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儿童脓毒症胶质细胞焦亡信号活化及其对神经细胞线粒体
损伤的影响力

邢 静，王艳飞，闫慧娟，王新梅，刘振奎

（河北北方学院附属第一医院儿内科，张家口 075000）

【摘 要】目的：探讨儿童脓毒症相关脑病（sepsis-associated encephalopathy，SAE）胶质细胞焦亡信号活化及其对神经细胞线粒

体损伤的影响力。方法：纳入河北北方学院附属第一医院 2020年 4月至 2024年 3月儿童重症监护病房（pediatric intensive care 
unit，PICU）26 例脓毒症患者，包括 15 例 SAE 和 11 例非 SAE。采用实时荧光定量聚合酶链式反应（real-time quantitative poly⁃
merase chain reaction，qPCR）定量血清中线粒体DNA（mitochondrial DNA，mtDNA），酶联免疫吸附法检测血清中 S100钙结合蛋

白 B（S100 calcium-binding protein B，S100B）、神经特异性烯醇化酶（neuron-specific enolase，NSE）水平。将 BV2细胞分为 Con
组、mtDNA组、si-cGAS组、mtDNA+si-cGAS组、mtDNA+cGAS-oe组和mtDNA+cGAS-oe+YVAD-cmk组。采用蛋白质印迹检测

核因子 κB/NOD 样受体热蛋白结构域蛋白 3（nuclear factor kappa-B/NOD-like receptor pyrin domain containing 3，NF- κB/
NLRP3）信号，流式细胞术检测细胞焦亡。结果：SAE组在住院第 4、7天的血清mtDNA水平明显高于非 SAE组（P<0.05）。血清

mtDNA 水平与 NSE、S100B水平呈正相关（P<0.05）。转染 si-cGAS明显逆转了 mtDNA 对 BV2细胞 NF-κB/NLRP3信号激活和

细胞焦亡的影响（P<0.05）。与 mtDNA 组相比，mtDNA+cGAS-oe 组 BV2 细胞中 cGAS、p-NF-κB、NLRP3、Cleaved caspase-1 蛋

白表达和细胞焦亡率明显增加（P<0.05）。与 mtDNA+cGAS-oe 组相比，mtDNA+cGAS-oe+YVAD-cmk 组 BV2 细胞中 Cleaved 
caspase-1蛋白表达和细胞焦亡率明显降低（P<0.05）。结论：脓毒症患儿血清mtDNA水平与NSE、S100B水平变化密切相关，其

可能以 cGAS依赖方式促进BV2细胞NF-κB/NLRP3信号激活和细胞焦亡。
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Activation of glial cell pyroptosis signal in children with sepsis and 
its influence on mitochondrial injury in neural cells

Xing　Jing，Wang　Yanfei，Yan　Huijuan，Wang　Xinmei，Liu　Zhenkui
（Department of Pediatrics，The First Affiliated Hospital of Hebei North University）

【Abstract】Objective：To investigate the activation of glial cell pyroptosis signal in children with sepsis-related encephalopathy 
（SAE） and its influence on mitochondrial injury in neural cells. Methods：A total of 26 patients with sepsis who were admitted to the 
First Affiliated Hospital of Hebei North University from April 2020 to March 2024 were enrolled，among whom there were 15 SAE 
patients and 11 non-SAE patients. Quantitative PCR was used to measure mitochondrial DNA（mtDNA） in serum，and ELISA was 
used to measure the serum levels of S100 calcium-binding protein B（S100B） and neuron-specific enolase（NSE）. BV2 cells were 
divided into Con group，mtDNA group，si-cGAS group，mtDNA+si-cGAS group，mtDNA+cGAS-oe group，and mtDNA+cGAS-oe+
YVAD-cmk group. Western blotting was used to analyze nuclear factor kappa-B/NOD-like receptor pyrin domain containing 3（NF-
κB/NLRP3） signal，and flow cytometry was used to measure cell pyroptosis. Results：The SAE group had a significantly higher serum 
level of mtDNA than the non-SAE group in days 4 and 7 of hospitalization（P<0.05）. The serum level of mtDNA was positively corre⁃
lated with the serum levels of NSE and S100B（P<0.05）. Transfection of si-cGAS significantly reversed the effect of mtDNA on NF-κB/
NLRP3 signal activation and cell pyroptosis in BV2 cells（P<0.05）. Compared with the mtDNA group，the mtDNA+cGAS-oe group had 

