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宫内发育受限新生儿中性粒细胞
活性氧代谢的研究

步军 ,孙建华 ,黄萍 ,敖黎明

(上海第二医科大学新华医院/ 上海儿童医学中心内科 ,上海 　200127)

　　[摘 　要 ] 　目的 　本研究拟通过对宫内发育受限新生儿中性粒细胞受不同刺激后所产生的超氧阴离子水平

进行检测 ,并与正常新生儿进行比较 ,以了解宫内发育受限对于新生儿中性粒细胞活性氧代谢水平的影响 ,为进一

步研究宫内发育受限对于新生儿整体免疫功能的影响打下基础。方法 　选择 15 例宫内发育受限新生儿脐静脉

血 ,加以乙酸肉豆蔻佛波醇 ( PMA)和两种细菌 (金黄色葡萄球菌和大肠杆菌) 刺激 ,用超氧阴离子特异性探针氢化

溴乙非啶染色 ,通过流式细胞仪技术以平均荧光强度测定法对中性粒细胞超氧阴离子产生水平进行检测 ,并取正

常足月新生儿脐带血 23 例作为对照。结果 　宫内发育受限新生儿中性粒细胞超氧阴离子产生水平 (以平均荧光

强度 MFI 为计量单位)在不同条件刺激下均与正常足月新生儿中性粒细胞有显著性差异 ( PMA :448 ±131 vs 314

±89 , P < 0. 01 ;金黄色葡萄球菌 :471 ±142 vs 362 ±79 , P < 0. 01 ;大肠杆菌 :502 ±133 vs 396 ±94 , P < 0. 01) ;而

其中性粒细胞细菌吞噬能力与正常足月儿相比无明显差异。结论 　无明确诱因的宫内发育受限新生儿的中性粒

细胞在宫内也可能被某些病理因素所激活 ,导致了细胞活性氧代谢水平的显著增高。

[中国当代儿科杂志 ,2004 , 6 (6) : 485 - 488 ]
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　　Abstract : Objective 　This study examined the levels of the superoxide anion produced by neutrophils after different

stimulations in neonates with isolated intrauterine growth restriction ( IU GR) in order to clarify the effects of IU GR on

activated oxygen metabolism of neutrophils in neonates. Methods 　Fifteen samples of cord venous blood from neonates

with isolated IU GR ( IU GR group ) were stimulated with either phorbol myristate acetate ( PMA ) or bacteria

( S taphylococcus aureus and Escherichia coli ) , and then stained with hydroethedine , an indicator of superoxide. The

samples were analyzed on granulocyte gate by flow cytometry. The mean fluorescence for superoxide anion production was

acquired , and was compared with 23 samples from normal full2term neonates (Control group) . Results 　The superoxide

anion level (demonstrated by mean fluorescence intensity , MFI) of the IU GR group was significantly higher than that of

the Control group after PMA stimulation (448 ±131 vs 314 ±89 ; P < 0. 01) . Significant differences were also found in

the superoxide anion level between the IU GR and Control groups after either S taphylococcus aureus or Escherichia coli

stimulations (471 ±142 vs 362 ±79 and 502 ±133 vs 396 ±94 ; both P < 0. 01) . The ability of bacterial phagocytosis

was the same for the two groups. Conclusions　Neutrophils from neonates with isolated IU GR may be activated by some

pathologic factors in uterus and yield an increased level of activated oxygen metabolism.

[ Chin J Contemp Pediatr , 2004 , 6( 6) : 485 - 488]
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　　宫内发育受限 (int rauterine growth rest riction ,

