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【摘要】目的　观察中性粒细胞胞外诱捕网（ＮＥＴｓ）形成在川崎病（ＫＤ）急性期中的变化，探讨其参与 ＫＤ血管损伤的可能和相
关药物的保护机制。方法　留取２０２２年１月—２０２３年６月东莞市妇幼保健院收治的４０例ＫＤ患儿静脉注射丙种球蛋白前、后与对
照组４０例健康同龄儿童血样，对外周血中性粒细胞计数和酶联免疫吸附试验法检测的血浆中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介
素６（ＩＬ６）和循环游离ＤＮＡ（ｃｆＤＮＡ）、ＬＬ３７、脱氧核糖核酸酶Ⅰ（ＤＮａｓｅⅠ），以及血管性血友病因子（ｖＷＦ）、内皮细胞微粒（ＥＭＰｓ）
及血小板衍生微粒（ＰＤＭＰ）水平进行比较并分析。结果　ＫＤ急性期患儿外周血中中性粒细胞计数和 ＴＮＦα、ＩＬ６以及 ＮＥＴｓ主要
成分ｃｆＤＮＡ和ＬＬ３７水平增高，ＤＮａｓｅⅠ水平下降，丙种球蛋白治疗后恢复，且与对照组相比无统计学差异；同时血浆中 ｖＷＦ、ＥＭＰｓ
和ＰＤＭＰ也均增高，丙种球蛋白治疗后下降，与对照组相比无统计学差异；有冠状动脉扩张者ＫＤ急性期的中性粒细胞计数、ＴＮＦα、
ｃｆＤＮＡ及ｖＷＦ、ＥＭＰｓ、ＰＤＭＰ较无冠状动脉扩张者高，ＤＮａｓｅⅠ则较之低；相关分析提示，ＮＥＴｓ主要成分 ｃｆＮＤＡ与 ＥＭＰｓ、ｖＷＦ及
ＰＤＭＰ水平呈正相关，与ＤＮａｓｅⅠ水平呈负相关。结论　ＫＤ急性期存在ＮＥＴｓ过表达和 ＤＮａｓｅⅠ降解能力下降与患者病情相关，动
态监测ｃｆＤＮＡ在早期诊断和病情严重程度评估中有一定临床价值；ＮＥＴｓ可能参与了ＫＤ的血管炎症内皮损伤凝血轴反应；提示丙
种球蛋白通过减少ＮＥＴｓ损伤途径发挥一定药理保护作用。
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　　川崎病（Ｋａｗａｓａｋｉｄｉｓｅａｓｅ，ＫＤ）又称为皮肤黏膜淋
巴结综合征，１９６７年由日本首次报道，好发于５岁以
下婴幼儿，为儿童获得性心脏病的首要病因［１］，其病

理上系全身自身免疫性弥漫性中小血管炎疾病，尤以

冠状动脉损害（ｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｌｅｓｉｏｎ，ＣＡＬ）最常发生，
从而引起心脏不同程度缺血性损伤。临床上ＫＤ急性
期患者外周血以中性粒细胞升高为主，伴 ＣＡＬ的患
儿活化程度更高［２］。中性粒细胞死亡后形成中性粒

细胞 胞 外 诱 捕 网 （ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，
ＮＥＴｓ），是一种新认识的死亡方式，称之为 ＮＥＴｏｓｉｓ。
其生成的产物有重要病理作用，已有研究发现 ＫＤ急
性期体内中性粒细胞易形成 ＮＥＴｓ而加重炎症反应，
因血管炎最终会涉及血管内皮损伤凝血轴反应机
制，尚未见 ＮＥＴｓ对其影响的直接观察及相关干预手
段是否与之相联系的临床研究。本研究旨在观察

ＫＤ患儿急性期静脉注射丙种球蛋白治疗前后外周
血中 ＮＥＴｓ形成和血管内皮损伤及血小板激活情况，
试图探讨其病理生理意义，为相关药物保护机制提

供理论依据。

１　资料与方法
１１　研究对象

以２０２２年１月—２０２３年６月期间在东莞市妇幼
保健院收治的ＫＤ患儿为研究对象，入选标准：（１）年
龄≤５岁的初次治疗人群，符合最近更新的诊断标
准［３］；（２）确诊后即按每日１ｇ／ｋｇ的丙种球蛋白连续
静脉注射２ｄ且临床恢复良好者；（３）门诊每月定期随
访，并以发病３个月内心脏彩超检查显示冠状动脉是
否扩张作为评价ＣＡＬ的依据；（４）接受了在门诊定期
复诊者。排除标准：既往患有心血管系统或／和其他
免疫系统疾病，发病近期接受过免疫功能调节类药物