significant increases in the protein expression levels of cGAS ，

p-NF-κB，NLRP3，and cleaved caspase-1 and cell pyroptosis rate 
in BV cells（P<0.05）. Compared with the mtDNA+cGAS-oe group，
the mtDNA+cGAS-oe+YVAD-cmk group had significant reduc⁃
tions in the protein expression level of cleaved caspase-1 and cell 
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pyroptosis rate in BV2 cells（P<0.05）. Conclusion：The serum level of mtDNA in children with sepsis is closely associated with the 
changes in the serum levels of NSE and S100B，and the increase in mtDNA may promote the activation of NF-κB/NLRP3 signal and 
cell apoptosis in BV2 cells in a cGAS-dependent manner.
【Key words】children；sepsis-related encephalopathy；mitochondrial DNA；glial cell；cell pyroptosis

脓毒症定义为威胁生命的器官功能障碍，由宿

主对感染的反应失调引起，已成为儿科重症监护病

房（pediatric intensive care unit，PICU）中常见的危重

疾病[1]。超过 50%的脓毒症患者合并脓毒症相关脑

病（sepsis-associated encephalopathy，SAE），主要表

现为弥漫性皮质损伤，常发生在其他器官功能障碍

之前[2]。SAE的发病机制复杂，包括细胞因子风暴、

氧化应激、线粒体损伤、凋亡和细胞焦亡[3]。临床

上，SAE缺乏特定的治疗方法，只能提供对症支持，

常导致 SAE 患儿出现神经系统后遗症[4]。证据表

明，线粒体功能障碍与多种神经退行性疾病有关。

线粒体 DNA（mitochondrial DNA，mtDNA）在线粒体

功能障碍中起重要作用，其通过激活NOD样受体热

蛋白结构域蛋白 3（NOD-like receptor pyrin domain 
containing 3，NLRP3）炎症小体信号，并导致胱天蛋

白酶-1依赖性细胞焦亡[5]。在炎症环境中，神经元

出现线粒体功能障碍，并释放mtDNA诱导邻近的免

疫细胞发生细胞焦亡，如星形胶质细胞和小胶质细

胞，后者是中枢神经系统的主要免疫防线，在脑内

发挥着免疫监视作用[6]。此外，临床研究显示血浆

mtDNA 水平可能是脓毒症患儿诊断和预后的潜在

生物标志物[7]。因此，推测 mtDNA 可能在儿科 SAE
患者的诊断和预后中发挥作用，但相关研究较少。

本研究探讨循环 mtDNA 水平是否可以作为儿科

SAE患者的有用生物标志物，并通过体外实验进一

步分析 mtDNA 在介导神经细胞线粒体损伤和小胶

质细胞焦亡中的作用，旨在为开发 SAE患儿诊断和

预后的潜在生物标志物提供数据支持。

1　资料与方法

1.1　一般资料

本研究是在河北北方学院附属第一医院PICU进行的观

察性和回顾性研究，数据收集时间为 2020年 4月至 2024年 3
月，研究经本院伦理审查委员会批准［批准号：（伦审）2020
第 0104号］，患儿家属签署知情同意书。纳入标准：患儿均