IU GR)新生儿又称小于胎龄儿或小样儿 ,在正常出

生儿中占有一定的比例。近年来对于宫内发育受限

病因学的研究表明免疫因素在其发生中起着重要的

作用 ,如母体中性粒细胞的激活和免疫损伤作用受

到了广泛的重视。研究发现发生胎儿 IU GR 的孕

妇中性粒细胞常处于被激活状态 ,其表面黏附分子

表达水平和细胞的凋亡较正常妊娠者有着明显改

变 ,活性氧代谢水平也有显著升高[1 ,2 ] 。但是针对

IU GR对于胎儿和新生儿免疫系统影响的研究相对

较少 ,对于新生儿中性粒细胞功能的影响则未见于

国内外文献报道。本研究采用流式细胞仪技术对于

无明确诱因的 IU GR 新生儿的脐带血中性粒细胞

超氧阴离子产生水平进行检测 ,并与正常新生儿进

行比较 ,以期对这部分新生儿非特异性免疫的重要

组成部分 - —中性粒细胞部分功能的改变有所了

解 ,为进一步研究胎儿 IU GR 对于新生儿整体免疫

功能的影响以及免疫系统在 IU GR 新生儿脏器功

能损害中作用的研究打下基础。

1 　资料和方法

1 . 1 　研究对象

2001 年 6 月至 2003 年 5 月我院产科分娩的

IU GR新生儿 15 例 ,平均胎龄38. 5 ±1. 0 周 ,平均出

生体重 1 995 ±290 g ,均低于同胎龄出生体重儿标

准第三个百分位。均为正常阴道顺产 ,Apgar 评分

≥8 分 ,无窒息抢救史 ,新生儿无明显畸形 ,胎盘和

脐带无明显外观异常 ,母孕期无明显疾病及妊娠合

并症史。同期我院产科分娩的正常足月儿 23 例 ,平

均胎龄39. 6 ±0. 8 周 ,平均出生体重 3 050 ±320 g ,

均为正常阴道顺产 ,孕母无妊娠合并症 ,新生儿无窒

息抢救史。

当新生儿出生胎盘娩出后即刻以无菌注射器自

胎盘取脐静脉血 5 ml ,以肝素 10 IU/ ml 抗凝 ,放置

于室温 ,6 h 内进行检测。

1 . 2 　试剂

氢化溴乙非啶 ( Hydroethidine , HE) 购自美国

Sigma 公司 ,用二甲亚砜 (DMSO) 溶解 ,调整浓度至

2 mM 后避光储存于 - 80 ℃,使用前自然解冻后用

缓冲磷酸盐 ( PBS) 稀释浓度至 2μM 备用。乙酸肉

豆蔻佛波醇 (phorbol myristate acetate , PMA) 购自

美国 Sigma 公司 ,用纯乙醇溶解后储存于 - 24 ℃,使

用前用蒸馏水稀释 40 倍备用 ,最终作用浓度为 4 ×

10 - 7M。金黄色葡萄球菌 ( S . aureus , 209P J C21)

和大肠杆菌 ( E. coli , N IHJ J C22) 菌株接种于普通

琼脂平板 ,在 37 ℃培养箱中培养过夜 ,实验前用

PBS 洗两遍 ,重悬后再用分光光度计 (岛津 , UV2

2500PC)调整细菌浓度至 2 ×109/ ml 备用。异硫氰

基荧光素 ( FITC) 标识的大肠杆菌死菌体购自美国

Molecular Probes 公司 ,按产品说明书要求完全溶解

于无菌 PBS ,调整细菌浓度至 2 ×109/ ml 后储存于

4 ℃备用。

1 . 3 　测定方法

中性粒细胞超氧阴离子产生水平和吞噬能力测

定法由 Perticarari 氏所创方法[3 ]改良而来。实验血

标本采集后均作中性粒细胞计数。具体实验步骤简

述如下 :每份标本取 500μl 肝素化脐静脉血分别置

于 5 个1. 5 ml无菌 Eppendorf 试管中 ,每管 100μl ,

之后将 1μl 已稀释的 HE 溶液分别加入各试管 ,混

匀后置于冰上。再在各试管中分别加入已稀释的乙

酸肉豆蔻佛波醇 ( PMA) 溶液和细菌细胞数比例为

40∶1 的金黄色葡萄球菌以及大肠杆菌活菌或 FITC

荧光标识的大肠杆菌死菌混悬液彻底混匀 ,置 37 ℃

水浴槽振荡反应 60 min ,最后加入稀释专用溶血液

1 ml 混匀后置室温 15 min 以固定白细胞 ,中止细菌

与细胞间作用以及溶解红细胞 ,用 PBS 洗细胞两遍

后重悬细胞于 1 ml PBS 中混匀 ,即刻用流式细胞仪

FACScan (Becton Dickinson)检测。在流式细胞仪上

中性粒细胞 (多形核白细胞) 群由前向散射光 ( FSC)

