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·论著·

乳铁蛋白-DNA复合物检测评价

甲型H1N1重症流感患者血浆

中性粒细胞胞外诱捕网水平
杨晓宇 1  张玥 2,3  麦维利 1  李蕊 2,3  朱鏐娈 1,2,3  韩俊燕 2,3  曾辉 1,2,3

【摘要】目的  建立乳铁蛋白-DNA复合物的相对定量检测方法，评价甲型H1N1重型流感及其他病

原体感染者血浆样本中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）的含量。方法  将DNA含量明确的血浆样本进行

梯度稀释作为标准品，应用酶联免疫吸附法（ELISA）检测血浆中乳铁蛋白-DNA复合物含量。采用乳

铁蛋白-DNA ELISA方法比较19例甲型H1N1重症流感患者与19例献血者（对照组）血浆乳铁蛋白-DNA
复合物含量差异。结果  甲型H1N1重型重症流感患者血浆中乳铁蛋白-DNA复合物水平与游离DNA
（cfDNA）和组蛋白-DNA复合物水平均呈正相关（r = 0.6763、P ＜ 0.0001，r = 0.7560、P ＜ 0.0001）。

甲型H1N1重症流感患者血浆中乳铁蛋白-DNA复合物含量为[2.082（1.169，5.021）μg/ml]，显著高于对

照组[0.233（0.170，0.376）μg/ml]，差异有统计学意义（P ＜ 0.0001），且乳铁蛋白-DNA复合物含量

与甲型H1N1重症流感患者的急性生理与慢性健康评分（APACHEⅡ评分）呈正相关（r = 0.7379、P = 
0.0005）。结论  血浆乳铁蛋白-DNA复合物含量可用于评价甲型H1N1重症流感患者NETs水平。 
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Lactoferrin-DNA complex detection to evaluate plasma neutrophil extracellular traps of patients with severe 
influenza A (H1N1)  Yang Xiaoyu1, Zhang yue2,3, Mai Weili1, Li Rui2,3, Zhu Liuluan1,2,3, Han Junyan2,3, Zeng Hui1,2,3. 
1Peking University Ditan Teaching Hospital, Beijing 100015, China; 2Institute of Infectious Diseases, Beijing 
Ditan Hospital, Capital Medical University, Beijing 100015, China; 3Beijing Key Laboratory of Emerging 
Infectious Diseases, Beijing 100015, China 
Corresponding author: Zeng Hui, Email: zenghui@ccmu.edu.cn

【Abstract】Objective  To establish a relative quantitative assay for lactoferrin-DNA complex, and to 
assess the levels of neutrophil extracellular traps (NETs)in plasma samples from patients with severe influenza 
A (H1N1) and other pathogen infectious diseases. Methods  Plasma samples with clear DNA content were 
serially diluted as a standard, and the level of lactoferrin-DNA complex in plasma was determined by Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). The lactoferrin-DNA ELISA method was used to compare the difference 
of plasma lactoferrin-DNA complex between 19 patients with severe influenza A (H1N1) and 19 blood donors 
(control group). Results  Level of plasma lactoferrin-DNA complex of patients in severe influenza A (H1N1) 
was positively correlated with that of cfDNA (cell-free DNA) and histone-DNA complex, respectively (r = 
0.6763, P < 0.0001; r = 0.756, P < 0.0001). The plasma lactoferrin-DNA complex content in patients with 
severe influenza A (H1N1) was 2.082 (1.169, 5.021) μg/ml, which was significantly higher than that of the 
controls [0.233 (0.170, 0.376) μg/ml, P < 0.0001], and positively correlated with Acute Physiological and 
Chronic Health Evaluation Ⅱ score (APACHE Ⅱ score) (r = 0.7379, P = 0.0005). Conclusion  Plasma 
lactoferrin-DNA complex level could be used to assess NETs level in patients with severe influenza A (H1N1).
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近年研究发现，中性粒细胞胞外诱捕网