符合美国重症监护医学学会/欧洲重症监护医学学会制定的

脓毒症-3诊断标准[8]，年龄 1个月至 18岁。排除标准：家属

拒绝签署知情同意书；接受姑息治疗；有药物、有毒物质、乙

醇、工业制剂、重金属或任何已知会引起意识水平变化的物

质接触史；有影响认知功能的中枢神经系统急性疾病，如病

原体（病毒、真菌或细菌）引起的脑膜脑炎或脱髓鞘综合征；

癫痫；非进行性慢性脑病；原发性免疫缺陷；癌症；在纳入研

究前 6个月内使用免疫抑制剂；在纳入研究后由临床事件如

颅内出血、心脏骤停后的缺氧缺血性脑病、急性低血糖症、严

重低钠血症或高钠血症引起的意识水平变化。SAE诊断的

最早时间为 PICU 入院后 8 h。SAE 定义为脓毒症合并精神

状态改变、认知或行为异常，以及患者在PICU期间的格拉斯

哥昏迷评分（Glasgow coma score，GCS）≤14[9]。SAE的认知和

神经精神症状包括注意力不集中、意识模糊、焦虑、精神运动

功能下降、嗜睡、木僵和昏迷。

1.2　方法

1.2.1　数据收集　在PICU入院时，收集了以下数据：人口统

计学资料、共病、感染部位、GCS、脓毒症的病因、PICU 住院

时间和死亡率。诊断后第 1周内，每天收集至少 1份血样用

于检测 S100 钙结合蛋白 B（S100 calcium-binding protein B，

S100B）、神经特异性烯醇化酶（neuron-specific enolase，NSE）
和mtDNA。

1.2.2　血浆 S100B 和 NSE 水平分析　将血液样本收集在含

有乙二胺四乙酸以及其盐的采血管中，并在 4 ℃下以 700×g

离心 5 min。采用酶联免疫吸附测定试剂盒（美国R&D系统

公司）检测血浆NSE和S100B。

1.2.3　血浆mtDNA水平分析　将血液样本收集在含有乙二

胺四乙酸以及其盐的采血管中，并在 4 ℃下以 700×g 离心

5 min。采用 QIAamp DNA 血液微型试剂盒（德国 Qiagen 公

司）从血浆中提取DNA。然后，进行实时荧光定量聚合酶链

式反应（real-time quantitative polymerase chain reaction，qPCR）
定量mtDNA。引物序列如下：mtDNA，正向 5'-CACAGAAG
CTGCCATCAAGTA-3'；反向5'-CCGGAGAGT ATATTGTTGA
AGAG-3'。采用 Genbank 搜索验证 mtDNA 引物的特异性，

并通过分光光度计测定mtDNA水平。

1.2.4　细胞培养、转染、分组　小鼠小胶质细胞BV2细胞和

小鼠海马细胞 HT22 细胞获自美国 ATCC。将细胞接种在

含有 10% 胎牛血清和 1% 青霉素-链霉素的杜氏改良 Eagle
培养基（Dulbecco's modified eagle medium，DMEM）（美国

Hyclone 公司）中培养。为了在体外模拟 SAE，HT22 细胞用

1 μg/mL 脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）（美国 Sigma 公司）

—— 830



重庆医科大学学报 2026 年第 51 卷第 6 期 （Journal of Chongqing Medical University 2026.Vol.51 No.6 ）

处理 24 h，收集经 LPS 处理的 HT22 细胞培养上清液并提取

mtDNA，用于后续刺激BV2细胞[10]。
为了研究环GMP-AMP合酶（cyclic GMP-AMP synthase，

cGAS）对 BV2细胞活化的影响，采用 cGAS siRNA（si-cGAS）
或 cGAS 过表达载体（cGAS-OE）转染 BV2 细胞。将 BV2 细

胞接种到 24 孔板中，培养至 70% 汇合。采用 Lipofectamine 
3000 试剂（美国 Invitrogen 公司）转染 24 h。 si-cGAS 以及

cGAS-OE购自上海吉凯基因医学科技股份有限公司。

细胞分组如下：①实验 1 考察不同浓度 mtDNA 对 BV2
细胞活化的影响，将 BV2 细胞分为对照组（Con）和不同

mtDNA 浓度（100、200、400 ng/mL）处理组，其中 Con 组加入

空白培养基处理24 h，不同mtDNA浓度（100、200、400 ng/mL）
处理组加入对应浓度mtDNA处理 24 h。②实验 2考察HT22
细胞来源的 mtDNA 是否通过 cGAS 影响 BV2 细胞活化，将