和侧向散射光 ( SSC) 区分。由 HE 的氧化产物 - 溴

化二氨乙苯啡啶 (ethidium bromide) 所发出的红色

荧光被 FL2 通道所收集 ,由 FITC 所发出的绿色荧

光由 FL1 通道所收集。每支试管记录分析共 10

000 个被选细胞 ,所得数据通过 CELLQuest 软件分

析。中性粒细胞超氧阴离子产生水平或细菌吞噬能

力分别由 FL2 或 FL1 通道所获得平均荧光强度

(mean fluorescence intensity , MFI)代表。

1 . 4 　统计学处理

所有实验所得的数据 ,包括中性粒细胞超氧阴

离子产生水平和细菌吞噬能力 ,均以从流式细胞仪

的 CELLQuest 软件统计所得 MFI 值作为计量单

位 ,以均值 ±标准差 ( �x ± s ) 表示。采用 SPSS 软

件包中独立样本 t 检验 ( Independent2Samples t

Test)进行两组间差异性分析。
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2 　结果

2 . 1 　两组新生儿脐血中性粒细胞计数比较

IU GR 新生儿组脐带血中性粒细胞计数为

(12. 78 ±2. 03) ×109/ L ,正常新生儿组脐带血中性

粒细胞计数为 (13. 70 ±2. 19) ×109/ L , IU GR 新生

儿组细胞数略低于正常组 ,但两组之间差异无统计

学意义 ( t = 1. 33 , P > 0. 05) 。

2 . 2 　两组新生儿脐血中性粒细胞在不同条件刺激

下超氧阴离子产生水平比较

用蛋白激酶 C 激活剂 PMA 刺激后 IU GR 新生

儿中性粒细胞超氧阴离子的产生水平与正常新生儿

细胞相比存在显著差异性。(MFI :448 ±131 vs 314

±89 , t = 3. 77 , P < 0. 01) 。在金黄色葡萄球菌和

大肠杆菌活菌刺激下 IU GR 新生儿组中性粒细胞

超氧阴离子产生水平与正常新生儿对照组相比同样

差异具有显著性。但同一实验组中不同刺激菌种之

间的差异在两组中均无统计学意义 ( t = 1. 36 , P

> 0. 05 ; t = 0. 63 , P > 0. 05) 。(见表 1)

表 1 　不同细菌刺激下新生儿中性粒细胞超氧阴离子产生

水平的比较

Table 1 　Levels of superoxide anion produced by neutrophils

in neonates following bacteria stimulations

( �x ± s , MFI)

例数 金黄色葡萄球菌 大肠杆菌

正常对照组 23 362 ±79 396 ±94

IU GR 组　 15 471 ±142 502 ±133

t 值 3. 03 2. 88

P 值 < 0. 01 < 0. 01

2 . 3 　两组新生儿脐血中性粒细胞细菌吞噬能力

比较

大肠杆菌吞噬实验显示 IU GR 新生儿中性粒

细胞细菌吞噬能力与正常足月儿相比 ,两组之间差

异无统计学意义。( MFI : 2 467 ±310 vs 2 260 ±

269 , t = 1. 30 , P > 0. 05)

3 　讨论

　　IU GR 新生儿又称小于胎龄儿 ,已知病因包括

孕母疾患和妊娠合并症 ,胎儿感染和畸形 ,多胎妊娠

等 ,但约有 40 %发生于正常妊娠。其病理生理特点

较之正常适于胎龄儿有着显著的改变 ,而一些变化

对于这些新生儿的远期预后有着重大的影响[4 ] 。

本研究应用流式细胞仪技术 ,在全血条件下测

定无明确诱因的 IU GR 新生儿脐带血中性粒细胞

超氧阴离子的产生水平 ,以探讨宫内发育异常新生

儿中性粒细胞活性氧代谢的变化。

本研究结果显示 , IU GR 新生儿脐带血中性粒

细胞数量与正常足月儿基本相同 ,但是无论其刺激

途径是通过 PMA 直接激活蛋白激酶 C ,或通过细菌

吞噬作用激活 NADPH 氧化酶 ,最后呼吸爆发所产

生的超氧阴离子水平均明显高于正常足月新生儿 ;

其次 ,与正常足月新生儿一样 , IU GR 新生儿中性粒

细胞由细菌吞噬所诱导产生的超氧阴离子水平在不

同吞噬菌种之间差异无显著性 ;最后 ,发现 IU GR

新生儿中性粒细胞的细菌吞噬能力与正常足月新生

儿相同 ,证明除细菌吞噬以外 ,中性粒细胞活性氧代

谢还受其他因素影响。

中性粒细胞在人体的非特异性免疫中起着重要

的作用 ,特别在机体的杀菌机制中起着关键性的作

用。而中性粒细胞通过呼吸爆发产生超氧阴离子等

活性氧自由基是其杀菌的重要机制之一[5 ] 。另一

方面 ,当产生的活性氧自由基溢出细胞外则可能损

伤机体组织 ,造成脏器功能损害。已有研究表明新

生儿中性粒细胞活性氧代谢不同于成人[6 ] ,其中活

性氧自由基的产生受体液因素影响很大[7 ] 。本研

究发现 ,无明确诱因而发生的 IU GR 新生儿中性粒

细胞处于激活状态 ,受刺激后细胞活性氧代谢水平

明显升高。活性氧代谢产物在一些新生儿疾病如支

气管肺发育不良和围产期脑损伤的发病机制中起了

重要的作用[8 ,9 ] 。而新生儿体内的一些抗氧化酶活

性较成人明显低下 ,则是易造成组织免疫损伤的另

一个重要原因。因此需要作进一步研究以探讨

IU GR新生儿中性粒细胞的激活状态和在这些新生

儿经常发生的脏器功能损害如脑损伤之间的关系。
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婴儿传染性单核细胞增多症并发
溶血尿毒综合征 1 例报告