（neutrophil extracellular traps，NETs）是造成组

织损伤的重要机制之一[1-4]。本课题组前期研究发

现，甲型H1N1重症流感患者血浆NETs水平增高，

粒细胞释放NETs的能力增强，且NETs含量与发生

多器官功能衰竭的风险呈正相关[5]。因此，需要建

立准确、灵敏的NETs检测方法用于临床监测。

NETs是由DNA与组蛋白以及粒细胞特有的颗粒

蛋白，如髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）、

弹性蛋白酶（neutrophil elastase，NE）及乳铁蛋白

（lactoferrin）等形成的不规则网状结构复合物[6]。因

此，目前常用的液态样本中NETs的检测方法包括可

溶性胞外游离DNA（cell-free DNA，cfDNA）的绝对

定量检测[7-8]和NETs成分蛋白-DNA复合物的相对定

量检测。参与NETs形成的蛋白质组份中，乳铁蛋白

存在于粒细胞二级颗粒中，具有抗病毒的作用[9-10]。

虽然已建立了以乳铁蛋白作为NETs标记的免疫荧光

法[11]，但该方法用于临床定量检测仍有局限性。因

此，本研究拟在前期研究基础上，采用甲型H1N1
重症流感患者血浆样本，建立乳铁蛋白-DNA复合

物的酶联免疫吸附法（enzyme-linked immunosorbent 
assay，ELISA）定量检测方法，以研究甲型H1N1重
症流感患者血浆中的乳铁蛋白-DNA复合物（NETs）
与预后间的相关性，现报道如下。

材料和方法

一、材料

Quant-iTTM PicoGreen® dsDNA Reagent and Kits
试剂盒购自Invitrogen公司；Cell Death Detection 
ELISA试剂盒（11544675001）购自Roche公司；抗