BV2 细胞分为 Con 组、mtDNA 组、si-cGAS 组、mtDNA+si-
cGAS 组。其中，si-cGAS 组、mtDNA+si-cGAS 组转染 si-
cGAS，mtDNA+si-cGAS 组在转染 24 h 后加入 200 ng/mL 
mtDNA 处理 24 h。mtDNA 组加入 200 ng/mL mtDNA 处理

24 h。Con组加入空白培养基处理 24 h。③实验 3考察阻断

caspase-1激活减轻 cGAS过表达在加重 mtDNA 诱导 BV2细

胞焦亡中的作用，将 BV2 细胞分为 Con 组、mtDNA 组、

mtDNA+cGAS-oe 组和 mtDNA+cGAS-oe+YVAD-cmk 组。其

中 ，mtDNA 组 、mtDNA+cGAS-oe 组 和 mtDNA+cGAS-oe+
YVAD-cmk 组加入 200 ng/mL mtDNA 处理 24 h，mtDNA+
cGAS-oe+YVAD-cmk 组在处理前转染 cGAS-oe 24 h，并用

YVAD-cmk（25 mg/mL）预处理细胞 1 h。mtDNA+cGAS-oe
组在处理前转染 cGAS-oe 24 h。Con 组加入空白培养基处

理24 h。
1.2.5　细胞 mtDNA 分离和定量　收集经 LPS 处理的 HT22
细胞培养上清液，采用线粒体DNA分离试剂盒（美国Abcam
公司）从上清液中分离 mtDNA。采用小鼠 mt-ATP6 引物/
Taqman 5’FAM-3’MGB 探针（美国 Bio-Rad 公司）对 mtDNA
进行定量。

为了评估BV2细胞吞噬HT22细胞释放的mtDNA，使用

PCR 将 Cy5-dCTP（Amersham Cy5-dCTP，美国 GE Healthcare
公司）标记 mtDNA，并采用 NanoDrop 分光光度计（美国

Thermo Scientific 公司）测定 mtDNA 浓度。BV2 细胞用 GFP
染料（美国 Sigma 公司）进行荧光标记。将 40 ng mtDNA 与

2×105 BV2 细胞一起孵育 0、4、8、12、16 h，BV2 细胞核用

Hoechst 33342（上海碧云天生物技术有限公司）染色，并通过

激光扫描共聚焦显微镜观察吞噬情况。

1.2.6　蛋白质印迹分析　将BV2细胞溶解在含有蛋白酶抑

制剂苯甲基磺酰氟的 RIPA 缓冲液（北京 Solarbio 公司）中。

用BCA蛋白检测试剂盒（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）

测量蛋白浓度。将 5 倍样品缓冲液与蛋白质样品（1∶4）混

合，通过 10% 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳

（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，
SDS-PAGE）分离。转膜至聚偏二氟乙烯膜（美国 Millipore

公司）后，室温下用 5% 脱脂牛奶封闭膜 1 h，然后又针对

cGAS（1∶1 000，美国 Cell Signaling Technology 公司）、NLRP3
（1∶1 000，美国 Cell Signaling Technology 公司）、裂解的半胱

氨酸蛋白酶-1（Cleaved cysteinyl aspartate specific proteinase-
1，Cleaved caspase-1）（1∶1 500，英国Abcam公司）、磷酸化核

因子 κB（phosphorylated nuclear factor kappa-B，p-NF-κB）
（1∶1 000，美国 Cell Signaling Technology 公司）、β -actin
（1∶10 000，美国 Cell Signaling Technology 公司）一抗在 4 ℃
孵育过夜。在室温下与过氧化物酶偶联的第二抗体

（1∶5 000，英国Abcam公司）孵育 1 h后，通过ECL化学发光

系统（美国Thermo Fisher公司）显影。

1.2.7　酶联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent 
assay，ELISA）　使用 ELISA 试剂盒（美国 Thermo Fisher 公
司）测量 BV2 细胞培养上清液中细胞因子/趋化因子水平

