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·临床论著·

肾综合征出血热循环内皮细胞

及热休克蛋白７０的检测
荆燕　边鹏飞　赵秀华

　　【摘要】　目的　检测肾综合征出血热（ＨＦＲＳ）患者循环内皮细胞（ＣＥＣ）的
数量变化及热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）表达的动态变化，探讨其在ＨＦＲＳ中的临床意
义。方法　ＨＦＲＳ患者３４例，其中轻症组２０例，重症组１４例，另以２０例健康者
作对照。每例均按病期采血，采用Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度离心法分离内皮细胞后，应用
流式细胞技术检测ＣＥＣ数量及ＨＳＰ７０的表达，并同期检测肾功能。结果　在不
同病期的ＨＦＲＳ患者中，ＣＥＣ计数及ＨＳＰ７０的表达在发热期均已升高，在低血压
期和少尿期持续高水平，至恢复期逐渐降低，其变化曲线与血尿素氨（ＢＵＮ）的变
化趋势相似。结论　ＨＦＲＳ患者急性期 ＣＥＣ数量和 ＣＥＣ中 ＨＳＰ７０表达均增高，
其增高程度与病期和临床类型有关，且与肾损害有相关性；动态检测 ＨＦＲＳ患者
ＣＥＣ及ＨＳＰ７０水平，可作为ＨＦＲＳ病情的重要观察指标，同时也可为 ＨＦＲＳ发病
机制及防治研究提供线索。
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　　肾综合征出血热（ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｆｅｖｅｒｗｉｔｈｒｅｎａｌｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＨＦＲＳ）是由汉坦病毒
（ｈａｎｔａｖｉｒｕｓ，ＨＶ）引起的以发热、出血、低血压休克和肾功能衰竭为主要临床表现
的急性传染病。其发病机制至今尚未完全阐明。研究证实人血管内皮细胞（ｖａｓ
ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＶＥＣ）是ＨＶ感染的原始靶细胞，内皮细胞通透性的改变是
决定ＨＦＲＳ严重程度最重要的因素［１］。ＨＶ感染可直接导致全身毛细血管及小
血管广泛损伤［２］，而机体受到病毒感染时，可出现自身保护性应激反应，选择性

上调作为分子伴侣的热休克蛋白７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０，ＨＳＰ７０）的表达，对感
染的细胞具有明显保护作用。循环内皮细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＣＥＣ）是
生理或病理情况下从循环中获得的脱落血管内皮细胞［３］，是目前惟一能够在活

体持续检测到的直接反映活体毛细血管损伤程度的特异性指标。因此，本研究观

察了患者ＣＥＣ、ＨＳＰ７０的动态变化及其与肾损害的相关性，旨在了解其临床意义，
现将结果报道如下。

资料和方法

一、研究对象

病例来源于２００８年１月至２００９年１２月在济南市传染病医院住院的 ＨＦＲＳ
患者，共３４例，其中男性２５例，女性９例，平均年龄（４０．３２±１８．２０）岁。所有患
者血清ＨＦＲＳ特异性 ＩｇＭ抗体均阳性，诊断符合我国卫生部２００８年颁布的流行
性出血热防治方案中的临床诊断与分型标准。其中，轻型８例，中型１２例，重型
１１例，危重型３例；为便于比较，将轻型与中型合并为轻症组，重型与危重型合并
为重症组。因低血压期持续短暂，故与少尿期合并统计。２０例健康查体者为对
照组，其中男性１５例，女性５例，平均年龄为（３７．７１±２６．３５）岁。两组间的年
龄、性别均具有可比性。

二、内皮细胞计数

在ＴｒｕＣＯＵＮＴ管中加ＡＰＣＣＤ３１小鼠抗人单克隆抗体及充分混匀的抗凝全
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血，避光孵育后在ＴｒｕＣＯＵＮＴ管中加溶血素，室温下避光孵育１５ｍｉｎ后用流式细
胞仪进行检测。内皮细胞的数量根据以下公式计算：