乳铁蛋白抗体（ab92536）购自Abcam公司；美国

Thermo公司Varioskan flash全波长多功能酶标仪。

二、方法

1. 样本来源：收集2009年10月至2010年1月
期首都医科大学附属北京地坛医院收治的19例甲

型H1N1重症流感患者的入院点血浆和19例献血者

（对照组）血浆样本。入组患者均已签署知情同意

书，所有标本的采集及应用符合本院伦理委员会决

议。入组患者和健康志愿者的临床资料见表1。两

组患者的年龄、性别均匹配，具有可比性。 
病例均符合我国国家卫生健康委员会（原

国家卫生部）制定的《甲型H1N1流感诊疗方案

（2009年第3版）》[12]中诊断标准及危重症的分型

标准。患者血浆样本使用PBS缓冲液依次稀释2、
4、8、16、32倍，进行cfDNA及ELISA检测。 

2. 游离DNA检测：采用Quant-iTTM PicoGreen® 
dsDNA Reagent and Kits试剂盒检测样本血浆中游

离DNA含量。按照试剂盒说明书稀释DNA标准品

储液和样品，按50 µl/孔加入96孔黑底酶标板中，

每孔加入50 µl稀释的PicoGreen®，标准品终浓度依

次为1000 ng/ml、100 ng/ml、10 ng/ml、1 ng/ml和
0 ng/ml。室温避光2～5 min。用酶标仪检测荧光信

号强度，激发光A480 nm，发射光A520 nm。为防止荧光

淬灭尽快上机。

3. 乳铁蛋白-DNA和组蛋白-DNA ELISA：按

Cell Death Detection ELISA试剂盒说明书中的步骤包

被抗组蛋白抗体（1︰9）、抗乳铁蛋白抗体（1︰
200）于96孔板，每孔100 µl，4 ℃孵育过夜。吸出

包被液，加入200 µl孵育液室温封闭30 min。300 µl
洗涤液洗板3遍后加入80 µl孵育液和20 µl样本进行

吸附，混匀后室温孵育90 min。洗板3遍后，加入

100 µl过氧化物酶POD偶联抗DNA抗体，室温孵

育90 min。洗板3遍，加入100 µl过氧化物酶底物

（3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid，ABTS）振

荡显色。加入100 µl终止液终止反应后，采用酶标

仪在405 nm检测吸光度。各样本与空白孔（未包被

抗体）的吸光度差值作为矫正值。

将多个NETs含量较高的甲型H1N1重症流感患者

血浆混合作为NETs标准品，将标准品的cfDNA浓

度调整为2 000 ng/ml。此标准品可分装后冻存，

用于不同批次间样本检测。将标准品倍比稀释为

2 000 ng/ml、1 000 ng/ml、500 ng/ml、250 ng/ml、
125 ng/ml和67.5 ng/ml，利用乳铁蛋白-DNA ELISA
和组蛋白-DNA ELISA对标准品进行检测，对标准

品DNA浓度与A405 nm值进行一元一次方程回归，回

归方程的相关系数R2应＞ 0.99。最后将倍比稀释样

本的A405 nm值代入各自标准曲线计算出复合物中的

DNA含量，进行绝对定量比较。

三、统计学处理 
采用GraphPad Prism 7.0软件进行统计学分析

及绘图，患者年龄、住院时间、入院前发热天数、

血浆cfDNA及乳铁蛋白-DNA复合物水平为非正态

分布，以中位数（四分位间距）表示；相关性分析

采用非正态分布数据的Spearman相关性分析，两组

间比较采用Mann-Whitney检验。以P ＜ 0.05为差异
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有统计学意义。

结    果

一、建立乳铁蛋白-DNA复合物的ELISA检测

方法

ELISA法在检测NETs时因缺乏蛋白质-DNA复

合物标准品只能进行相对定量，且ELISA检测的吸

光度值易受多种因素影响而波动，故本研究采用混

合血浆作为NETs标准品，以消除实验中不稳定因

素。利用乳铁蛋白-DNA ELISA检测系列稀释的标

准品，以A405 nm值为横坐标，标准品DNA浓度为纵

坐标，做拟合曲线，R2 = 0.9913（图1）。 
二、乳铁蛋白-DNA ELISA与其他NETs检测方

法比较

将19例甲型H1N1重症流感患者血浆样本进

行倍比稀释，进行乳铁蛋白-DNA、组蛋白-DNA 
ELISA及cfDNA检测。经Spearman相关性分析，3

种检测方法结果具有相关性（乳铁蛋白-DNA复合

物与cfDNA：r = 6763、P ＜ 0.0001；组蛋白-DNA
复合物与cfDNA：r = 0.5553，P ＜ 0.0001；乳

铁蛋白-DNA复合物与组蛋白-DNA复合物：r = 
0.7560、P ＜ 0.0001），见图2。

三、甲型H1N1重症重症流感患者与对照组血

浆中乳铁蛋白-DNA复合物的含量

对照组患者血浆中 c f D N A含量为 0 . 2 3 5 2
（0.2153，0.2487）μg/ml，而甲型H1N1重症重

症流感患者血浆cfDNA含量为0.8246（0.7136，
1.724）μg/ml，差异具体显著统计学意义（P ＜ 
0.0001，图3A）。甲型H1N1重症重症流感患者血

浆中乳铁蛋白-DNA复合物含量为2.082（1.169，
5.021）μg/ml，显著高于对照组0.233（0.170，
0.376）μg/ml（P ＜ 0.0001，图3B），与cfDNA含

量变化一致。同时，甲型H1N1重症重症流感患者

血浆乳铁蛋白-DNA复合物水平与APACHE Ⅱ评分

呈正相关（r = 0.7379、P = 0.0005，图3C）。

表 1  对照组和甲型 H1N1 重症流感患者的临床资料

临床资料
对照组

（19例）

甲型H1N1重症流感患者

（19例）
统计量 P值

年龄（岁）a 37（31，65） 33（25，69）     Z =－1.125 0.261

男性 [例（%）] 10（52.6） 12（63.2） χ2 = 0.432 0.511

基础疾病 [例（%）]

