激 PMN 后上清中游离 DNA 含量明显增加 

（2 h 或 4 h 均 P＜0.01），定量结果与定性结果一致，

表明 PMN 经 PMA 刺激可形成 NETs。

注：NETs 为中性粒细胞胞外诱捕网；与 10 μg/L NETs 比较， 
aP＜0.01；与 20 μg/L NETs 比较，bP＜0.01

图 3  不同含量 NETs 对内皮细胞抑制率的影响

2.2  NETs 诱导 HUVEC 及肝素的保护作用评估

2.2.1  NETs 对 HUVEC 的损伤作用（图 3）：随 NETs 

含量增加，内皮细胞抑制率呈上升趋势（P＜0.01），

提示 NETs 可诱导内皮细胞损伤，且呈剂量依赖性。

注：rhDNase 为重组 DNA 水解酶，NETs 为中性粒细胞 
外诱捕网；与 NETs 组比较，aP＜0.05

图 4  rhDNase 对 NETs 诱导内皮细胞抑制率的影响

2.2.2  rhDNase 对 NETs 诱导 HUVEC 损伤的拮抗

作用（图 4）：在 10、20、30 μg/L NETs 刺激 HUVEC

时加用 20 μg/L rhDNase，内皮细胞抑制率均较同水

平 NETs 组明显下降（均 P＜0.05），提示 rhDNase 可

以拮抗 NETs 诱导的内皮细胞损伤。
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续存在将会侵害自身组织。血管内皮细胞最易受