治疗以及未完成随访者。根据队列研究样本量计算

公式Ｎ１＝Ｎ２＝２［（ｔα／２＋ｔβ／２）Ｓ／δ］２，α为Ⅰ类误
差，β为Ⅱ类误差，ｔα／２和 ｔβ／２分别代表对应的临界
值，Ｓ为样本标准差，δ为容许误差，控制好失访率，共
纳入 ＫＤ患儿 ４０例，同时选取同龄健康体检儿童
４０例为对照组。本次研究通过东莞市妇幼保健院学
术伦理委员会同意实行［批准号２０２１第（３４）号］，所
有受试者家长均对试验知情并签署知情同意书。

１２　标本采集与处理
ＫＤ组在入院明确诊断后采集外周静脉血 ３～

４ｍＬ于乙二胺四乙酸二钠管，并于静脉注射丙种球蛋

白后２４ｈ再采集３～４ｍＬ外周静脉血；对照组则在入
选时采集外周静脉血３～４ｍＬ。以上标本均在收集后
立即使用离心机３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，移液器取上
清血浆至ＥＰ管中，保存于－８０℃冰箱备集中检测。
１３　指标检测
１３１　血浆检测

采用酶联免疫吸附试验法检测肿瘤坏死因子α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）（参考范围：２０～
３０ｐｇ／ｍＬ）、白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）（参考
范围：１～５ｐｇ／ｍＬ）、抗菌肽ＬＬ３７（ＬＬ３７）（参考范围：
２～６ｎｇ／ｍＬ）、循环游离 ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｃｅｌｌｆｒｅｅ
ＤＮＡ，ｃｆＤＮＡ）（参考范围：３０～６０ｎｇ／ｍＬ）、脱氧核糖核
酸酶Ⅰ（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅⅠ，ＤＮａｓｅⅠ）（参考范围：
３～１０ ｎｇ／ｍＬ）、内 皮 细 胞 微 粒 （ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＥＭＰｓ）（参考范围：２５～５０ｎｇ／ｍＬ）、血
管性血友病因子（ｖｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄｆａｃｔｏｒ，ｖＷＦ）（参考范
围：０．５～１ｎｇ／ｍＬ）、血小板衍生微粒（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＰＤＭＰ）（参考范围：３０～５０ｎｇ／ｍＬ）等水
平，以上试剂均购于武汉新启迪生物科技有限公司。

严格按照各试剂盒中提供说明书规定的测定步骤

操作。

１３２　心脏彩超检查
所有患儿均完成治疗前及随后３个月每月１次共

４次的心脏彩超检查，测定左、右冠状动脉主干及左前
降支、回旋支及右冠状动脉中段内径，以任一支扩张

判定为ＣＡＬ：（１）主干内径 ＞３ｍｍ；（２）局部内径较邻
近处扩大超过１．５倍；（３）内径 ｚ值≥２．０［２］。心脏彩
超检查由本院功能科完成。

１４　统计学分析
使用ＳＰＳＳ２６．０进行统计学分析和 ＧｒａｐｈＰａｄ９．０

绘图。正态分布的计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，方差齐者多组间行方差分析，两两组间行 ＬＳＤ
检验，方差不齐或非正态分布者则用中位数和上下四

分位数间距（Ｑ２５，Ｑ７５）表示，多组间采用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ
Ｈ秩和检验，两组间行 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ秩和检验。
Ｓｐｅａｒｍａｎ法行两变量间相关性分析，并计算相关系数
ｒ。以上检验方法均以Ｐ≤０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　一般资料

本研究共 ４０例 ＫＤ患儿，男女分别为 ２４例和
１６例，年龄（２．２８±１．７２）岁。对照组 ４０例，男女各
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２０例，年龄（１．７８±１．０９）岁。各组间年龄、性别差异
均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。随访期内共８例出现冠
状动脉扩张情况。

２２　ＫＤ患儿丙种球蛋白治疗前、后与对照组中性粒
细胞计数和血浆中炎症因子、ＮＥＴｓ成分及 ＤＮａｓｅⅠ
水平比较

　　对丙种球蛋白治疗前、后与对照组外周血中性粒
细胞计数和血浆中 ＩＬ６、ＴＮＦα、ｃｆＤＮＡ、ＬＬ３７和
ＤＮａｓｅⅠ水平进行对比分析，３组间差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。两两比较显示治疗前与治疗后和对照
组仍具有统计学差异（Ｐ＜０．０５），而治疗后与对照组
则无统计学差异（Ｐ＞０．０５），提示 ＫＤ急性期中性粒