赵丽 ,张秋河 ,王淑玉 ,郑一博 ,杜志芳

(石家庄白求恩国际和平医院儿科 ,河北 石家庄 　050082)

　　[中图分类号 ] 　R512. 7 　　[文献标识码 ] 　E

　　患儿 ,男 ,11 月。因咳嗽、发热 10 d ,面色进行性苍黄 2 d

入院。患儿于 10 d 前无明显诱因开始出现发热、咳嗽、呈阵

发性 ,无痰 ,伴喘息 ,体温波动在 39 ℃～40 ℃之间 ,家长予以

服“罗红霉素、阿齐霉素”等药物 5 d ,症状无缓解 ,在当地医

院查血常规 : WBC 29. 9 ×109/ L ,N 0. 38 ,L 0. 34 ,M 0. 9 ,幼

粒 0. 1 ,异淋 0. 18。诊断“传染性单核细胞增多症”,静脉应

用喜炎平 2 ml ,青霉素 240 万 U 共 5 d ,仍不见明显好转 ,入

院前 1 d 面色出现进行性苍黄 ,精神差 ,尿色呈深黄色 ,门诊

以“传染性单核细胞增多症”收住院。

体检 : T 38. 4 ℃,P 130 次/ min ,呼吸急促 ,精神差 ,贫血

貌 ,皮肤及巩膜重度黄染 ,面部及双下肢轻度浮肿 ,浅表淋巴

结未触及 ,轻度鼻扇 ,口唇苍白 ,咽部微充血 ;双侧扁桃体不

大 ,右中下肺叩诊实音。心率 130 次/ min ,律齐 ,心音有力 ,

各瓣膜听诊区未闻及病理性杂音。腹部饱满 ,未触及包块 ,

肝肋下2. 5 cm ,脾左肋下 3 cm ,质中 ,布氏征、克氏征和巴氏

征阴性。

实 验 室 检 查 : 肝 功 能 : AL T 93 mmol/ L ; TBIL

354. 8μmol/ L ;肾功能 :肌酐 222μmol/ L 尿素氮35. 9 mmol/ L ;

CO2 CP 11. 5 mol/ L ,血常规 : WBC 13. 0 ×109/ L , N 0. 79 , M

0. 2 ,L 0. 18 ,RBC 1. 98 ×1012/ L ,HGB 46 g/ L ,网织红 32 ×109/

L ,PL T 30 ×109/ L。

尿常规 :蛋白 ( + + + + ) ,潜血 ( + + + ) ,胆红素 ( + +

+ ) ,白细胞 ( + ) 。血清嗜异性凝集试验 :1∶56 ,冷凝集试验 1

∶4 以下。胸部 X 线示右下肺见大片高密度阴影。X 线诊

断 :右中下肺大叶性肺炎。胸部 CT 检查 :右中、下大叶性肺

炎 ;左舌叶感染 ;右胸腔积液。

临床诊断 : ①传染性单核细胞增多症。②溶血尿毒症综

合征。患儿入院后面色苍黄进行性加重 ,精神差 ,少尿 ,全身

浮肿加重 ,第 1 天 24 h 排尿 200 ml ,为酱油样 ,第 2 天患儿病

情进一步加重 ,呈昏迷状 ,全天无尿 ,针刺部位出血不止。先

后给予青霉素、罗氏芬、大剂量丙种球蛋白、多巴胺、酚妥拉

明、速尿、利尿合剂、新鲜冰冻血小板、人血白蛋白、洗涤红细

胞等综合治疗 ,病情无好转 ,于入院第 56 小时死亡。

讨论 :传染性单核细胞增多症是一种单核2巨噬细胞系

统急性增生性传染病。多见年长儿和少年 ,既往报道 6 岁以

下幼儿常表现为轻症 ,甚至隐性感染。本病例虽无颈部淋巴

结肿大 ,咽峡炎及皮疹等传染性单核细胞增多症的一些典型

症状 ,但患儿持续发热 10 d ,肝脾肿大 ,同时肺部受累 ,出现

肺炎 ,胸膜炎 ,经抗细菌、病毒及支原体治疗无效 ,外周血象

支持传染性单核细胞增多症的诊断。本病例在病程 1 周后

出现进行性面色苍黄、浮肿、皮肤及巩膜重度黄染 ,红细胞及

血红蛋白明显降低、网织红细胞增高、血小板减少、肾功能衰

竭等特征 ,符合溶血性尿毒综合征表现。因不能进行透析治

疗 ,抢救失败。本病例提示 :婴儿传染性单核细胞增多症临

床症状不典型 ,但其并发症多严重 ;婴儿传染性单核细胞增

多症在病程早期宜短期应用肾上腺皮质激素 ,可减轻症状 ,

减少并发症的发生。出现并发溶血尿毒综合征应尽早采用

激素、抗凝、透析治疗等抢救否则预后险恶。
(本文编辑 :吉耕中)
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