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　　摘　要：目的　探讨低氧血症新生儿外周血循环内皮细胞（ＣＥＣｓ）水平变化及其临床意义。方法　采用 Ｈｌａｄｏｖｅｃ计数法测

定４０例不同程度缺氧的低氧血症患儿（低氧血症组）及２０例血氧分压正常的健康新生儿（对照组）外周血ＣＥＣｓ数量。结果　低

氧血症组ＣＥＣｓ为（０．９１０±０．４２２）×１０６／Ｌ与对照组比较，高于对照组的（０．１８０±０．１００）×１０６／Ｌ，差异有统计学意义（狋＝７．５３９，

犘＜０．０５）；中度低氧血症组ＣＥＣｓ为（１．１４０±０．１３５）×１０６／Ｌ，高于轻度低氧血症组的（０．５４０±０．１２７）×１０６／Ｌ，差异有统计学意

义（狋＝１３．４３，犘＜０．０５）；重度低氧血症组ＣＥＣｓ为（１．６６０±０．１１４）×１０６／Ｌ，高于中度低氧血症组的（１．１４０±０．１３５）×１０６／Ｌ，差

异有统计学意义（狋＝７．６９８，犘＜０．０５）。结论　外周血ＣＥＣｓ数量可反映低氧血症患儿缺氧严重程度，可作为低氧血症的早期诊

断指标，为临床早期诊断、病情判断及疗效评估提供新的判断依据。
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　　新生儿期是指自胎儿娩出后脐带结扎时开始至出生后２８

ｄ之前。在此期间，胎儿身体各器官发育尚不成熟，适应外界

环境能力差，极易患各种疾病，病死率高；低氧血症则是其中最

常见的病理表现之一。低氧血症是指由于中枢神经系统疾患

及支气管、肺病变等通气和（或）换气功能障碍，而引起的血液

中含氧不足，动脉血氧分压（ＰａＯ２）低于同龄人正常下限时的

病理状态，主要表现为血氧分压与血氧饱和度下降。由于脑细

胞对缺氧极其敏感，持续的缺氧可对大脑产生不可逆损伤，因

此早期诊断低氧血症，对于临床抢救危重症患儿，尤其是早产

儿、极低出生体质量儿具有重要意义［１］。本研究旨在通过计数

４０例不同缺氧程度的低氧血症患儿外周血中循环内皮细胞

（ＣＥＣｓ）数量，初步探讨低氧血症新生儿外周血中ＣＥＣｓ水平

与缺氧程度的联系及其临床意义，从而为新生儿缺氧的有效诊

断、治疗及预后判断提供科学依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１３年７～１０月于广州市妇女儿童医