（IL-1β、IL-18、MCP-1和CXCL-10）。

1.2.8　流式细胞术　采用 FAM-FLICA® Caspase-1（美国

ImmunoChemistry Technologies 公 司）来 鉴 定 细 胞 焦 亡 。

Caspase-1 和碘化丙锭（PI）双阳性细胞定义为典型焦亡

细胞。

1.3　统计学方法

采用 SPSS 25.0软件分析数据。所有连续变量进行正态

分布和方差齐性检验。正态分布的计量资料采用均数±标
准差（x±s）表示，非正态分布的计量资料用中位数（四分位

间距）[Md（P25，P75）]表示，组间比较采用 t 检验或非参数

Mann-Whitney U 检验。计数资料以频数和百分比表示，组

间比较采用卡方检验或 Fisher精确检验。采用 Pearson相关

分析评估相关性。对于体外实验数据，采用GraphPad Prism 
9.5软件进行作图与分析。采用单因素方差分析评估组间差

异。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　脓毒症患儿的人口统计学、流行病学和临床特征

26 例患者纳入本研究，包括 15 例 SAE 患者和 11 例非

SAE患者。所有患者在住院期间均未死亡。这些患者的人

口统计学、流行病学和临床特征见表 1。SAE组与非 SAE组

患者在性别、年龄、体质量、感染源、感染菌、合并症、脓毒症

诊断标准和基线CRP、NSE、S100B水平方面差异均无统计学

意义（P>0.05）。

2.2　脓毒症患儿在 PICU 住院前 7 d 的血清脑组织损伤生化

标志物、mtDNA变化情况

SAE 组与非 SAE 组患者在 PICU 住院前 7 d 的 NSE、

S100B随时间增加呈逐渐降低的趋势，并且非 SAE组住院第

7 天的血清 NSE、S100B 水平明显低于住院第 1 天（t=3.394、
3.329，P<0.05）（图 1A）。在 PICU 住院前 7 d，非 SAE 组患者

血清 mtDNA 随时间增加呈逐渐降低的趋势，SAE 组在住院

第 4 天的血清 mtDNA 水平达到峰值，随后在住院第 7 天降
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低，并且 SAE 组在住院第 4、7 天的血清 mtDNA 水平明显高

于非 SAE 组（t=4.693、2.557，P<0.05）（图 1A）。相关性分析

显示，血清 mtDNA 水平与血清 NSE、S100B 水平呈正相关

（第 1 天：r=0.692，第 4 天：r=0.393、0.498，第 7 天：r=0.408、
0.522，均P<0.05）（图1B）。

2.3　LPS 刺激 HT22 细胞释放 mtDNA 激活 BV2 细胞 NF-κB/
NLRP3信号通路

采用 LPS 刺激 HT22 细胞 24 h，然后收集上清液分离

mtDNA（用 Cy5-dCTP 标记，黄色），将 mtDNA 处理 BV2 细胞

（用GFP标记，绿色）。结果显示mtDNA-Cy5在刺激后 4 h被

BV2 细胞吞噬，在 mtDNA-Cy5 与 BV2 细胞共培养 12 h 后达

到高峰（图 2）。此外，mtDNA 在激活 BV2 细胞的 NF-κB/
NLRP3 信号通路和诱导细胞释放炎症细胞因子/趋化因子

（IL-1β、IL-18、MCP-1 和 CXCL-10）方面呈剂量依赖性（F=
364.000、353.700、115.600、452.300，P<0.05）（图3）。

2.4　HT22细胞来源的 mtDNA 以 cGAS 依赖的方式促进 BV2
细胞NF-κB/NLRP3信号激活

采用 si-cGAS 在体外阻断 mtDNA 刺激后 BV2 细胞中

cGAS 的激活。与 Con 组相比，mtDNA 组 BV2 细胞中 cGAS、
p-NF-κB、NLRP3、Cleaved caspase-1蛋白表达和 IL-1β、IL-
18、MCP-1、CXCL-10 水 平 明 显 增 加（t=44.760、33.160、
32.730、16.550、44.920、30.860、28.060、38.010，P<0.05）。转