细胞、炎症因子和 ＮＥＴｓ成分明显升高，而 ＤＮａｓｅⅠ水
平则下降，丙种球蛋白治疗好转后均趋恢复近正常儿

童水平。见表１。
２３　ＫＤ患儿丙种球蛋白治疗前、后与对照组血浆中
ｖＷＦ、ＥＭＰｓ、ＰＤＭＰ水平比较
　　对丙种球蛋白治疗前、后与对照组血浆中 ｖＷＦ、
ＥＭＰｓ、ＰＤＭＰ进行比较，组间差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），两两比较显示治疗前与治疗后仍有统计
学差异（Ｐ＜０．０５），后者与对照组则无统计学差异
（Ｐ＞０．０５），提示急性期三者水平升高，在治疗后回
降。见表１。

表１　ＫＤ患儿丙种球蛋白治疗前、后与对照组检测数据

组 别 ｎ
中性粒细胞／
（×１０９·Ｌ－１）

ＩＬ６／
（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＴＮＦα／
（ｐｇ·ｍＬ－１）

ｃｆＤＮＡ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＬＬ３７／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＤＮａｓｅⅠ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ｖＷＦ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＥＭＰｓ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＤＭＰ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＫＤ组

治疗前 ４０
９．８６

（６．１２，１３．２１）
８．８６

（５．２７，１２．４８）
３９．７４

（３２．１６，４１．０２）
６７．８９

（４２．８７，８２．６８）
８．８２

（５．０３，１２．０７）
５．０２

（４．０５，６．７３）
３．６５

（２．０７，４．６７）
７８．６７

（７１．８０，９２．１０）
３９．３０

（２９．３３，６３．８４）

治疗后 ４０
６．７７

（３．２０，８．７８）
４．５３

（２．３４，７．３６）
３０．９１

（２０．３４，３７．６０）
４８．９４

（３１．２９，５７．４０）
４．７２

（３．９０，６．４５）
７．９４

（６．０３，９．５９）
１．２８

（０．７０，３．４３）
３９．２７

（２２．８７，６０．９０）
３０．７２

（２５．５９，５７．５８）

对照组 ４０
５．７５

（３．８１，７．８９）
３．３４

（２．１７，６．６７）
２８．７６

（２０．６６，３４．５３）
５０．００

（３２．４９，５８．２２）
４．４４

（１．７５，７．２２）
８．０６

（６．９８，９．７５）
０．９６

（０．５６，２．７５）
３４．４３

（１９．５７，６６．５７）
３１．６５

（２２．６８，４６．１１）

Ｈ值 ７７．４５ ６８．５３ ５５．６４ ４１．５８ ４８．５３ ７１．２２ ８９．６３ ９６．３３ ６０．６７

Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

２４　不同程度冠状动脉损伤 ＫＤ急性期患儿丙种球
蛋白治疗前中性粒细胞计数和炎症因子、ＮＥＴｓ成分、
ＤＮａｓｅⅠ及ｖＷＦ、ＥＭＰｓ、ＰＤＭＰ水平比较
　　根据ＫＤ患儿心脏彩超检查是否存在冠状动脉扩
张分为 ＣＡＬ与无冠状动脉损害（ｎｏｎｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ
ｌｅｓｉｏｎ，ＮＣＡＬ）两组，对其治疗前外周血中中性粒细胞

计数、ＩＬ６、ＴＮＦα、ｃｆＤＮＡ、ＬＬ３７、ＤＮａｓｅⅠ及 ｖＷＦ、
ＥＭＰｓ、ＰＤＭＰ水平进行比较，其中中性粒细胞计数、
ＴＮＦα、ｃｆＤＮＡ、ｖＷＦ、ＥＭＰｓ、ＰＤＭＰ在 ＣＡＬ组较 ＮＣＡＬ
组水平更高，ＤＮａｓｅⅠ则较低，两组间差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。见表２。

表２　不同程度ＣＡＬ的ＫＤ急性期各指标比较

组别 ｎ
中性粒细胞／
（×１０９·Ｌ－１）

ＩＬ６／
（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＴＮＦα／
（ｐｇ·ｍＬ－１）

ｃｆＤＮＡ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＬＬ３７／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＤＮａｓｅⅠ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ｖＷＦ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＥＭＰｓ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＤＭＰ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＣＡＬ ７
１０．０５