疗中心珠江新城院区新生儿科就诊的低氧血症新生儿４０例，

其中男２４例，女１６例，年龄为１～２５ｄ。参考急性呼吸窘迫综

合征（ＡＲＤＳ）柏林定义，将患儿按氧合指数（ＰａＯ２／ＦｉＯ２）分轻

度低氧血症组（轻度组，狀＝２０）、中度低氧血症组（中度组，狀＝

１５）和重度低氧血症组（重度组，狀＝５），各组ＰａＯ２／ＦｉＯ２ 水平

分别为２００～３００ｍｍ Ｈｇ、１００～＜２００ｍｍ Ｈｇ、＜１００ｍｍ

Ｈｇ
［２］。另外选取本院同期血氧分压正常（ＰａＯ２／ＦｉＯ２＞３００

ｍｍＨｇ）的健康新生儿２０例作为对照组，其中男１１例，女９

例，年龄为１～２３ｄ。低氧血症组与对照组在年龄及性别方面

的差异无统计学意义（犘＞０．０５）。用紫头采血管（含ＥＤＴＡ

Ｋ２）采集各受试者静脉血５ｍＬ，排除存在溶血、浑浊等影响因

素的标本。

１．２　主要试剂　二磷酸腺苷（ＡＤＰ）购自普利生公司，山羊血

清购自北京鼎国生物技术有限责任公司，兔抗人ＣＤ３４抗体购

自上海沪尚生物科技有限公司。

１．３　方法　Ｈｌａｄｏｖｅｃ计数法计数外周血ＣＥＣｓ。（１）内皮细

胞的分离：将采集的抗凝血标本离心２０ｍｉｎ（３１５０ｒ／ｍｉｎ），收

集上清液；将０．１％ ＡＤＰ溶液０．２ｍＬ加入上清液中，振荡２

ｍｉｎ；离心２０ｍｉｎ（３１５０ｒ／ｍｉｎ），将离心后所获之上清液以４

４５０ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，收集的沉淀物即为ＣＥＣｓ；将

０．１ｍＬ生理盐水加入沉淀物中，振荡重悬后备检
［３］。（２）计数

ＣＥＣｓ：将重悬液充分混匀，取１滴加入血细胞计数池内，光学

显微镜下计数９个大方格中的ＣＥＣｓ数量。同一标本计数４

次，取其平均值作为ＣＥＣｓ检测结果，ＣＥＣｓ＝９个大方格的细

胞数／０．９μＬ
［３］。（３）内皮细胞的鉴定：采用免疫组化的方法检

测ＣＤ３４抗体相关抗原
［４］。将分离好的内皮细胞均匀涂布于
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一洁净玻片上，用９５％酒精固定１５ｍｉｎ，晾干待检。ＰＢＳ漂洗

３次，经０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ破膜１０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗３次，浓度为５０

ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸淬灭２０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３次，山羊血清封闭１ｈ，