表 1　脓毒症患儿的人口统计学、流行病学和临床特征[n，%；x±s；Md（P25，P75）]

项目

年龄（岁）

性别

　　男

　　女

体质量（kg）
感染源

　　呼吸系统

　　皮肤病

　　胃肠道

　　尿道

合并症

　　哮喘

　　先天性心脏缺陷

　　皮肤黏膜疾病

脓毒症诊断标准

　　心动过速

　　呼吸急促

　　体温>38 ℃
　　白细胞数量增加

PICU住院时间（d）
感染菌

　　嗜血杆菌

　　变形杆菌

　　腺病毒

　　大肠杆菌

　　甲型流感

　　乙型流感

　　草绿色链球菌

　　化脓性链球菌

　　表皮葡萄球菌

　　未知

CRP（mg/L）
NSE（pg/mL）
S100B（pg/mL）

非SAE组（n=11）
2.00（1.00，2.90）

3（27.3）
8（72.7）

10.30（8.50，13.00）

4（36.4）
1（9.1）

0
0

3（27.3）
0
0

11（100）
11（100）

8（72.7）
8（72.7）

19.00（15.00，28.00）

1（9.1）
0
0
0

1（9.1）
2（18.2）

0
1（9.1）
1（9.1）
5（45.5）

20.0（5.10，26.19）
4 305±2 533

496±242

SAE组（n=15）
2.00（1.10，2.60）

6（40.0）
9（60.0）

11.50（9.70，14.60）

6（40.0）
1（6.7）
1（6.7）
1（6.7）

2（13.3）
1（6.7）
1（6.7）

15（100）
15（100）
12（80.0）
12（80.0）

16.00（10.00，22.00）

3（20.0）
1（6.7）
1（6.7）
1（6.7）
1（6.7）
1（6.7）
1（6.7）

0
0

6（40.0）
30.0（4.85，32.68）

3 825±1 773

572±186

Z/t/χ2值
0.156
0.454

1.273

0.035
0.053
0.763
0.763

0.794
0.763
0.763

-
-

0.189
0.189
1.222
6.974

1.034
0.570
0.852

P值

0.876
0.500

0.203

0.851
0.819
0.382
0.382

0.373
0.382
0.382

1.000
1.000
0.664
0.664
0.222
0.640

0.301
0.574
0.404
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图 1　脓毒症患儿在 PICU 住院前 7 d 的血清脑组织损伤生化标志物、mtDNA 变化情况

               注：比例尺=20 μm
图 2　免疫荧光显示不同刺激时间下 BV2 细胞对 mtDNA-Cy5 的吞噬情况

注：a，与 Con 组比较，P<0.05；b，与 mtDNA（100 ng/mL）组比较，P<0.05；c，与 mtDNA（200 ng/mL）组比较，P<0.05
图 3　 mtDNA 剂量依赖地激活 BV2 细胞中 cGAS 介导的 NF-κB/NLRP3 信号（n=4）
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染 si-cGAS明显逆转了mtDNA对BV2细胞NF-κB/NLRP3信

号激活及 IL-1β、IL-18、MCP-1、CXCL-10 分泌的影响（t=
30.500、22.710、22.730、5.555、29.220、18.730、14.260、25.130，
P<0.05）（图 4）。流式细胞术分析显示，与 Con 组相比，

mtDNA 组 BV2 细胞的焦亡率明显增加（t=39.620，P<0.05）。

与 mtDNA 组相比，mtDNA+si-cGAS 组 BV2 细胞焦亡率明显

降低（t=22.440，P<0.05）（图5）。

2.5　阻断 caspase-1激活减轻 cGAS过表达在加重 mtDNA 诱

导BV2细胞焦亡中的作用

采用 YVAD-cmk 阻断 BV2 细胞 caspase-1 激活。与

mtDNA 组相比，mtDNA+cGAS-oe 组 BV2 细胞中 cGAS、p-
NF-κB、NLRP3、Cleaved caspase-1 蛋白表达，IL-1β、IL-18、
MCP-1、CXCL-10 水平和细胞焦亡率明显增加（t=21.180、
12.970、14.520、7.148、5.248、4.488、7.239、7.881、13.610，P<
0.05）（图 6）。与 mtDNA+cGAS-oe 组相比，mtDNA+cGAS-
oe+YVAD-cmk 组 BV2 细胞中 Cleaved caspase-1 蛋白表达，