（５．０１，１３．７８）
９．７４

（５．６１，１３．５９）
４２．７０

（３３．０９，４８．０４）
７３．９０

（５５．８７，８８．９３）
９．９２

（６．１３，１４．０９）
４．１１

（３．６５，５．９８）
３．３３

（２．５０，５．０３）
８４．４３

（６２．８１，９０．４０）
４２．４３

（３６．３７，６８．９４）

ＮＣＡＬ ３３
７．６９

（４．１２，１１．９９）
６．４６

（４．４２，１１．３０）
３３．０４

（３０．３４，４０．２０）
５５．６４

（４３．２２，８２．０８）
６．０２

（３．０３，１１．０８）
６．０４

（４．２５，７．０８）
２．３１

（１．６７，２．９３）
７７．０７

（６１．７０，８５．３９）
３５．１０

（３０．３２，５５．４４）

Ｚ值 ３．２５ ３．２１ ２．９２ ３．１４ ３．０３ ２．０４ １．９９ ２．４５ ２．１７

Ｐ值 ０．０１９ ０．００１ ０．００４ ０．００２ ０．００２ ０．０４１ ０．０４７ ０．０１４ ０．０３０

２５　相关性分析

对上述外周血指标行两变量间 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分

析，发现其中ｃｆＤＮＡ水平与ｖＷＦ、ＥＭＰｓ和ＰＤＭＰ水平

均呈显著正相关（相关系数 ｒ分别为０．６４５、０．５００和

０．５５２，Ｐ＜０．００１），与 ＤＮａｓｅⅠ水平则成负相关（ｒ＝

－０．６６０，Ｐ＜０．００１）。见图１。

３　讨论

在儿童急性发疹性疾病中 ＫＤ的发病率较高，尤

其亚裔人群，近年中国北京和上海 ４岁内小儿每年

就有超过 １００／１０万的新发病例［４］。引起特异性

ＣＡＬ是 ＫＤ的重要特征，可引起冠状动脉扩张，一旦

发生冠状动脉瘤则预后不良，但其发病机制仍不明
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确，迄今普遍认为系特定遗传背景下肠道或呼吸道

感染触发的异常血管免疫炎症反应，可能与诱发的

超抗原物质过度释放及多种细胞因子共同参与等

有关［５］。

图１　血浆ｃｆＤＮＡ分别与ｖＷＦ、ＥＭＰｓ、ＰＤＭＰ及ＤＮａｓｅⅠ水平相关分析图

　　中性粒细胞占外周血白细胞的５０％ ～７０％，是人
体内数量最多的固有免疫系统效应细胞，具有强大的

抗微生物功能，并对适应性免疫起着重要的辅助和调

节作用。临床上常发现ＫＤ急性期表现为外周血中性
粒细胞持续显著升高。中性粒细胞有多种死亡方式，

其中坏死、凋亡和自噬为完全性，其不会引起更多的

炎症反应。而成熟中性粒细胞在激活后可形成一种

释放到胞外，以ＤＮＡ为网架，并镶附组蛋白、髓过氧化
物酶、ＬＬ３７、中性粒细胞弹性蛋白酶等复杂成分的网
状结构即 ＮＥＴｓ而死亡［６］。ＮＥＴｓ的形成对于机体来
说是一把“双刃剑”，除发挥清除病菌作用外，在体内

过多滞留则会造成直接或免疫性破坏，严重损害机体

而促发疾病［７８］。其中 ｃｆＤＮＡ是主要成分，已发现脓
毒症患者中性粒细胞功能下降伴血浆中 ｃｆＤＮＡ／ＮＥＴｓ
比例水平升高，病情严重者明显较病情轻者更高，且

升高程度与不良结局有关，患者治疗好转则 ｃｆＤＮＡ／
ＮＥＴｓ可逐渐下降至正常水平，反映了 ＮＥＴｓ的形成影
响炎性反应强度［９１０］。ＬＬ３７是中性粒细胞特异性抗
原肽，其血清中水平也可反映体内ＮＥＴｓ形成程度［１１］。

本研究观察到 ＫＤ急性期伴随血中 ＩＬ６、ＴＮＦα等炎
症因子水平升高，ＮＥＴｓ主要成分ｃｆＤＮＡ、ＬＬ３７水平均
升高，且冠状动脉扩张组水平较未扩张组更高，显示

