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烧伤患者血浆循环ＤＮＡ水平的变化及其临床意义
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　　［摘要］　目的　观察烧伤患者血浆循环ＤＮＡ水平的动态变化，探索血浆循环 ＤＮＡ在判断烧伤后伤情、病情及临床
结局中的意义。方法　 纳入烧伤面积（ＢＳＡ）＞３０％的烧伤患者３２例，其中男性２５例，女性７例，平均年龄４２岁。热力
烧伤２５例，化学烧伤７例。烧伤至入院中位时间为６．５ｈ。分别于烧伤后１～３、４～７、８～１４、１５～２１ｄ收集血浆样本共
１０８份，采用血浆ＤＮＡ提取试剂盒提取血浆样本中的循环ＤＮＡ，并用 ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ荧光染料法测定其浓度，分析其在烧伤病
程中的变化规律。结合烧伤伤情（ＢＳＡ、Ⅲ度烧伤面积、烧伤指数）、急性生理与慢性健康评分（ＡＰＡＣＨＥⅡ），以及多器官
功能障碍综合征（ＭＯＤＳ）评分，分析血浆循环ＤＮＡ水平变化的临床意义。结果　３２例烧伤患者在入院第１次采血（烧伤
后１～３ｄ）的血浆循环ＤＮＡ水平与ＢＳＡ、烧伤指数、Ⅲ度烧伤面积、ＡＰＡＣＨＥⅡ等伤情参数呈显著正相关（Ｐ＜０．０１）。血
浆循环ＤＮＡ水平随烧伤后时间呈现出先略微抬升而后下降的规律，其中特重度烧伤组及死亡组患者入院时的血浆循环
ＤＮＡ水平分别显著高于同期的重度烧伤组、存活组（Ｐ＜０．０１）。血浆循环ＤＮＡ水平与患者ＭＯＤＳ评分（Ｐ＜０．０１）及多项
临床与实验室指标（Ｐ＜０．０５）显著相关。入院时血浆循环ＤＮＡ水平、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分、ＭＯＤＳ评分、ＢＳＡ、Ⅲ度烧伤面积及
烧伤指数皆与临床结局有显著的正相关。结论　 血浆ＤＮＡ水平与烧伤伤情和病情的变化密切相关，有望作为烧伤后机
体受损的严重程度指标与预后指标。
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　　严重烧伤不仅直接造成患者广泛的体表组织损
伤，还可导致细胞缺血缺氧性损害以及机体免疫功能

紊乱［１］，从而引起全身性感染［２］、多个组织器官损害，

甚至功能衰竭。但目前缺少有效判断烧伤患者病情、

预后的可靠指标［３］。循环 ＤＮＡ是独立于细胞外的
ＤＮＡ，被证明广泛存在于包括健康人及病患在内的所
有个体血液中，其含量的改变可反映疾病的存在与否

及严重程度，已在产前检查、肿瘤、感染性疾病、创伤及

自身免疫性疾病的诊断及预后判断等方面被证明具有

重要意义［４－５］，但其释放机制与来源仍没有形成定

论［６］。目前有关烧伤患者循环ＤＮＡ的临床研究较少。
Ｃｈｉｕ等［７］采用荧光定量ＰＣＲ的方法对２８例烧伤患者
烧伤２４ｈ内的血浆 ＤＮＡ进行定量研究，发现烧伤后
循环ＤＮＡ水平明显升高，并与烧伤面积（ＢＳＡ）及住院
时间相关；Ｆｏｘ等［３］着重研究１９例烧伤患者血浆内皮
细胞ｍＲＮＡ及ＤＮＡ在烧伤１～３ｄ及第１０周的水平，
发现其与ＢＳＡ相关，但缺少对循环核酸释放的动态观
察，以及结合烧伤情况、病情、预后的综合分析。本研