呼吸系统疾病 1（5.3） 1（5.3） χ2 = 0.000 1.000

高血压   2（10.5）  7（36.8） χ2 = 2.330 0.127

糖尿病 0（0.0）  5（26.3） χ2 = 3.683 0.055

心脏病 0（0.0） 2（10.5） χ2 = 0.528 0.468

自身免疫性疾病 1（5.3） 0（0.0） χ2 = 0.000 1.000

肝脏疾病 0（0.0） 1（5.3） χ2 = 0.000 1.000

妊娠 0（0.0） 0（0.0） — —

病原微生物培养阳性 [例（%）]

细菌  0（0.0） 10（52.6）   χ2 = 10.993 0.001

真菌 0（0.0） 4（21.1） χ2 = 2.515 0.113

细菌和真菌 0（0.0） 2（10.5） χ2 = 0.528 0.468

住院时间a 0（0，0） 8（4，13） — —

入院前发热天数a 0（0，0） 3（2，7） — —

抗病毒治疗 [例（%）] 0（0.0）             19（100.0）   χ2 = 34.105      ＜ 0.001

抗菌药物治疗 [例（%）] 0（0.0）             19（100.0）   χ2 = 34.105 0

糖皮质激素治疗 [例（%）] 0（0.0） 5（26.3） χ2 = 3.683 0.055

免疫调节治疗 [例（%）] 0（0.0） 0（0.0） — —

中性粒细胞计数（× 109/L）a 3.1（2.9，3.6） 8.5（4.2，16.9）     Z =－4.306       ＜ 0.001

APACHE Ⅱ评分a — 12（8，17） — —

SOFA评分a — 8（4，9） — —

注：APACHE Ⅱ评分：急性生理与慢性健康评分（acute physiological and chronic health evaluation Ⅱ score）；SOFA 评分：序贯器官衰竭评分

（sepsis-related organ failure assessment score）；a：中位数（四分位间距） 
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注：以标准品血浆的乳铁蛋白-DNA ELISA吸光度和该吸光度

下对应的cfDNA浓度值绘制标准曲线

图1  乳铁蛋白-DNA ELISA检测方法的标准曲线 

讨    论

甲型流感是由甲型流感病感觉毒引起的急性呼吸

道传染病，部分患者可进展为重症流感[13]。虽然中性

粒细胞可快速迁移到感染组织参与病原体的清除[14-15]，

但大量中性粒细胞浸润也可造成肺脏及其他器官损

伤[16]，与甲型H1N1重症流感患者呼吸功能衰竭甚至

死亡密切相关。

近年来，关于NETs在流感及其他感染性疾病

中的作用逐渐成为研究热点[17-18]。血浆及感染部位

的NETs水平可反映疾病严重程度，有助于判断疾病

A

B

C

注：A：血浆乳铁蛋白-DNA复合物与cfDNA水平的相关性。

B：血浆组蛋白-DNA复合物与cfDNA水平的相关性。C：血浆乳铁

蛋白-DNA复合物与组蛋白-DNA复合物水平的相关性

图2  各种NETs检测方法间的相关性分析 

A

B

C

注：A：对照组和甲型 H1N1 重症流感患者的血浆 cfDNA 水平。B：
应用乳铁蛋白 -DNA ELISA 法检测对照组和甲型 H1N1 重症流感患者的

血浆乳铁蛋白 -DNA 复合物中 DNA 含量，差异有统计学意义。全部数

据采用中位数（四分位数间距）表示。C：甲型 H1N1 重症流感患血浆

乳铁蛋白 -DNA 水平与其 APACHE Ⅱ评分的相关性 

图3  血浆乳铁蛋白-DNA复合物含量与疾病程度间的相关性
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预后[19]。cfDNA通过荧光染料PicoGreen®特异性结