与损伤程度正相关，治疗后均得以恢复，与相关研

究［１２］结果一致，ＮＥＴｓ在参与 ＫＤ的冠状动脉血管炎

性损伤过程中有比较重要的作用。既往研究［１３１４］认

为细胞因子是 ＫＤ发生与发展最直接的因素，其中
ＩＬ６、ＴＮＦα是血管炎形成的先决条件，可协调多种炎
症介质，发病早期其释放增多也可激活中性粒细胞，

存在与ＮＥＴｓ相互促进机制，参与或诱发对中小血管
内皮系统免疫炎性损伤的发生与发展。ＫＤ急性期体
内的中性粒细胞在肉豆蔻酸酯刺激下更易形成ＮＥＴｓ，
其可通过过表达促炎细胞因子（如 ＴＮＦα和 ＩＬ６）显
著促进外周血单核细胞中 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＮＦκＢ信号通
路的激活，使缺氧诱导因子１和血管内皮生长因子表
达上调，导致更严重的炎症反应，进而加重血管内皮

细胞损伤［１５１６］。有体外动物实验［１７］证实应用 ＮＥＴｓ
抑制剂可抑制 ＮＥＴｓ生成而改善小鼠动脉血栓现象。
ＮＥＴｓ在体内状态取决于形成与降解平衡，ＤＮａｓｅⅠ是
降解ＮＥＴｓ的重要酶，可直接反映其在体内降解情
况［１８］，已有研究［１９］发现通过体外灌注 ＤＮａｓｅⅠ降解
ＮＥＴｓ，可对炎症性肠病的小鼠起到保护作用。作者同
时关注了ＤＮａｓｅⅠ对ＮＥＴｓ降解能力是否存在缺陷，发
现伴随ＮＥＴｓ而作为反映其主要清除能力的 ＤＮａｓｅⅠ
水平呈反向改变，导致ＮＥＴｓ过度堆积。在ＫＤ的治疗
中，丙种球蛋白是公认的一线标准治疗。本研究［２０］发

现在ＫＤ急性期行丙种球蛋白治疗后，外周血ＮＥＴｓ和
ＤＮａｓｅⅠ水平均有恢复，与对照组比较无统计学差异，
说明丙种球蛋白在此方面有重要干预作用和意义，其
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在减少ＮＥＴｓ形成和促降解能力恢复方面都发挥着药
理保护作用，推测可能与其封闭效应、免疫调节等作

用有关。

免疫性血管炎本质上会涉及血管内皮损伤凝血
轴过程，血管内皮损伤、血小板激活、纤溶亢进及血流

动力学异常等在 ＫＤ病程中有着重要意义，血小板与
白细胞相互作用，通过重新编程免疫网络调节炎症和

免疫反应［２１２２］。ｖＷＦ是血小板、巨核细胞和内皮细胞
中的一种大分子黏附糖蛋白，循环中ｖＷＦ主要来源于
内皮细胞，是临床上广泛认可的血管内皮损害特异标

志物［２３］。ＥＭＰｓ作为血管内皮细胞激活物，循环中存
在时可促进炎性反应、加重血管内皮功能障碍，从而

加速血管炎进展［２４］。ＰＤＭＰ则是血小板激活相关有
效标志物［２５］。本研究同期检测了 ＫＤ患儿外周血中
上述与血管损伤和血小板激活相关的代表性指标，发

现在ＫＤ急性期均明显升高，丙种球蛋白治疗后下降，
进一步对 ｃｆＤＮＡ、ＬＬ３７和 ＤＮａｓｅⅠ行相关性分析，发
现其中 ｃｆＤＮＡ与 ＥＭＰｓ、ｖＷＦ和 ＰＤＭＰ水平均呈显著
正相关，相关系数 ｒ分别为 ０．５００、０．６４５、０．５５２（均
Ｐ＜０．００１），与ＤＮａｓｅⅠ则成负相关（ｒ＝－０．６６０，Ｐ＜
０００１），提示ＮＥＴｓ途径参与了ＫＤ重要的血管内皮细
胞受损、血小板活化等的血管炎性反应。

综上可见，ＫＤ急性期中性粒细胞激活后在体内
形成过多的ＮＥＴｓ，同时ＤＮａｓｅⅠ等对其降解能力下降
导致ＮＥＴｓ水平异常升高，从而参与冠状动脉等血管
内皮免疫炎性损伤，且与病情严重程度相关，丙种球

蛋白可能在该方面发挥了重要的药理作用。本研究

样本量虽偏少，但关注的是急性期，结合 ＮＥＴｓ生成特
点，仍可提示急性期ＫＤ患者血循环中ＮＥＴｓ成分对病
情判断是一个值得临床重视的生物标志物和重要的

治疗靶点。由于现在临床上对 ＫＤ的重视，多能及早
识别和规范治疗，本研究中重症病例少，在更多分层

研究和更长时间随访监测方面存在不足，有待进一步

扩大研究以明确结论并阐明其分子机制，以期开发出

更有针对性的治疗方法。
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