细胞（／μｌ）＝获取细胞数×Ｂｅａｄｓ总量Ｂｅａｄｓ获取数×样本量
三、ＨＳＰ７０检测
采用Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度离心法分离出目的细胞，用大量Ｈａｎｋｓ液清洗离心；在

收获的细胞悬液内加抗ＡＰＣＣＤ３１避光孵育后用鞘液清洗、离心，ＡＰＣ小鼠ＩｇＧ１
作为阴性对照；弃上清液，在细胞悬液中加入固定破膜剂，避光反应后用鞘液清

洗、离心；弃上清液，在细胞悬液内加ＦＩＴＣＨＳＰ７０，避光反应后用鞘液清洗、离心，
ＦＩＴＣ小鼠ＩｇＧ１作为阴性对照；在 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎＦＡＣＳｃａｎｓ上检测收获的细胞
悬液，根据前向散射光（ｆｏｒｗａｒｄｓｃａｔｔｅｒｌｉｇｈｔ，ＦＳＣ）及侧向散射光（ｃｒｏｓｓｒａｎｇｅｓｔｒａｙ
ｌｉｇｈｔ，ＳＳＣ）将目的细胞ＣＥＣ与血小板及细胞碎片分开，每例标本收集１００００个细
胞；根据阴性对照设定门，检测目的细胞群内ＣＤ３１、ＨＳＰ７０双阳性细胞的百分比。
血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）用德灵ＲＸＬ全自动生化仪检测。

四、统计学处理

实验数据均以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学处理。组间比
较采用Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验及方差分析，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
一、不同病期循环内皮细胞、ＨＳＰ７０、ＢＵＮ的变化
ＨＦＲＳ患者ＨＳＰ７０的表达在发热期即明显升高，随病情加重，ＨＳＰ７０的表达

逐渐增加；至恢复期，ＨＳＰ７０的表达又逐渐减低，各组间差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。各病期（恢复期除外）ＨＳＰ７０的表达水平显著高于对照组（Ｐ＜
０．０５），说明ＨＶ感染可诱导ＣＥＣ高表达ＨＳＰ７０。ＣＥＣ计数以发热期升高最为明
显，在低血压休克期或少尿期仍维持较高水平。至恢复期，ＣＥＣ数量明显减少，
但仍明显高于健康对照组（Ｐ＜０．０５）。除发热期与低血压少尿期外，其余各病
期之间，ＣＥＣ计数差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＢＵＮ于发热期亦轻度升
高，但与对照组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。至低血压少尿期才明显升
高，两组间差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。多尿期以后逐渐下降，其变化趋势
与ＣＥＣ大体一致，见表１。

表１　ＨＦＲＳ患者不同病期ＣＥＣ、ＨＳＰ７０及ＢＵＮ的变化（珋ｘ±ｓ）
临床分期 例数 循环内皮细胞（／μｌ） ＨＳＰ７０（％） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

发热期 ３４ ４３．５３±１９．８３ｂ ５１．３２±１０．６８ｂ ８．５２±５．３８

低血压少尿期 ２６ ３９．８７±１８．１２ｂ ５６．９４±７．１１ｂｃ ２６．６０±１１．４２ｂｄ

多尿期 ３４ ２０．１５±９．６２ｂｄ ３０．６３±６．８４ｂｄ １０．０２±５．８６ａ

恢复期 ３４ ６．０９±５．１９ａｄ ２６．５０±６．３０ｄ ６．３６±４．０１

　　注：ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１ｖｓ对照组［ＣＥＣ：（３．３１±１．４９）／μｌ，ＨＳＰ７０：（２３．８６±４．７０）％，ＢＵＮ：（５．８３±３．５２）ｍｍｏｌ／Ｌ］；ｃＰ＜０．０５，ｄＰ＜
０．０１ｖｓ发热期
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　　二、不同临床分型循环内皮细胞、ＨＳＰ７０表达的变化
从不同病型来看，ＨＳＰ７０表达于发热期始显著升高，至低血压休克期达高峰，