到 NETs 的损伤。如果能够减轻 NETs 诱导的内皮

细胞损伤，将会对脓毒症的治疗有益。本实验将刺

激 PMN 产生的 NETs 作用于 HUVEC，通过 MTT 法

检测内皮细胞活性，发现 NETs 能够显著降低内皮

细胞活性，使得内皮细胞发生损伤，并且这一损伤作

用可以被 rhDNase 所拮抗，进一步验证了内皮细胞

活性降低是由于 NETs 的损伤作用所致，由此可见，

NETs 是脓毒症发生发展过程中的重要环节，为深

入研究脓毒症的发病机制提供了新的方向和思路。

而在 NETs 诱导的内皮细胞中加入不同剂量肝素，

结果发现肝素可拮抗 NETs 所诱导的内皮细胞抑

制，并且这一拮抗作用呈剂量依赖趋势，在 30 μg/L 
NETs 诱导的内皮细胞损伤时，只有高剂量的肝素才

具有拮抗和保护作用，验证了肝素能够减轻 NETs

所诱导的内皮细胞损伤，为探索肝素发挥内皮细胞

保护作用的机制提供了新的方向。

  肝素的这种拮抗机制可能与以下两方面有关：

首先，肝素作为一种带负电荷的高硫酸化多糖结构，

可以绑定带正电荷的 P- 选择素，阻碍 NETs 结构中

带正电荷的组蛋白与血小板之间的相互作用，从而

削弱血小板介导的促凝反应，发挥其抗凝作用［14-16］

及内皮细胞保护作用。其次，肝素在体内表现出类

似 rhDNase 的作用［17-18］，可以使 NETs 发生解聚，从

而降低其对机体的损害作用。研究已经证实，肝素

可以通过其具有的抗炎及抗凝等作用对脓毒症发

挥治疗作用［19］。本研究结果表明，肝素可以通过

NETs 途径减轻内皮细胞损伤，这可能是肝素治疗脓

毒症的另一条新途径，为全面评估肝素治疗脓毒症

的作用机制提供了新的理论依据。

  综上，本研究进一步验证了 NETs 对内皮细胞

的损伤作用，提示 NETs 可能参与脓毒症的发病机

制，并证明了肝素能够减轻 NETs 诱导的内皮细胞

损伤，从而发挥对内皮细胞的保护作用，为肝素治疗

脓毒症的机制提供了一个新的思路。

表 4 不同剂量肝素对 NETs 诱导内皮细胞抑制率的影响（x±s）

组别
样本

量

不同含量 NETs 诱导的细胞抑制率（%）

0 μg/L 10 μg/L 20 μg/L 30 μg/L

NETs 组 3 10.99±0.35  16.85±0.49  27.54±0.62

NETs+0.01 kU/L 肝素组 3 -2.01±0.15   8.96±0.70 a 15.57±0.62 a 30.49±0.74

NETs+0.1 kU/L 肝素组 3 -0.73±0.06   5.32±1.36 a 13.28±0.65 a 29.41±1.41

NETs+1 kU/L 肝素组 3 -1.26±0.47   0.70±0.30 a   6.91±0.15 a 23.45±0.75 a

NETs+10 kU/L 肝素组 3 -1.17±0.61   0.75±0.20 a   5.86±0.17 a 21.72±1.52 a

注：NETs 为中性粒细胞胞外诱捕网；与 NETs 组比较，aP＜0.05；空白代表无此项

注：NETs 为中性粒细胞胞外诱捕网；与 NETs 组比较，aP＜0.05

图 5  不同剂量肝素对不同含量 NETs 诱导内皮细胞抑制率的影响

2.2.3  肝素对 NETs 诱导 HUVEC 损

伤的保护作用（图 5；表 4）：10 μg/L
和 20 μg/L NETs 时，不同剂量肝素均

能显著降低 NETs 诱导的内皮细胞

抑制率（均 P＜0.05），且呈剂量依赖

趋势。30 μg/L NETs 时，0.01 kU/L 和 

0.1 kU/L 的肝素不足以拮抗 NETs 对

内皮细胞的损伤作用（均 P＞0.05），

而当肝素增加至 1 kU/L 和 10 kU/L 时，对 NETs 诱

导内皮细胞抑制有明显的改善作用（均 P＜0.05）。

3 讨 论

  PMN 作为机体固有免疫防御系统的重要组成

部分，在病原体侵入机体时发挥杀菌作用［9］。脓毒

症发生过程中，体内 PMN 首先发生细胞核膜溶解，

核内容物释放到细胞质中，随后细胞膜裂解，镶嵌有

多种蛋白的染色质被释放到细胞外，形成 NETs［2］。 

PMN 可受细菌、病毒及某些化学物质如细菌脂多糖

（LPS）、PMA 等多种因素刺激形成 NETs［10］。本实

验中以 PMA 刺激 PMN，于 2 h、4 h 用免疫荧光染色

可成功检测到大量 NETs 产生；定量检测显示，PMA

刺激 PMN 30 min 内即能产生 NETs，并于 3～4 h 达

峰值。本实验中选取 2 h、4 h 作为检测时间点，能保

证 NETs 的生成量，同时也是常用的检测时间点［10］； 

用免疫荧光定性和荧光酶标仪定量相连合的方法评

价 NETs 的产生，保证了实验的可行性和结果的准

确性；用免疫荧光标记法对 NETs 不同成分分别染

色，准确定位了 NETs 结构［11-12］。NETs 的主要成分

为游离 DNA，本研究用 PicoGreen 荧光分光光度法

检测游离 DNA 以反映 NETs 的含量，具有较好的精

确性和可靠性。

  脓毒症或炎症时，自身组织及血管内皮易受到

损伤［13］，大量 NETs 释放入血，无法降解的 NETs 持
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正五聚蛋白 3 对接受早期目标导向治疗液体复苏成功的 
严重脓毒症患者死亡的预测价值

  正五聚蛋白 3（PTX3）被认为是严重脓毒症患者死亡的预测指标。目前采用生物标志物（包括 PTX3）预测早期目标导向

治疗（EGDT）初步复苏成功的严重脓毒症患者死亡的相关数据有限，因此有学者进行了一项前瞻性队列研究。该研究纳入

了 83 例完成 EGDT 所有复苏步骤并复苏达标的严重脓毒症患者，采用夹心酶联免疫吸附试验（ELISA）测定患者入院时、入院 

3 d 和 7 d 的血清 PTX3 水平，并测定了降钙素原（PCT）、C- 反应蛋白（CRP）、中性粒细胞指数等指标。主要研究终点为 

28 d全因病死率。结果显示，83例严重脓毒症患者急性生理学与慢性健康状况评分系统Ⅱ（APACHEⅡ）评分为16（13，19）分； 

28 d全因病死率为19.3%（16例）。死亡者入院时血清PTX3水平显著高于存活者〔μg/L：201.4（56.9，268.6）比36.5（13.7，145.3）， 

P＝0.008〕。在入院时 PTX3、PCT、CRP、中性粒细胞指数、APACHE Ⅱ评分、序贯器官衰竭评分（SOFA）等指标中，血清 PTX3

水平对死亡的预测价值最大〔受试者工作特征曲线下面积（AUC）＝0.819，95% 可信区间（95%CI）＝0.677～0.961，P＝0.008〕。

入院时 PTX3 最佳截断值为 140.28 μg/L（敏感度为 66.7%，特异度为 73.8%）。入院时的 PTX3 与 PCT 具有较强的相关性（r＝
0.675，P＜0.001）。然而，Cox 比例风险模型分析显示，仅入院时的 PTX3 是严重脓毒症死亡的独立预测指标〔PTX3≥140 μg/L

时，风险比（HR）＝7.16，95%CI＝2.46～15.85，P＝0.001〕。研究者据此得出结论，入院时血清 PTX3 水平可能是接受 EDGT 并

液体复苏成功的严重脓毒症患者 28 d 全因死亡的一个强大的预测因子。

喻文，罗红敏，编译自《Yonsei Med J》，2017，58（2）：370-379

  