究通过在烧伤病程发展过程中，定量监测患者血浆循

环ＤＮＡ水平，阐述其随烧伤病程的动态变化规律，分
析其与ＭＯＤＳ评分、临床或实验室生化指标的相关关
系，讨论入院时血浆循环ＤＮＡ水平在烧伤预后的判断
价值。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　收集本院烧伤科２０１３年３－７月收治的烧伤患者临床资
料。纳入烧伤面积大于３０％、年龄１８～６５岁、依从性好的烧伤
患者；排除患恶性肿瘤等严重威胁生命疾病的患者、妊娠或哺

乳期妇女。记录患者的受伤时间和入院时间、入院时诊断、急

性生理与慢性健康评分（ＡＰＡＣＨＥⅡ评分）、烧伤指数（浅Ⅱ度
烧伤面积×１／２＋深Ⅱ度烧伤面积×２／３＋Ⅲ度烧伤面积×１）。
在标本采集当天观察并记录患者的诊断、症状与体征，以及血

常规、凝血５项、肝功、心肌酶谱、肾功等生化检查结果。根据
Ｍａｒｓｈａｌｌ等［８］介绍的ＭＯＤＳ评分方法，对３２例患者的呼吸频率、
肾脏、肝脏、心血管、血液及中枢神经系统情况进行评定，计算并

记录标本采集当天患者相应的ＭＯＤＳ评分。本研究经第三军医
大学西南医院伦理委员会的批准。患者均签署知情同意书。

１．２　主要试剂与仪器
　　血浆ＤＮＡ提取试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ公司，德国），ＤＮＡ浓度测

定试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）。ＴｈｅｒｍｏＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ全波长多
功能酶标仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，美国），ＧＴ１６３型高速台式
离心机、Ｄ７５３型低速台式离心机（北京时代北利离心机有限
公司）。

１．３　检测指标
１．３．１　临床血标本的采集　　按照烧伤临床分期分别于烧伤
后１～３、４～７、８～１４、１５～２１ｄ，采集患者无菌静脉血于 ＥＤＴＡ
抗凝真空采血管中，共采集血浆标本１０８份。所有标本于采集
后２ｈ内于２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，小心转移上层血浆至１．５ｍＬ
离心管中，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，将上清以２００μＬ／管分装后
于－８０℃冰箱中保存。
１．３．２　血浆循环ＤＮＡ水平的检测　　２００μＬ血浆标本解冻
后，按试剂盒操作说明提取血浆 ＤＮＡ，并溶于５０μＬ洗脱缓冲
液中，即为血浆循环ＤＮＡ待测样本，保存于－２０℃冰箱。以小
牛胸腺ＤＮＡ（Ｓｉｇｍａ，德国）为标准品，用１×ＴＥ缓冲液配制成
０．２５～１０００ｎｇ／ｍＬ。根据 ＤＮＡ浓度测定试剂盒操作说明，设
置测定体系：ＤＮＡ标准品１００μＬ或血浆 ＤＮＡ待测样本５μＬ
（加入 １×ＴＥ缓冲液 ９５μＬ），０．００５×ＱｕａｎｔｉＴＰｉｃｏＧｒｅｅｎ
ｄｓＤＮＡＲｅａｇｅｎｔ１００μＬ，混匀后避光室温放置２～５ｍｉｎ。在多
功能酶标仪设置荧光激发波长和发射波长分别为４８０ｎｍ与
５２０ｎｍ，根据读取的ＤＮＡ标准品荧光值与建立的标准曲线，再
利用ＤＮＡ待测样本的荧光值计算出样本的血浆总ＤＮＡ浓度。

