脓毒症患者血小板膜糖蛋白及血小板参数的相关研究

技术报告
一、研究背景

脓毒症(sepsis)是指由感染引起的全身炎症反应综合征(SIRS),是创伤、烧伤、休克、感染、大手术等临床急危重患者的严重并发症之一。其起病急、病情进展快,若早期不能得到有效控制,很快进一步恶化进展到严重脓毒症、脓毒性休克,容易诱发多器官功能障碍综合征。由于其发生率高,病情凶险,病死率高,治疗花费高,医疗资源消耗大,已对人类健康和经济发展造成了巨大的损害 。尽管目前重症医疗的技术在不断改善,脓毒症的诊治水平不断提高,但随着人口的老龄化、医疗活动的增加及免疫抑制药物的使用,脓毒症的患病率及病死率仍然呈上升的趋势，重症监护病房脓毒症仍是患者死亡的第一大原因，而且病死率以5% ～10%的速度上升。所以脓毒症一直是国际医学界的研究热点和重点。

脓毒症之所以病死率高，主要原因之一是缺少有效的诊断指标，早期诊断困难，延误了早期有效的抗菌药物治疗。血小板在脓毒症早期阶段炎症反应和凝血激活中扮演着重要的作用,在脓毒症的发生、发展和转归中具有重要作用。血小板受炎症或非炎症刺激发生活化时,结构及功能均发生改变,通过检测血小板相关参数,可了解血小板的数量、大小、分布状态,从而反映血小板的功能状态。随着全自动血细胞分析仪的广泛普及,血小板计数及反映血小板分布状态、形态、功能等参数容易获得,费用低廉,能为临床提供重要的信息，成为广大学者研究的热点。研究表明,血小板是介导危重症患者凝血和炎症反应的关键因素,是联系内源性和获得性免疫应答的桥梁,对于重症病人,血小板有一定的预测病情发展与判断预后的作用。目前临床上关于血小板计数在脓毒症中的研究较多,但关于血小板相关参数在脓毒症中的研究却罕见报道。

CD62P和CD63是血小板胞浆内颗粒上的膜糖蛋白及溶酶体膜糖蛋白，均为活化血小板的膜糖蛋白，二者在血小板静息状态下有极少量表达，而在血小板活化时可随着血小板“脱颗粒”发生移位，与血小板质膜相融合，表达于血小板的表面膜上成为识别活化血小板的分子标志物。CD62P亦称血小板活化依赖性颗粒膜蛋白，其功能是维持机体止血－纤溶系统功能平衡。CD62P是目前所知的反映血小板活化与释放反应特异性的标志物，且与脓毒症密切相关。CD63为溶酶体颗粒膜糖蛋白，在静息状态下血小板表面仅有极少量表达，血小板活化时可随脱颗粒反应而大量表达在血小板表面，并介导中性粒细胞对活化内皮的黏附，因此也是检测血小板活化的理想指标。CD63随着脓毒症病情的加重及血小板活化的程度而逐步增加，由此表明血小板活化状态是脓毒症的重要病理基础之一，提示常规检测血小板CD63可能作为预测脓毒症进展的实验室检查。
二、研究目的和意义

联合检测脓毒症患者血小板膜糖蛋白及血小板相关参数的变化,探讨血小板相关参数在早期脓毒症中的临床意义，从而更好的指导临床病情评估及治疗。
三、研究资料和对象

一般资料 选取标准：根据美国胸科医师学会/危重病医学会(ACCP/SCCM)于2001年华盛顿国际脓毒症定义会议提出的新诊断标准,严格筛选符合诊断标准的2014年1月-12月期间我院重症医学科收治的40例脓毒症患者，其中包括肺部感染22例,腹部感染8例,泌尿系感染5例,软组织感染及颅内感染5例，根据患者入院当天最差值进行急性生理和慢性健康状态评分（APACHE II评分），依照评分结果分为1组(APACHEII评分<10分,10例),2组(APACHEII评分10-19分,22例)和3组(APACHEII评分＞20分，8例)。排除标准：所有入选对象入院前2周均未使用过阿司匹林、潘生丁、肝素等影响血小板功能的药物，并排除血液病、恶性肿瘤、肝肾疾病及可引起血小板计数升高的疾病。
四、研究方法