轻症组于多尿期逐渐回降，而重症组直到恢复期才见回落，轻、重两组间差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。而且除恢复期外，两组的 ＨＳＰ７０表达均显著高于对照组
（Ｐ＜０．０５）。两组间ＣＥＣ计数亦有类似的变化，在各病期均有显著性差异（Ｐ＜
０．０５）；与对照组相比，除轻症组恢复期外，各组 ＣＥＣ计数均显著升高（Ｐ＜
０．０５），见表２。

表２　ＨＦＲＳ患者不同临床分型ＣＥＣ、ＨＳＰ７０表达的变化（珋ｘ±ｓ）

临床分期
ＣＥＣ（／μｌ）

　　轻症组 　　重症组

ＨＳＰ７０（％）

　　轻症组 　　重症组

发热期 ２６．８３±４．６９ａ ６２．３０±６．４９ａｄ ４７．４９±６．８３ｂ ６２．９９±１１．３１ｂｄ

低血压少尿期 ２３．３４±９．５１ａ ４０．８２±１８．３０ａｃ ５２．６５±６．９７ｂ ６３．２１±７．０９ｂｃ

多尿期 １６．２２±５．０７ａ ２５．９９±７．５３ａｄ ２９．２１±５．４８ ３７．３５±６．９２ａｃ

恢复期 ５．３３±４．４８ ８．１９±５．０３ａ ２７．７５±６．０３ ３０．１１±６．８１

　　注：ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１ｖｓ对照组［ＣＥＣ：（３．３１±１．４９）／μｌ，ＨＳＰ７０：（２３．８６±４．７０）％］；ｃＰ＜０．０５，ｄＰ＜０．０１ｖｓ轻症组。其中，轻症组
与重症组患者例数分别为２０例和１４例

讨　　论

１９８３年，Ｋｕｒａｔａ等［４］利用免疫荧光法检测到乳鼠毛细血管内皮细胞内有ＨＶ
抗原的存在，提出ＨＶ感染的靶细胞可能是内皮细胞。叶苓等［５］也发现ＨＶ具有
上皮组织或血管内皮细胞易感的特点。但 ＨＶ对内皮细胞的损伤机制至今尚未
明确。既往ＨＦＲＳ的研究多限于动物实验或体外内皮细胞培养，但动物实验毕竟
不同于机体对病毒的反应，体外培养的细胞亦不同于人体内环境中的细胞。既往

研究在体内皮细胞多取材于尸检或手术中留取的血管段，取材困难且反映的问题

片面。本实验应用流式细胞技术检测 ＣＥＣ，取材方便、特异性和回收率高［６］，并

能反复检测，对机体损伤小且快速精确，是进行基础与临床研究的新途径。本研

究结果显示，ＨＦＲＳ患者ＣＥＣ数量较对照组明显升高，不同病期ＣＥＣ计数呈动态
变化，且与病情发展及恢复明显相关。由此可见，ＨＶ感染小血管及毛细血管的
内皮细胞后，内皮细胞在致炎因子、病毒感染及自身抗体等的作用下被激活，过度

或长时间激活后出现功能障碍，进而出现脱落、凋亡，最终引起内皮细胞完整性的

不可逆损伤，致使内皮细胞与血细胞间的黏附能力下降，外周血 ＣＥＣ增多。ＣＥＣ
在发热期及低血压休克期升高最显著，说明病程早期即出现明显的内皮细胞损

伤，使得血管通透性升高，至低血压休克期无明显好转，大量血浆继续外渗，引起

血液浓缩，最终导致低血压休克。Ｌｅｅ等［７］通过观察ＣＥＣ升高的急性冠脉综合征
（ＡＣＳ）患者，提出ＣＥＣ能独立预测 ＡＣＳ的心血管事件；本研究结果发现 ＣＥＣ在
不同临床类型的ＨＦＲＳ患者计数不同，以重型或危重型升高最明显，轻型患者的
ＣＥＣ数量最低，各组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。因此认为 ＣＥＣ可用于血
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管损伤性疾病的预后判断［８］，进一步证实了 ＣＥＣ的数量变化可反映血管损伤的
程度，ＣＥＣ是直接反映活体毛细血管损伤程度的灵敏指标。