ＰＢＳ洗３次，然后加入稀释（１∶２００）ＣＤ３４抗体，４℃湿盒过

夜；用ＰＢＳ洗３次。滴加二抗，室温孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次。加

入ＤＡＰＩ，反应１５～２０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３次。在荧光显微镜下观察

并拍照。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分析，计量资

料以狓±狊表示，两组间比较采用独立样本狋检验，犘＜０．０５为差

异有统计学意义。采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析进行相关性分析。

２　结　　果

２．１　ＣＥＣｓ免疫荧光染色鉴定结果　免疫荧光染色结果显

示，未加一抗的实验对照组未发现荧光染色细胞；荧光染色实

验组镜下可见荧光染色细胞，内皮细胞ＣＤ３４抗体相关抗原呈

阳性反应，细胞胞浆中有黄绿色的荧光着色，整个细胞轮廓清

楚。确定分离得到的细胞为ＣＥＣｓ，见附图１（见《国际检验医

学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　低氧血症组与对照组ＣＥＣｓ比较　统计学分析显示，低

氧血症组 ＣＥＣｓ数量多于对照组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表１。

表１　　低氧血症组和对照组ＣＥＣｓ数量比较

分组 狀 ＣＥＣｓ（×１０６／Ｌ）

低氧血症组 ４０ ０．９１±０．４２２

对照组 ２０ ０．１８±０．１００

２．３　各低氧血症亚组ＣＥＣｓ数量的比较　中度低氧血症组

ＣＥＣｓ数量多于轻度低氧血症组，重度低氧血症组多于中度低

氧血症组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。Ｐｅａｒｓｏｎ相

关分析显示，低氧血症患儿ＣＥＣｓ数量与缺氧程度呈正相关（狉

＝０．９５４，犘＜０．０５）。

表２　　重度低氧血症组、中度低氧血症组与轻度低氧

　　　血症组ＣＥＣｓ比较

分组 狀 ＣＥＣｓ（×１０６／Ｌ）

轻度低氧血症组 ２０ ０．５４±０．１２７

中度低氧血症组 １５ １．１４±０．１３５

重度低氧血症组 ５ １．６６±０．１１４

３　讨　　论

目前临床上用于评价血管损伤的方法主要分为有创和无

创两大类，有创的检测方法包括冠状动脉造影，即观察冠状动

脉对乙酰胆碱所诱发的内径变化，这种方法创伤性大，不适于

疾病早期阶段观察，且仪器要求较高。无创的检测方法包括血

管超声检测肱动脉血流介导的内皮依赖性血管舒张功能

（ＦＭＤ）、颈动脉中膜厚度（ＩＭＴ）、臂踝脉搏波传导速度（ｂａＰ

ＷＶ）、踝臂指数（ＡＢＩ）、中心动脉压（ＣＡＰ）、增强指数（ＡＩ）、大

动脉弹性指数（Ｃ１）和小动脉弹性指数（Ｃ２）等。这些方法虽具

有安全、实时、无创等优点，但对设备要求高。因此，探寻一种

新的无创性血管损伤评价标志物迫在眉睫［５］。本课题采用的

外周血ＣＥＣｓ计数具有无创伤性、取材方便、操作简便、灵敏度

高、结果直观等特点，为病理情况下非创伤性评价血管内皮情

况开辟了新的路径。

ＣＥＣｓ由受损的血管内皮细胞脱落于外周血形成，在健康

人外周血中数量极少。当机体发生缺氧时，血流动力学会发生

明显变化，使得机体某些脏器出现相应病理改变，导致血管内

皮受损，进而引起一系列级联反应，如组织因子表达增加，上调

内皮细胞黏附分子，白细胞黏附、移行，血管内皮细胞变性、坏

死，并脱落进入血循环，进而形成ＣＥＣｓ
［６］。多项研究表明，在

炎症、免疫应答、心血管疾病等情况下，ＣＥＣｓ数量明显增加，

且由于决定ＣＥＣｓ水平的因素较为单一，基本只受血管内皮损

伤的影响［５］，因此可作为敏感、特异的指标直接反映血管内皮

的损伤程度［７］。目前，ＣＥＣｓ被认为是唯一一种直接研究活体

血管内皮损伤的非创伤性指标，其在探索活体血管内皮的特性

和功能、协助诊断相关疾病、判断病情以及疗效评估等方面的

应用受到越来越广泛的关注。

本研究采用了 Ｈｌａｄｏｖｅｃ法对血浆中的ＣＥＣｓ进行分离，

其原理是利用血液中各细胞成分的不同比重，用不同的离心力

从血浆中分离出ＣＥＣｓ。本法的优势在于对实验室条件要求

简单，仅需离心机、血细胞计数板、ＡＤＰ等简单的器材和试剂，

在一般实验室均可完成，从某种程度上极大地促进和推动了

ＣＥＣｓ研究在临床上的应用。

免疫荧光检测是鉴定ＣＥＣｓ的最可靠的方法
［８］。ＣＥＣｓ表

现为ＣＤ３４＋
［９］。实验中为证实本研究检测到的是ＣＥＣｓ。本

研究对涂片中的细胞进行了间接免疫荧光检测，荧光染色结果

显示内皮细胞的黄绿色特异性荧光位于细胞的膜和胞浆，表明

所观察到的免疫荧光细胞是ＣＥＣｓ。

本研究通过计数４０例不同缺氧程度的低氧血症新生儿外

周血ＣＥＣｓ数量发现，健康新生儿外周血中仅存在极少量

ＣＥＣｓ，而低氧血症患儿外周血ＣＥＣｓ水平显著高于健康新生

儿，且ＣＥＣｓ水平随缺氧程度的加重而显著增加，表明外周血

ＣＥＣｓ增多可作为血管内皮损伤的重要病理学特征。本研究

结果提示，新生儿外周血ＣＥＣｓ检测可能作为低氧血症的早期

诊断指标，为临床早期诊断、病情判断及疗效评估提供新的科

学依据。

本次研究收集的重度低氧血症患儿样本数较少，下一步本

课题组将扩大样本量，针对低氧血症患儿进行跟踪随访，对

ＣＥＣｓ与缺氧程度的相关性进行更深入的研究。随着对ＣＥＣｓ

研究的逐渐深入，它在内皮损伤的非侵袭性研究及临床应用方

面将会显现出更大的价值。
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