1　血小板参数检测　所有研究对象于确诊24h内应用负压采血针抽取静脉血5 mL，以配备比例为1：9 的枸橼酸钠真空抗凝管抗凝，轻摇匀后于30min内送检，采用全自动血细胞分析仪分析检测，测定血小板计数（PC）、血小板平均体积（MPV）、血小板分布宽度（PDW）水平。
2　血小板膜糖蛋白检测　所有研究对象采取同样的采血方式抽取静脉血后，静置15分钟，加入终浓度为1%的多聚甲醛1mL，再次轻摇匀，室温下静置15 min后，取富含血小板的血浆层，加入TEN 缓冲液调整血小板浓度为300×109/L，将20μL藻红素标记的血小板a-颗粒膜蛋白抗P-选择素单克隆抗体（CD62P）及藻红素标记的血小板溶酶体膜蛋白抗P-选择素单克隆抗体（CD63）加入至100μL用多聚甲醛固定的血小板中，混匀后于室温暗处静置15min后，采用流式细胞仪进行检测，测定10000个血小板，计算CD62P 、CD63的百分含量。
3　统计学处理　计量资料用均数±标准差(
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±S)表示，所获数据采用SPSS19.0统计软件进行统计学处理，两样本均数比较采用t检验，多个样本均数比较采用单因素方差分析，以P<0.05表示有显著性差异，P<0.01表示有非常显著差异。血小板参数之间以及与血小板膜糖蛋白之间的相关性采用Pearson 相关性分析，以P<0.05 为差异有统计学意义。
五、研究结果与分析

1 三组患者血小板参数的比较　随着APACHEII评分升高，患者血小板PLT显著下降，P-LCR、MPV、PDW均显著上升，差异有统计学意义（P<0.05），见表1。

表1  三组患者血小板参数比较

	组别
	PLT（×109/L）
	MPV（fL）
	PDW（%）
	P-LCR（%）

	1组
	209.31±74.81
	9.42±1.05
	11.84±1.85
	0.23±0.10

	2组
	138.50±63.01*
	10.51±1.23*
	14.55±3.45*
	0.30±0.10*

	3组
	93.28±61.98△
	11.25±1.22△
	16.31±3.14△
	0.32±0.07△


注 *表示与1组相比P<0.05；△表示与2组相比P<0.05
2 三组患者血小板膜糖蛋白CD62P、CD63水平的比较　随着APACHEII评分增加，CD62P、CD63表达均上调，差异有统计学意义（P<0.05），见表2。

表2  三组患者血小板膜糖蛋白CD62P、CD63水平比较

	组别
	CD62P（%）
	CD63（%）

	1组
	1.90±0.41
	1.67±0.33

	2组
	2.13±0.83*
	2.08±0.52*

	3组
	3.54±1.80△
	2.50±0.39△


注 *表示与1组相比P<0.05；△表示与2组相比P<0.05
3 三组患者血小板参数、血小板膜糖蛋白CD62P、CD63与APACHEII评分之间的相关性分析　

Pearson 相关性分析显示：

3.1  随着血小板计数PLT的下降，血小板MPV、PDW 、P-LCR均逐渐上升，血小板MPV、PDW 、P-LCR与血小板计数PLT呈高度负相关系（r=-0.442、-0.395、-0.472，P<0.01）；PLT与APACHEII评分呈高度负相关性（r=-0.602，P<0.01）；
3.2  血小板膜糖蛋白CD62P、CD63表达水平与APACHEII评分呈高度正相关性（r=0.603、0.619，P<0.01）；血小板MPV与CD62P、CD63表达水平均呈正相关（r=0.382、0.310，P<0.05），血小板P-LCR 、PLT、PDW 与CD62P、CD63表达水平之间无明显相关性（P>0.05）。

六、讨论

血小板是介导危重症患者凝血和炎症反应的关键因素,是联系内源性和获得性免疫应答的桥梁，在脓毒症的发生、发展和转归中具有重要作用。血小板受炎症或非炎症刺激发生活化时,结构及功能均发生改变, 且随着患者病程的加重和恶化，血小板的功能障碍程度相应加重。
1血小板膜糖蛋白与脓毒症的炎症反应及病情严重程度的相关性

