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血浆ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后炎症反应的关联性研究
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　　［摘要］　目的　探究体外循环心脏术后ＩＣＵ患者血浆ｍｔＤＮＡ水平与炎症细胞计数和炎症因子表
达之间的潜在联系。方法　２０１５年９月１日到２０１６年１２月１日，华西医院心外科行体外循环心脏手
术患者，返回ＩＣＵ半小时内采集血常规、肝功和肾功、ＮＴｐｒｏＢＮＰ、ＩＬ６、ＣＲＰ、ＰＣＴ和ｍｔＤＮＡ。规范完成
检测和结果判定及录入，ＳＰＳＳ２１．０进行统计分析。结果　①纳入患者９６２名，男性４５９名，女性５０３名。
②血浆ｍｔＤＮＡ水平对数值与体外循环心脏术后血小板活化程度对数值之间存在直线相关 （ｒ＝
０．１０２７，Ｐ＝０．００２８）。③血浆ｍｔＤＮＡ水平平方根数值与体外循环心脏术后中性粒细胞绝对值平方根
数值之间存在直线相关（ｒ＝０．１０６９，Ｐ＝０．００４０）。④血浆 ｍｔＤＮＡ水平对数值与体外循环心脏术后
ＩＬ６对数值之间存在直线相关（ｒ＝０．０７９８，Ｐ＝０．０４５３）。结论　血浆ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后
早期患者的全身炎症反应密切相关。体外循环过程中活化炎症细胞可能是血浆ｍｔＤＮＡ的释放来源。
　　［关键词］　血浆线粒体ＤＮＡ水平；体外循环；炎症反应
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　　体外循环作为关键技术手段，为心内直视手术的
广泛开展保驾护航。但体外循环过程相关炎症反应错

综复杂，存在各种炎症因子的释放和炎症细胞聚集。

它们交错存在，相互影响，协同作用，常导致靶器官功

能受损［１］，明显影响患者预后［２－４］。关注体外循环过

程各种炎症因子的来源、致炎作用以及与其他炎症细

胞的关系，有助于体外循环炎症反应机制的研究，并最

终可能改善患者预后。

　　ｍｔＤＮＡ作为新近热点炎症因子，其释放机制和致
炎作用是近期关注焦点。在创伤或急性心肌梗死导致

的严重组织损伤过程中，血浆ｍｔＤＮＡ水平的升高提示
其释放的关键是不可控的细胞应激和死亡［５－７］。在脂

肪肝、系统性红斑狼疮等疾病过程中出现血浆 ｍｔＤＮＡ
水平的增加，说明其致炎作用可能参与自体异常免疫

和炎症反应［８］。在体外循环过程中也存在大量细胞

应激和炎症反应，ｍｔＤＮＡ与体外循环相关炎症反应关
系如何，尚无定论。已有研究发现体外循环心脏术后

血浆ｍｔＤＮＡ水平随时间推移逐渐升高，至术后 ２４ｈ
达到峰值，然后逐渐下降，推测 ｍｔＤＮＡ可能积极参与
了体外循环过程的炎症反应［９］。关注 ｍｔＤＮＡ与体外
循环术后早期炎症细胞和炎症因子之间的联系，有助

于探究ｍｔＤＮＡ与体外循环相关炎症反应的关联，以及
在此过程中可能的来源和潜在功能作用。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　２０１５年９月１日到２０１６年１２月１日，在华西医
院心脏大血管外科接受体外循环心脏手术患者，年龄

≥１８岁，签署患者知情同意书，且术后入住成人心脏
外科监护室的。本研究获得华西医院伦理委员会的批

准（华西医院２０１５年审８３号）。
１．２　方法
１．２．１　标本的采集
　　（１）时间：体外循环心脏手术结束返回 ＩＣＵ后半
小时内。

　　（２）方法：ＥＤＴＡ抗凝采血管采集外周静脉血４ｍＬ；
忌用力抽吸；即刻于 ４℃离心机离心（７０００ｒ／ｍｉｎ，
１５ｍｉｎ）；将上清液（血浆）放于１．５ｍＬ规格的 ＥＰ管
中，于－２０℃冰箱保存备用。
　　（３）检测内容：血常规、肝功和肾功、ＮＴｐｒｏＢＮＰ、
ＩＬ６、ＣＲＰ、ＰＣＴ和ｍｔＤＮＡ。
１．２．２　ｍｔＤＮＡ的检测和浓度计算
　　（１）检测按照荧光定量聚合酶链式反应（ＰＣＲ）标
准方法进行。