近年来研究发现，在某些应激因素下，细胞自身会启动内源性保护机制，诱导

ＨＳＰ家族中不同成员的表达［９，１０］。目前认为，ＨＳＰ７０家族在生物细胞中含量最
高，诱导性最强，具有多种生物学功能：ＨＳＰ７０的表达可能提供一种能够包裹自身
和外来抗原的新的免疫物质，并可阻断信号通路，抑制应激诱导的蛋白激酶３８和
ＪＮＫ（ｊｕｎｎｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ）激活，从而避免或减少细胞凋亡［１１］；ＨＳＰ７０是主要的伴
侣蛋白之一［１２，１３］，能够促进新生多肽链的正确折叠，协助新生蛋白质的合成和修

复损伤的蛋白质，维持蛋白质合理构象；辅助分子重排、蛋白质解聚和新生多肽的

跨膜转运，激活某些酶的作用以保护细胞的生成和功能［１４］。余璐等［１５］发现 ＨＶ
可诱导体外培养的人脐静脉内皮细胞高表达 ＨＳＰ７０。ＨＦＲＳ患者的内皮细胞能
否高度表达 ＨＳＰ７０目前鲜见报道。本研究检测了 ３４例 ＨＦＲＳ患者 ＣＥＣ中
ＨＳＰ７０阳性细胞的比率。结果发现ＨＦＲＳ组ＨＳＰ７０的表达水平显著高于对照组
（Ｐ＜０．０５），且与疾病的临床类型密切相关，各型间差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；在不同病期也具有类似的变化趋势，各组间差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。同时，本研究还发现在低血压休克期，ＨＳＰ７０表达明显升高（Ｐ＜０．０５ｖｓ
发热期），但 ＣＥＣ数量无升高（Ｐ＞０．０５ｖｓ发热期）。这可能是人体感染 ＨＶ后
保护性应激反应上调，ＨＳＰ７０表达升高，增强了血管内皮细胞对损害性刺激的耐
受程度，保护了血管内皮细胞的完整性和功能，内皮细胞脱落减少。另一方面，

ＨＳＰ７０具有很强的肽结合能力并参与抗原提呈的多个环节［１６］，可协助抗原提呈

细胞将抗原提呈给Ｔ细胞而参与细胞免疫，ＨＳＰ７０还可抑制 ＩＬ１、肿瘤坏死因子
（ＴＮＦ）等炎症介质的表达［１７］，这可能对持续发挥其细胞保护作用十分重要。

ＢＵＮ水平是诊断重型出血热的重要指标之一，本实验结果发现 ＣＥＣ计数及
ＨＳＰ７０表达的变化曲线与 ＢＵＮ变化趋势相似。ＢＵＮ在发热期升高不明显（Ｐ＞
０．０５ｖｓ对照组），至低血压少尿期才明显升高，而ＣＥＣ计数及ＨＳＰ７０的表达在发
热期即显著升高（Ｐ＜０．０１ｖｓ对照组），明显先于 ＢＵＮ水平升高，而且升高的幅
度与临床类型和病期密切相关。在病程早期检测 ＣＥＣ及 ＨＳＰ７０有助于临床医
生正确预测病情，及早给予干预治疗，可能会阻止或减少重型病例的发生，提高治

愈率。因此，ＣＥＣ及 ＨＳＰ７０可作为 ＨＦＲＳ早期诊断、早期预测病情轻重的可靠
指标。
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