１．４　统计学分析
　　性别比、烧伤原因、临床结局等离散变量以频数或百分率
表示，采用χ２检验进行比较。年龄、烧伤面积、首次手术时间、
首次手术面积、血浆 ＤＮＡ水平及相关量表评分等连续变量以
中位数（Ｍ）及２５％ ～７５％分位区间（ＩＲ）表示，两独立样本比
较用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验。两变量相关分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等
级相关分析。受试者工作特征曲线（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｏｒｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ）［９］及曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）用
于评价ＡＰＡＣＨＥⅡ评分、ＭＯＤＳ评分、血浆循环ＤＮＡ水平对死
亡的预测价值。采用 ＳＰＳＳ１８．０及 ＭｅｄＣａｌｃ１２．７．３．０统计软
件，皆为双侧检验。

２　结果

２．１　纳入病例的基本资料
　　共纳入烧伤患者３２例，其中男性２５例（７８．１％），女性７例
（２１．９％），平均年龄 ４２岁。按烧伤面积划分［１０］重度烧伤

（３０％＜ＢＳＡ≤５０％）１２例（３７．５％），特重度烧伤（ＢＳＡ＞５０％）
２０例（６２．５％）。救治无效死亡患者６例（１８．８％），存活患者
２６例（８１．２％）。按烧伤面积及临床结局分组，资料统计如表
１。其中，重度烧伤组的ＢＳＡ与Ⅲ度烧伤面积显著小于特重度
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表１　纳入患者的基本资料

按烧伤面积分组 按临床结局分组
变量　　　

重度烧伤组 特重度烧伤组 存活组 死亡组

性别比（男∶女） ８∶４ １７∶３ ２０∶６ ５∶１
年龄（岁，Ｍ，ＩＲ） ４１．０（３６．５～４５．０） ４５．５（３４．０～５２．０） ４３．０（３８．０～４９．０） ３９．５（３３．０～５９．０）
ＢＳＡ（％，Ｍ，ＩＲ） ３７．５（３５．０～４３．５） ７０．０（６１．０～８１．０）ａ ５１．０（４０．０～６５．０） ９０．５（８０．０～９５．０）ｃ

　浅Ⅱ度烧伤面积 ９．０（２．０～１４．０） ２．５（０．０～１１．５） ４．０（１．０～１３．０） ２．０（０．０～３．０）
　深Ⅱ度烧伤面积 １９．５（１６．０～２７．０） ３０．０（１８．０～３７．５） ２８．０（１８．０～３５．０） ２０．０（１１．０～３２．０）
　Ⅲ度烧伤面积 ６．０（２．５～９．５） ２７．０（１０．０～５１．０）ａ １０．０（６．０～２７．０） ５３．５（３２．０～８１．０）ｄ

首次手术

　时间（伤后时间，Ｍ，ＩＲ） １６．５（４．５～２６．０） ４．０（３．０～６．５）ｂ ６．５（４．０～２５．０） ３．５（３．０～４．０）ｄ

　面积（％，Ｍ，ＩＲ） １２．５（１０．０～２７．５） ２０．０（１２．５～３７．５） １５（１０．０～３０．０） ４０．０（２０．０～５０．０）ｄ

烧伤原因

　热力烧伤（例） ９ １６ ２０ ５
　化学烧伤（例） ３ ４ ６ １
临床结局（存活∶死亡） １２∶０ １４∶６ｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与重度烧伤组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，ｄ：Ｐ＜０．０５，与存活组比较

烧伤组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；存活组的ＢＳＡ与Ⅲ度烧伤面积
显著小于死亡组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２２）。特重度烧伤组首次
手术时间显著提前于重度烧伤组（Ｐ＝０．０２６）；死亡组首次手术
时间显著提前于存活组（Ｐ＝０．０２２），首次手术面积显著大于存
活组（Ｐ＝０．０４９）。６例死亡病例的烧伤面积均＞５０％。

２．２　血浆循环ＤＮＡ水平检测方法的建立
　　同１份混合血浆分成５份同时提取 ＤＮＡ，应用 ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ
荧光染料定量检测，结果显示总体批内变异系数（ＣＶ）为
４８４％；对同１份血浆ＤＮＡ标本进行５次重复检测，结果显示
该样本ＤＮＡ的批间 ＣＶ为２．５６％。每次检测均包含１次标准
品等倍稀释建立的标准曲线，检测范围为０．２５～１０００ｎｇ／ｍＬ，
Ｒ２为０．９９９８。