　　（２）提取 ｍｔＤＮＡ，使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ１０００测定

提取ＤＮＡ的浓度和纯度，采用１０倍稀释序列，制备标
准曲线。

　　（３）使用标准的转换系统将 ｍｔＤＮＡ浓度单位转
换成拷贝数（ｃｏｐｉｅｓ）。
　　（４）血浆ｍｔＤＮＡ浓度的计算公式为：ｃ＝Ｑ×ＶＤＮＡ／
ＶＰＣＲ×１／ＶＥＸＴ［ｃ为血浆ｍｔＤＮＡ浓度；Ｑ为荧光定量
ＰＣＲ检测的样本中 ｍｔＤＮＡ的拷贝数；ＶＤＮＡ为提取
ＤＮＡ过程中最后一步 ＡＥ缓冲液的体积（２００μＬ）；
ＶＰＣＲ为荧光定量 ＰＣＲ配置体系中加入样本的体积
（１μＬ）；ＶＥＸＴ为提取ＤＮＡ过程中第一步使用的血浆
总量（５０μＬ）］。
１．３　统计学方法
　　经正态性检验，血浆 ｍｔＤＮＡ水平、血小板活化水
平、中性粒细胞绝对值、ＩＬ６水平、ＣＲＰ水平均不服从
正态分布。血浆 ｍｔＤＮＡ水平、血小板活化程度、ＩＬ６
水平、经自然对数转换后服从正态分布；中性粒细胞绝

对值经开平方根转换后服从正态分布；ＣＲＰ水平经取
倒数转换后服从正态分布。经过数据转换后相关性分

析采用直线相关，以皮尔逊积矩相关系数（Ｐｅａｒｓｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｍｏｍｅｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ＰＰＭＣＣ或 ＰＣＣｓ）
ｒ来表示相关程度；当数据缺失率＜１０％时，采用多重
填补（ｍｕｌｔｉｐｌｅｉｍｐｕｔａｔｉｏｎ）方法处理缺失数据；当数据
缺失率＞１０％时，该指标不纳入研究。
　　所有的统计学处理采用 ＳＡＳ９．４，Ｒ３．２．４，ＳＰＳＳ
２１．０统计软件。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　病例资料基本情况
　　本研究共纳入９６２名患者，其中男性４５９名，女性
５０３名，年龄１８～７５．８（５１．６±１２．５）岁；ＢＭＩ为１４．８～
３４．９（２２．９±３．２９）ｋｇ／ｍ２；机械通气时间 ２～２３２．５
（３０．２７±３６．９９）ｈ；住ＩＣＵ时间１～１２ｄ［（２．８８±１．７９）ｈ］。
手术方式均为体外循环下心脏手术，其中瓣膜手术

６９２例（其中二尖瓣置换术 １９８例，主动脉瓣置换术
２２４例，双瓣膜置换术２６１例，三尖瓣置换术９例），单
纯冠状动脉旁路移植手术８３例，冠状动脉旁路移植加
换瓣手术５８例，大血管手术７９例，简单先心手术 ３５例
（其中房中隔缺损 １５例，室中隔缺损 ２０例），其他手
术１５例。
２．２　血浆ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后炎症细胞

的相关性分析

２．２．１　血浆ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后血小板
活化程度相关性　　数据本身不服从正态分布，经自
然对数转换后，两变量之间相关系数 ｒ＝０．１０２７，Ｐ＝
０．００２８，血浆ｍｔＤＮＡ水平对数值与体外循环心脏术
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后血小板活化程度对数值之间存在直线相关（图 １，
表１），即血小板活化程度越高，相应血浆 ｍｔＤＮＡ水平
越高。

表１　血浆ｍｔＤＮＡ水平与炎症细胞和炎症因子水平相关
性分析汇总表

因子指标 ｒ Ｐ
血小板活化水平 ０．１０２７ ０．００２８
中性粒细胞计数 ０．１０６９ ０．００４０

ＩＬ６ ０．０７９８ ０．０４５３
ＣＲＰ ０．０５６５ ０．５９６８
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相关分析ｒ＝０．１０２７，Ｐ＝０．００２８；血小板活化水平＝平均
血小板体积／血小板计数