IL-1β、IL-18、MCP-1、CXCL-10 水平和细胞焦亡率明显降

低（t=12.080、18.370、14.980、14.280、14.470、21.800，P<0.05）
（图6）。

注：a，与 Con 组比较，P<0.05；b，与 mtDNA 组比较，P<0.05
图 4　HT22 细胞来源的 mtDNA 以 cGAS 依赖方式促进 BV2 细胞 NF-κB/NLRP3 信号激活（n=4）

   注：a，与 Con 组比较，P<0.05；b，与 mtDNA 组比较，P<0.05
图 5　HT22 细胞来源的 mtDNA 以 cGAS 依赖方式促进 BV2 细胞焦亡（n=4）
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3　讨 论

SAE是脓毒症患儿最严重的并发症之一[11]。既

往研究表明，在所有脓毒症患者中，SAE 的发生率

为 8%~70%[12-13]。SAE 可导致预后明显恶化，并且

随着 SAE严重程度的增加，脓毒症患者的死亡率明

显增加，最高可达 70%[14]。此外，存活的 SAE患儿很

可能会出现永久性神经认知障碍，明显降低生活质

量，并给其家庭甚至社会带来沉重负担[15]。基于这

些发现，SAE的早期识别与干预对于改善脓毒症患

者尤其是患儿的预后和降低其死亡率至关重要。

在这项研究中，脓毒症患儿的 SAE 发生率为 57.7%
（15/26），高于 de Araújo BES 等[16]报道的 40%，主要

原因是他们的研究将 GCS≤12 作为 SAE 诊断标准，

本研究的 SAE临床标准包括入院时GCS值<15或出

现了明显的谵妄特征。此外，本研究发现 SAE组患

者在 PICU 住院前 7 d 的血清脑损伤生化标志物

NSE、S100B水平变化不明显，而mtDNA水平则发生

明显变化，并与NSE、S100B水平变化呈正相关。这

项研究结果与 Zhou GS 等[17]报道的结果一致，在他

们的研究中较高的 mtDNA 水平与器官功能障碍明

显相关。1 项针对成人脓毒症的研究表明，在诊断

为脓毒症的患者中，mtDNA 水平在第 1 天升高，并

注：a，与 Con 组比较，P<0.05；b，与 mtDNA 组比较，P<0.05；c，与 mtDNA+cGAS-oe 组比较，P<0.05
图 6　阻断 caspase-1 激活减轻 cGAS 过表达在加重 mtDNA 诱导 BV2 细胞焦亡中的作用（n=4）
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持续到第 5天[18]。mtDNA释放的机制包括胞质作用