２．３　血浆循环ＤＮＡ水平与烧伤情况的相关分析
　　结合临床烧伤情况相关指标对患者入院第１次采血结果
（烧伤１～３ｄ）进行相关性分析发现，血浆循环 ＤＮＡ水平与
ＢＳＡ、烧伤指数、Ⅲ度烧伤面积、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分呈显著正相关
（Ｐ＜０．０１），而与浅Ⅱ度及深Ⅱ度烧伤面积没有显著相关关系
（表２）。

表２　３２例烧伤患者伤后第１～３天血浆ＤＮＡ水平与烧伤
情况的相关分析

烧伤情况 Ｐ值 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关系数
ＢＳＡ ０．０００ ０．６１２
烧伤指数 ０．０００ ０．３８０
Ⅲ度烧伤面积 ０．００２ ０．２８０
ＡＰＡＣＨＥⅡ评分 ０．００４ ０．４９５
浅Ⅱ度烧伤面积 ０．０５３ －０．１８１
深Ⅱ度烧伤面积 ０．２７２ －０．１０３

２．４　烧伤患者血浆循环ＤＮＡ水平的动态变化
　　烧伤患者血浆循环 ＤＮＡ水平随烧伤时段变化趋势如图１
所示，总体呈现先略微抬升而后下降的趋势。其中，特重度烧

伤组血浆循环ＤＮＡ水平高峰出现在烧伤后４～７ｄ，而后呈持
续下降趋势；重度烧伤组血浆循环ＤＮＡ水平高峰于烧伤后８～
１４ｄ出现，略迟于特重度烧伤组，随后也出现明显下降趋势。
特重度烧伤组在入院第１次采血的血浆循环ＤＮＡ水平显著高

于同期重度烧伤组（Ｐ＜０．０１）。
　　图２为不同临床结局烧伤患者血浆循环ＤＮＡ水平的动态
变化，存活组与整体的变化趋势特征相似，死亡组在烧伤后１～
３ｄ的血浆循环ＤＮＡ水平显著高于同期存活组（Ｐ＜０．０１）。
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图１　烧伤患者血浆循环ＤＮＡ水平的动态变化
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图２　不同临床结局烧伤患者循环ＤＮＡ水平的动态变化
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２．５　血浆循环 ＤＮＡ水平与 ＭＯＤＳ评分、临床指标的
相关分析

　　１０８份血浆标本的血浆循环 ＤＮＡ水平与患者 ＭＯＤＳ评分
存在显著的正相关关系（Ｐ＜０．０１）。结合每次标本采集当天患
者的临床表现、血常规与凝血、肝功、肾功等检验指标相关分析

发现，血浆循环ＤＮＡ水平与心率、呼吸频率、入量、Ｄ二聚体、
谷草转氨酶（ＡＳＴ）、血钠、肌酐、血糖、胱抑素Ｃ、血尿素氮、降钙
素原呈显著正相关（Ｐ＜０．０１），与血清乳酸水平、活化部分凝血
活酶时间（ＡＰＴＴ）、总胆红素呈显著正相关（Ｐ＜０．０５），与尿量、
血小板数目、血钾呈显著负相关（Ｐ＜０．０５，表３）。