在人体正常血液循环中，血小板处于静止状态，而当机体受到生理或病理刺激因子作用，导致血管内皮受损后，血小板立即粘附于受损血管处暴露的内皮组织，形成血小板栓子并被内皮下组织或局部形成的凝血酶激活。活化的血小板可直接释放凝血酶、V 因子、Ⅷ因子、纤维蛋白原等凝血因子，也可同时释放大量二磷酸腺苷、血小板活化因子等产物，反馈引起血小板持续活化。血小板还可释放血管活性物质、细胞因子等，促使中性粒细胞及白细胞聚集、活化，导致血管内皮损伤和炎性反应加重，引起器官功能障碍的发生。CD62P和CD63是血小板胞浆内颗粒上的膜糖蛋白及溶酶体膜糖蛋白，均为活化血小板的膜糖蛋白，二者在血小板静息状态下有极少量表达，而在血小板活化时可随着血小板“脱颗粒”发生移位，与血小板质膜相融合，表达于血小板的表面膜上成为识别活化血小板的分子标志物。CD62P亦称血小板活化依赖性颗粒膜蛋白，其功能是维持机体止血－纤溶系统功能平衡。CD62P是目前所知的反映血小板活化与释放反应特异性的标志物，且与脓毒症密切相关。CD63为溶酶体颗粒膜糖蛋白，在静息状态下血小板表面仅有极少量表达，血小板活化时可随脱颗粒反应而大量表达在血小板表面，并介导中性粒细胞对活化内皮的黏附，因此也是检测血小板活化的理想指标。本研究结果显示：随着APACHEII评分增加，CD62P、CD63表达均上调，差异有统计学意义（P<0.05），证实在脓毒症患者早期体内存在血小板高激活状态，CD62P、CD63均参与活化过程，并随着患者病情的加重，活化程度逐渐增加。相关性分析显示，CD62P、CD63表达水平与APACHEII评分呈高度正相关性（r=0.603、0.619，P<0.01）说明CD62p 和 CD63 水平在一定程度上反映了脓毒症患者的病情变化, 其升高程度可以反映脓毒症的严重程度。

2血小板参数与脓毒症的炎症反应及病情严重程度的相关性

在危重症病人中,经常观察到血小板计数不同程度的下降。危重症病人引起血小板下降的因素很多,其中脓毒症是一个重要的危险因素。35%-59%的脓毒症患者可发生血小板计数减少，尤其在脓毒症早期阶段即出现,而且随着病情恶化有进一步下降趋势。因此血小板计数可以作为比较客观、早期反应脓毒症患者病情的危重程度及预后的指标。在血小板的其他相关参数中,MPV、PDW、P-LCR是分别从整体上反映血小板体积(或大小)、体积的差异程度及大体积血小板的比例的指标。MPV、PDW、P-LCR三个参数综合分析,能更客观反应血小板的生成及活性、骨髓的代偿增生情况及血小板的增殖动力学。脓毒症炎症反应明显,血小板存在活化,血小板形态发生改变,体积增大,且脓毒症存在血小板破坏、消耗等引起血小板减少,骨髓代偿性增生,刺激巨核细胞增生,不断产生新生的大而致密的血小板,表现为血小板参数MPV、PDW、P-LCR增大,提示血小板参数一定程度上反应脓毒症炎症反应的轻重、血小板的活性及骨髓代偿增生情况,间接反应病情的严重程度。本研究结果显示：随着APACHEII评分增加，患者血小板PLT显著降低，P-LCR、MPV、PDW均显著增大，差异有统计学意义（P<0.05），提示脓毒症患者随着病情加重，血小板计数越低、P-LCR、MPV、PDW越显著增大。相关性分析显示，PLT与APACHEII评分呈高度负相关性（r=-0.602，P<0.01），由此可见,血小板计数的检测值在一定程度上可作为脓毒症患者病情严重程度及预后的有效预警指标之一。
3血小板膜糖蛋白与血小板参数的相关性

脓毒血症患者血小板各参数与血小板膜糖蛋白CD62P、CD63的表达水平的相关性分析，目前研究报道甚少，结论不明确。本研究显示：血小板膜糖蛋白血小板MPV与CD62P、CD63表达水平均呈明显正相关（r=0.382、0.310，P<0.05），血小板P-LCR 、PLT、PDW 与CD62P、CD63表达水平之间无明显相关性（P>0.05），由于样本数量限定性，所显示的研究结果有待于进一步考证。
七、小结

综上所述，本研究在小样本的基础上初步证实脓毒症患者体内存在血小板的明显活化，血小板参数与血小板膜糖蛋白CD62P、CD63共同参与血小板活化过程。对于脓毒症患者而言，联合血小板膜糖蛋白和血小板参数的检测可能为其提供早期的病情评估并，且可能作为一种新的早期病情变化的预警指标。我们希望在以后的研究中扩大样本量，进一步探讨它们之间的相关性，从而尽可能的提高脓毒症患者的治疗效果，改善其预后。
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