及随后的细胞外释放 2个步骤。在前者中，线粒体

内膜中的线粒体通透性转换孔起着关键作用，细胞

应激和坏死是导致 mtDNA 释放的主要因素[19]。这

些结果表明 mtDNA 可能是识别 SAE 患儿的重要生

物标志物。然而，由于数据收集和实验过程中可能

存在的偏倚，如样本量较小、血样收集时间点对结

果的潜在影响。因此未来需要开展前瞻性研究验

证本研究结论。

神经元是毒素和急性损伤最易攻击的目标

之一，其损伤不仅是急性脑损伤的标志，而且还通

过释放各种损伤相关分子模式（danger-associated 
molecular pattern，DAMP）激活神经内炎症反应。

mtDNA作为非感染性炎症中先天免疫的重要介质，

其拷贝数高，并在受损时形成大量的DAMP，刺激细

胞质DNA诱导的免疫途径，引发免疫反应[20]。cGAS
是最重要的DNA传感器之一，研究发现，cGAS定位

于细胞核、线粒体和细胞膜中，与其信号特异性功

能相关[21]。在体外和体内实验中，线粒体 cGAS抑制

癌细胞中的活性氧（reactive oxygen species，ROS）生

成及细胞死亡，而从线粒体膜分离的 cGAS 增加

ROS 水平并促进癌细胞死亡[22]。这些发现表明

cGAS 主要识别 mtDNA，并在细胞质中游离时激活

下游通路。在正常情况下，mtDNA在线粒体中受到

双膜的保护。氧化应激后，线粒体易发生变形，

mtDNA 在细胞质基质中定位错误，通过 cGAS 等蛋

白质作为炎症诱导的中心，导致相应的细胞因子水

平升高[23]。这与本研究的结果一致，在 LPS 模拟的

体外 SAE 模型中，由 HT22 分泌的 mtDNA 可被 BV2
细胞吞噬，进而激活 cGAS介导的 NF-κB/NLRP3信

号通路，诱发炎症反应，通过敲低BV2细胞的 cGAS
表达有助于逆转 mtDNA 诱导的炎症反应。异常激

活的小胶质细胞通过产生多种促炎介质介导神经

炎症反应，是中枢神经系统疾病的重要病理机制[24]。

小胶质细胞类似于巨噬细胞，可以极化成不同的功

能表型（M1和M2）[25]。其中，M1表型主要发挥促炎

功能，可分泌促炎因子（如肿瘤坏死因子 α、白细胞

介素 1β、白细胞介素 6）介导神经炎症反应。因此，

由受损神经元分泌的mtDNA增加可能以 cGAS依赖

性方式促进 BV2 细胞 NF-κB/NLRP3 信号激活，进

而参与SAE的病理机制。

此外，本研究发现 mtDNA 以 cGAS 依赖性方式

促进 BV2 细胞焦亡。细胞焦亡是炎症相关的程序

性细胞死亡的一种形式，最初被确定为涉及胱天蛋

白酶家族的巨噬细胞死亡途径，此后在各种类型细

胞中观察到细胞焦亡，这种细胞死亡由炎症性胱天

蛋白酶（如 Caspase-1）驱动，导致 gasdermin D 的切

割，形成细胞膜孔洞，最终导致细胞裂解并释放促

炎细胞因子如白细胞介素 1β 和白细胞介素 18[5]。

研究表明，细胞焦亡可促进 SAE 进展，部分药物通

过抑制细胞焦亡相关的信号通路对 SAE 具有保护

作用[26]。为明确细胞焦亡在调节 mtDNA 细胞外释

放中的功能重要性，本研究采用 YVAD-cmk 阻断

caspase-1激活和随后的BV2细胞焦亡，结果显示阻

断 caspase-1 激活减轻 cGAS 过表达在加重 mtDNA
诱导 BV2 细胞炎症反应中的作用。NLRP3 是一种

重要的细胞质模式识别受体，其激活导致 gasder⁃
min D 被胱天蛋白酶切割，引发细胞焦亡和随后的

病理生理反应[27]。然而，目前关于连接 mtDNA-
cGAS 信号轴和 NLRP3-细胞焦亡轴的分子调节机

制需要进一步研究。根据目前的结果推测，在脓毒

症的早期阶段，受损的神经元细胞释放 DNA，激活

小胶质细胞的 cGAS信号通路，从而引发局部炎症。

随着脓毒症的发展，小胶质细胞的激活加剧了局部

炎症的扩散，促进了炎症级联和氧化应激，诱发细

胞因子风暴，进一步加剧了神经元损伤[28]。因此，未

来的研究需阐明mtDNA-cGAS轴和NLRP3-细胞焦

亡轴之间的相互作用，及二者在调节小胶质细胞焦

亡和减轻SAE神经组织损伤中的作用。

总之，本研究揭示了脓毒症患儿血清mtDNA水

平与血清NSE、S100B水平变化密切相关，并且可能

是识别 SAE 患儿的重要生物标志物。体外研究证

实了受损神经元分泌的mtDNA增加可能以 cGAS依

赖方式促进 BV2细胞 NF-κB/NLRP3信号激活及焦

亡，进而参与SAE的病理机制。
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