图１　血浆ｍｔＤＮＡ水平和体外循环心脏术后血小板活化
程度的散点图

２．２．２　血浆ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后中性粒
细胞绝对值相关性　　数据本身不服从正态分布，经
开平方根转换后，两变量之间相关系数 ｒ＝０．１０６９，
Ｐ＝０．００４０，血浆ｍｔＤＮＡ水平平方根数值与体外循环
心脏术后中性粒细胞绝对值平方根数值之间存在直线

相关（图２，表 １），即中性粒细胞绝对值越大，相应血
浆ｍｔＤＮＡ水平越高。

!"

!#

!$

%!

!&

'

(

)

*

+

"

#

,

%

&

血
浆

-
.
/
0
1

水
平

(2& (2, (2" (2* (2( '2& '2, '2" '2* '2( %&2&
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相关分析ｒ＝０．１０６９，Ｐ＝０．００４０
图２　血浆ｍｔＤＮＡ水平和体外循环心脏术后中性粒细胞

绝对值的散点图

２．３　血浆ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后炎症因子
的相关性分析

２．３．１　血浆 ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后 ＩＬ６
相关性　　数据本身不服从正态分布，经自然对数转
换后，两变量之间相关系数ｒ＝０．０７９８，Ｐ＝０．０４５３，血
浆ｍｔＤＮＡ水平对数值与体外循环心脏术后 ＩＬ６对数
值之间存在直线相关（图３，表１），即 ＩＬ６水平越高，
相应血浆ｍｔＤＮＡ水平越高。
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相关分析ｒ＝０．０７９８，Ｐ＝０．０４５３

图３　血浆ｍｔＤＮＡ水平和体外循环心脏术后ＩＬ６的散点图

２．３．２　血浆 ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后 ＣＲＰ
相关性　　数据本身不服从正态分布，经ｍｔＤＮＡ自然
对数转换，Ｃ反应蛋白取倒数转换后，两变量之间相关
系数ｒ＝０．０５６５，Ｐ＝０．５９６８，血浆ｍｔＤＮＡ水平对数值
与体外循环心脏术后 ＣＲＰ倒数值之间不存在直线相
关，即二者水平变化趋势之间不存在相关性。

３　讨论

　　体外循环过程中，炎症反应错综复杂，存在大量炎
症细胞激活和细胞因子水平变化。活化炎症细胞可以

释放各种炎症因子，引起和放大炎症反应。探究血浆

ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后早期 ＩＣＵ患者炎症
细胞计数和炎症因子表达之间的关系有助于揭示

ｍｔＤＮＡ与体外循环相关炎症反应的联系，以及在此过
程中它的可能来源和潜在功能作用。本文将标本采集

时间设置在患者返回监护室后的半小时内，这个时间

点处于体外循环心脏术后炎症反应的高峰时段内，也

是已有研究发现的血浆 ｍｔＤＮＡ水平的迅速上升
期［９－１２］，在此敏感时间段的标本采集更利于发现血浆

ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后各种炎症细胞计数
和炎症因子表达之间的联系。在大量临床数据分析的

基础之上，我们发现血浆ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏
术后早期血小板活化程度、中性粒细胞绝对值和 ＩＬ６
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之间具有稳定相关性。它们之间的这种关联不仅提示

了血浆ｍｔＤＮＡ在此过程中的可能来源和致炎作用，更
反映了血浆ｍｔＤＮＡ与体外循环心脏术后 ＩＣＵ患者的
全身炎症反应之间的密切联系。

　　本研究发现血浆 ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术
后血小板活化程度之间有相关性。血小板活化程度是