表３　血浆循环ＤＮＡ水平与ＭＯＤＳ、临床指标的相关性分析

临床生化指标 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关系数 Ｐ值

心率 ０．４４８ ＜０．０１

Ｄ二聚体 ０．４４８ ＜０．０１

ＭＯＤＳ评分 ０．４２３ ＜０．０１

入量 ０．４１ ＜０．０１

肌酐 ０．４０２ ＜０．０１

降钙素原 ０．３９９ ＜０．０１

呼吸频率 ０．３８５ ＜０．０１

胱抑素Ｃ ０．３７７ ＜０．０１

血钠 ０．３４ ＜０．０１

ＡＳＴ ０．３３４ ＜０．０１

血糖 ０．３２１ ＜０．０１

血尿素氮 ０．２６５ ＜０．０１

总胆红素 ０．２３１ ０．０１４

血小板数目 －０．２２８ ０．０１５

ＡＰＴＴ ０．２８２ ０．０２１

血清乳酸 ０．２５９ ０．０２１

尿量 －０．２２７ ０．０２９

血钾 －０．１９９ ０．０３３

２．６　血浆循环 ＤＮＡ水平与临床结局的相关分析及
ＲＯＣ曲线分析

　　根据患者的临床结局，将纳入病例分为死亡组及生存组，
经ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验，２组间入院时血浆循环 ＤＮＡ水平、病
情评分（ＡＰＡＣＨＥⅡ评分、ＭＯＤＳ评分）、烧伤情况（ＢＳＡ、Ⅲ度
烧伤面积、烧伤指数）均有显著差异（Ｐ＜０．０５），且各指标与临
床结局均呈显著正相关（Ｐ＜０．０５）；ＲＯＣ曲线分析并计算各

ＡＵＣ，两两间比较均无显著差异（Ｐ＞０．０５）；将６项指标联合做
ＲＯＣ曲线分析，ＡＵＣ高于任一单项指标，但与各单项指标均无
显著差异（Ｐ＞０．０５，表４）。

３　讨论

　　循环ＤＮＡ的研究标本多选择血清或血浆，而本研
究选取血浆标本是考虑到在凝血过程中血细胞可能非

特异地释放了 ＤＮＡ，血清中的循环 ＤＮＡ含量往往大
于血浆中含量，血浆可能比血清更能真实地反映体内

循环ＤＮＡ水平［１１］。目前，血浆循环 ＤＮＡ相关检测方
法较多，通过定量ＰＣＲ方法对ＧＡＰＤＨ、人类β珠蛋白
基因（βｇｌｏｂｉｎ）、βａｃｔｉｎ等人类看家基因进行特异性
扩增并定量，可间接反映人体循环ＤＮＡ水平。本研究
应用ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ荧光染料检测方法，可对直接血浆循环
ＤＮＡ进行综合的定量分析，具有较高的灵敏度，并缩
短了定量检测时间。

　　循环核酸的来源、释放与清除机制尚未完全明确，
有观点认为血浆循环 ＤＮＡ主要来源于组织细胞坏死
之后的释放［６，１２］。对血浆循环 ＤＮＡ水平的动态变化
进行分析，发现烧伤患者血浆循环ＤＮＡ水平随烧伤病
程呈现先略微升高再下降的趋势，并与 ＢＳＡ、烧伤指
数、Ⅲ度烧伤面积、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分等烧伤情况密切相
关。这可能是由于严重的Ⅲ度烧伤存在广泛的全层皮
肤坏死，细胞坏死后释放核酸增多而清除机制减少致

使入院时的血液循环ＤＮＡ增多；随着组织间水肿液的
回收，组织损伤而释放的 ＤＮＡ也随之入血，导致回收
期的血浆循环ＤＮＡ水平进一步升高。其中，重度烧伤
组患者血浆循环ＤＮＡ高峰晚于特重度烧伤组出现，可
能是后者伤情严重而尽早进行了深度烧伤创面切

（削）痂植皮术等手术，清除了创面坏死组织，阻止了

ＤＮＡ的进一步释放。
　　循环 ＤＮＡ也可来源于凋亡细胞和活细胞［４，１２］。

烧伤不仅导致创面局部存在大量的凋亡细胞，尤其是

表４　各组患者入院时血浆循环ＤＮＡ水平、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分、ＭＯＤＳ评分与临床结局的相关分析