合DNA，通过检测激发后的荧光强度来计算出样本

中游离DNA的绝对含量，进而反映NETs水平[20-21]。

此方法方便、快速，可实现绝对定量。但血浆中

cfDNA不仅来源于NETs，还可来源于坏死、凋亡的

组织细胞等[22-23]。因此，对血浆、支气管肺泡灌洗

液、组织液等细胞成份复杂的样本，单纯采用上述

方法，并不能准确反映NETs水平。

因NETs包含染色质DNA和粒细胞来源的蛋白

质，故可采用ELISA法检测染色质组蛋白和粒细胞

颗粒蛋白质-DNA复合物，如MPO-DNA、NE-DNA
复合物，特异性地反映样本中NETs的含量。本课

题组前期研究和其他文献已经建立了MPO-DNA
和NE-DNA的ELISA检测方法[24]。本研究通过对

乳铁蛋白-DNA与组蛋白-DNA和cfDNA含量的相

关性分析，证实乳铁蛋白-DNA ELISA法也可同组

蛋白-DNA一样，作为甲型H1N1重型流感患者血

浆NETs的相对定量检测方法（r = 0.7865），由于

不同病因诱导的NETs可能存在结构和组成成份差

异，因此，需要采用多种指标对NETs进行检测分

析。乳铁蛋白是NETs检测的重要补充，有助于准

确判断NETs含量。在研究不同病原体感染相关疾

病时，更有利于发现不同病原体活化NETs的特征

性标志物。该方法是否可用于其他病原微生物感染

等尚有待进一步研究。

本研究使用多个甲型H1N1重型流感患者的混

合血浆作为标准品，以实现不同实验方法间的绝对

定量比较。但在其他病原体感染者血浆中的NETs
成分可能存在差异，目前缺乏通用的标准品。今

后研究中如能构建复合物的标准品，将可实现

ELISA的定量检测，不仅可真实地反映不同处理组

间NETs水平差异，还可以应用于不同样本间的比

较，扩大了应用范围。此外，因单一蛋白抗体并不

能覆盖检测样本中所有游离NETs成分，如果将多

种蛋白抗体共同作为捕获抗体，可能会提高检测的

准确性。

目前ELISA检测NETs的方法主要采用双抗体

夹心法，以各种蛋白质抗体作为捕获抗体、酶标

DNA抗体作为检测抗体。而这种方法检测NETs中
含量较低的蛋白质-DNA复合物时，因DNA含量远

大于蛋白质含量，以抗-DNA作为检测抗体会缩小

不同样本间差异。因此以抗-DNA作为捕获抗体，

蛋白质抗体为检测抗体，可通过检测DNA纤维上

的蛋白质，更准确、灵敏地反映不同NETs蛋白质

的含量差异。

APACHE Ⅱ评分主要用于疾病严重程度的评

估，是目前ICU常用的病情评价及预后预测方法[25]。

既往研究已表明甲型H1N1重型流感重症流感患者血

浆cfDNA、MPO-DNA复合物升高，提示中性粒细胞

释放NETs增多。本课题组采用患者入院时样本进行

乳铁蛋白-DNA复合物检测，发现与疾病预后相关

（与APACHE Ⅱ评分呈正相关，r = 0.7379），故感

染早期乳铁蛋白-DNA复合物含量升高可用于预后判

断。但因无法取得感染更早期的样本，尚不明确该

方法在早期诊断中的应用价值。甲型H1N1重型流感

重症流感患者常并发或继发其他病原体感染，且疾

病进展受年龄、基础疾病以及免疫状态等多种因素

影响，故不同患者疾病进展差异显著，仅通过该方

法或NETs的其他检测方法不能准确鉴别疾病分期。

本研究仅建立了用于NETs相对定量的乳铁蛋

白-DNA复合物ELISA检测方法，并通过单中心19
例甲型H1N1重型流感重症流感样本初步验证方法

可靠性。但因样本数目少、来源单一，结果可能出

现偏倚，后续研究将采用多中心研究，扩大样本

量，充分验证该方法在甲型H1N1重型流感重症流

感NETs检测中的准确性，及其疾病严重程度和预

后判断中的作用。
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