目前常用的用于反映血小板作为炎症细胞在体外循环

过程中活化情况的指标，以平均血小板体积／血小板计
数来表示［１３］，这主要是考虑到体外循环过程中血小板

可能出现严重的功能障碍和数量减少［１４］。已有研究

发现，体外循环过程中血小板活化程度峰值在血浆

ｍｔＤＮＡ水平峰值之前出现，且二者峰值变化具有相关
性［１５］。这个研究揭示了血小板活化与血浆 ｍｔＤＮＡ水
平之间的可能联系，提示体外循环过程中血小板活化

可能是血浆 ｍｔＤＮＡ的来源之一。本研究通过更大样
本量的相关性研究也发现了类似的关联，这个结果提

示了血小板活化可能是血浆ｍｔＤＮＡ的来源之一，以及
一种可能的体外循环炎症反应机制。

　　其实，许多研究已经发现血小板可以参与炎症反
应。血小板内包含活性成分，如细胞因子、黏附因子和

凝血因子等［１６］。这些成分是血小板参与炎症反应的

基础。它们可以直接作用于其他血小板、白细胞和内

皮细胞等，也可以通过促进这些细胞激活引起炎症。

因而，血小板活化后可以释放炎症因子［１７］参与炎症反

应，也可以通过与炎症细胞交互作用，放大炎症反应。

已有研究发现心肌损伤和某些急性心血管事件都与血

小板的过度活化密切相关［１８］。同时也有研究发现，活

化血小板也可以将ｍｔＤＮＡ释放到循环中，并通过作为
磷脂酶Ａ２ⅡＡ的底物来促进炎症［１９］。而体外循环过

程本身存在血小板激活，因此，体外循环心脏术后存在

活化血小板释放ｍｔＤＮＡ的可能性。
　　体外循环过程存在中性粒细胞的激活和清除延
迟。活化的中性粒细胞可以释放蛋白酶、氧自由基等

引起组织损伤，也可以激活更多炎症细胞加重组织损

伤。中性粒细胞的过度激活和清除延迟导致炎症反应

和器官功能障碍，是体外循环心脏术后肺损伤发生的

主要机制［２，２０－２１］。研究发现中性粒细胞可以释放

ｍｔＤＮＡ形成中性粒细胞外陷阱（ＮＥＴ）［２２］，参与捕获
和消灭循环中的病原微生物，包括细菌、真菌和病毒

等［２３］。ＮＥＴ由ｍｔＤＮＡ单独组成，说明特殊炎症情况
下，中性粒细胞可能是循环ｍｔＤＮＡ的主要来源。本研
究发现血浆ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后中性粒
细胞绝对值有相关性，这个初步发现提示在体外循环

的炎症环境中二者之间存在联系，活化中性粒细胞可

能是血浆 ｍｔＤＮＡ的来源之一。当然，也有研究发现

ｍｔＤＮＡ可以引起中性粒细胞激活，并可以通过 ＴＬＲ９、
ＭＡＰＫｐ３８的激活等引起严重的免疫反应［２４］。本研

究初步发现这个相关性的存在，至于二者的因果关系

还需要进一步的基础研究进行明确。

　　在炎症因子方面，本研究发现血浆ｍｔＤＮＡ水平与
ＩＬ６水平具有相关性，并没有发现其与 ＣＲＰ之间的联
系。这可能与不同炎症因子的作用和释放时间不同有

关。ＩＬ６是体外循环术后早期释放的重要促炎因子之
一，其释放时点与我们抽取 ｍｔＤＮＡ的时点比较接近。
因此，二者之间的这种关联提示 ｍｔＤＮＡ与 ＩＬ６具有
相近的释放时段，也说明它们在致炎作用方面的相关

性。ＣＲＰ是感染和应激状态下机体产生的急性蛋
白［２５］，通过激活补体和清除凋亡细胞参与炎症反应。

ＣＲＰ水平升高相对较晚，一般在体外循环术后２４ｈ左
右。没有发现二者相关性的可能原因有两个，一是

ｍｔＤＮＡ采血时点与 ＣＲＰ释放时段没有重合，二是
ＣＲＰ的作用不仅限于炎症，更是一个提示感染的敏感
指标。

　　综上所述，本研究通过大量临床数据的分析，发现
了血浆ｍｔＤＮＡ水平与体外循环心脏术后血小板活化
程度和中性粒细胞绝对值这两个炎症细胞之间的相关

关系，也发现了血浆 ｍｔＤＮＡ水平与炎症因子 ＩＬ６之
间的联系。既往其他研究发现这些炎症细胞激活后

都可以释放 ｍｔＤＮＡ，因而体外循环过程中它们也可
能是血浆 ｍｔＤＮＡ的释放来源。血浆 ｍｔＤＮＡ水平与
炎症细胞和炎症因子之间的相关关系更表明了它与

体外循环心脏术后早期 ＩＣＵ患者全身炎症反应之间
的密切联系。
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