变量
死亡组

（Ｍ，２５％～７５％ＩＲ）

生存组

（Ｍ，２５％～７５％ＩＲ）

与临床结局的Ｓｐｅａｒｍａｎ

等级相关系数
ＡＵＣ 诊断界值 灵敏度 特异度

血浆循环ＤＮＡ（ｎｇ／ｍＬ） ３００．６２（８６．０６～８１２．６６） ５２．４６（３７．６４．３０～９８．６０）ｂ ０．３８２ ０．７８２ ８３．３ ８３．３％ ６９．２％

ＡＰＡＣＨＥⅡ评分 ２０．５（１４．３～２５．３） ８．０（６．０～１２．３）ａ ０．６０１ ０．９４２ １４．５ ８３．３％ ８８．４％

ＭＯＤＳ评分 ８．０（７．８～１１．５） ４．０（３．０～６．０）ａ ０．６８７ ０．９２６ ６．５ １００％ ６９．２％

ＢＳＡ（％） ９０．５（８０．０～９５．０） ５１．０（４０．０～６５．０）ａ ０．５７８ ０．９２６ ７７．５ ８３．３％ ９２．３％

Ⅲ度烧伤面积（％） ５３．５（３２．０～８１．０） １０．０（６．０～２７．０）ｂ ０．４０８ ０．８０１ ２９．５ ８３．３％ ８０．８％

烧伤指数（％） ７５．６（５５．０～８９．８） ３８．５（２５．７～５０．２）ａ ０．５７２ ０．９２３ ５０．５ １００％ ７６．９％

６指标联合 ０．８２６ ０．９４９ ８３．３％ １００％

ａ：Ｐ＜０．０１；ｂ：Ｐ＜０．０５，与死亡组比较
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深Ⅱ度创面［１３－１４］，而且还会引起其他组织细胞发生凋

亡，特别是淋巴组织［１５－１６］。血浆循环 ＤＮＡ主要来源
于活细胞，特别是增殖旺盛的细胞［１７］。研究发现，热

损伤后骨髓来源内皮祖细胞可存在于外周血，参与血

管生成等创伤修复过程［１８］，创伤可刺激骨髓来源的干

细胞或祖细胞转移至相应的器官组织，参与重建与修

复过程［１９］。因此，烧伤后的血液循环 ＤＮＡ增多也可
能与组织细胞凋亡和组织修复相关。

　　烧伤指数只能反映烧伤面积及烧伤深度，无法反
映多系统组织的病理损伤情况。本研究发现血浆

ＤＮＡ水平与ＭＯＤＳ评分及临床指标、血常规与凝血、
肝脏及肾脏多个器官功能有显著相关，说明血浆 ＤＮＡ
水平对烧伤后各器官功能受损具有一定的提示作用。

许多研究也都表明血浆循环 ＤＮＡ浓度在一定程度上
可反映创伤患者的受创严重程度［６，２０］。血浆循环

ＤＮＡ水平可客观反映烧伤后细胞病理损伤程度，有望
作为烧伤后机体受损的程度指标与恢复指标。近期一

项研究［２１］发现，严重颅脑损伤患者的循环 ＤＮＡ水平
较健康人群有显著升高，而且循环 ＤＮＡ在创伤２４ｈ
内的下降程度可能预测了患者的临床结局。本研究发

现死亡组烧伤患者入院时血浆 ＤＮＡ水平显著高于存
活组，６指标联合对烧伤预后具有较好的提示意义。
但本研究样本总量及死亡样本量较小，且在烧伤初期

标本采集的周期较长。下一步研究可以在扩大样本量

进行验证性试验的基础上，增加在烧伤初期对血浆

ＤＮＡ水平的监测频率，并将血浆 ＤＮＡ水平精确至拷
贝数，再结合健康人群血浆 ＤＮＡ含量分析，细化对烧
伤初期的分析，以进一步明确血浆ＤＮＡ水平在烧伤病
情及烧伤预后中的临床意义。
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