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　　摘　要：目的　探讨高血压脑出血患者脑脊液中游离ＤＮＡ的动态变化与组织损伤的关系。方法　５４例脑出血患者按照格

拉斯哥昏迷分级（ＧＣＳ）评分分为轻度１７例，中度２１例和重度１６例，分别采集发病后１、３、７、１５ｄ脑脊液２ｍＬ，提取游离ＤＮＡ，

采用荧光定量ＰＣＲ技术检测游离ＤＮＡ水平。结果　脑出血组中游离ＤＮＡ水平重度组显著高于轻度组和中度组；颅内压异常

组高于正常组；颅内感染组高于非感染组。结论　脑脊液游离ＤＮＡ水平对于诊断脑出血颅脑损伤有一定诊断价值，而且有助于

监控术后并发症的发生。
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　　游离ＤＮＡ是细胞代谢、损伤、凋亡过程中释放到外周的

细胞外ＤＮＡ，在创伤、肿瘤、产前诊断等疾病的诊断和预后判

断等方面有重要意义。游离ＤＮＡ水平与创伤或感染的严重

程度相关，游离ＤＮＡ是反映细胞病理变化一个敏感而特异的

指标［１４］。高血压脑出血是在原发性高血压病情况下发生的脑

实质内出血，致死、致残率高，严重危害人类健康的常见病、多

发病。急性占位效应和出血本身是对脑组织病理损害的主要

因素，引流是行之有效的治疗方式，但术后可能会并发脑水肿

或颅内感染，不利于受损组织恢复，甚至加重损伤［５］。本研究

拟动态检测脑脊液中游离ＤＮＡ水平，探讨脑脊液游离ＤＮＡ

与高血压脑出血术后病理变化关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年５月至２０１４年５月在淄博市第

一医院住院的５４例脑出血患者，诊断条件均符合１９９５年全国

第四次脑血管病学术会议通过的高血压脑出血诊断标准，并经

ＣＴ确诊，其中男性３８例，女性１６例，年龄４１～７５岁，平均

５７．５５岁，均为发病２４ｈ内入院者。留取脑积水患者脑脊液标

本９例，头皮下血肿８例，共１７例作为对照组，其中男性１０

例，女性７例，年龄３５～７５岁，平均５１．２５岁。以国家卫生部

颁布的《医院感染诊断标准（试行）》为依据，将患者分为颅内感

染组和非感染组。

１．２　仪器与试剂　提取脑脊液游离ＤＮＡ的试剂盒由上海浩

源生物有限技术公司提供。标准品重组质粒ＤＮＡ由中山大

学达安基因股份有限公司合成。ＭＸ３０００Ｐ荧光定量检测仪器

由美国安捷伦公司生产。

１．３　方法　采集患者血肿引流术后１、３、７、１５ｄ脑脊液各２

ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液于１．５

ｍＬ离心管中，１６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上层无细胞血浆

２００ｍＬ，充分混匀后于－２０℃保存备用。采用磁珠法提取脑

脊液游离ＤＮＡ，紫外分光光度计检测游离ＤＮＡ的提取效率，

选取合适的游离ＤＮＡ浓度（３０ｎｇ／μＬ）进行下一步实验。根

据天根公司ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａ１ｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒的流程进行操

作，采用看家基因βａｃｔｉｎ为目的基因，引物序列ＦＰ：５′ＧＧＡ

ＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＣＣＴＣＡＴＧＡＡ３′；ＲＰ：５′ＣＴＴＡＡＴ

ＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ３′，由上海生工生物工程公司合

成。标准品重组质粒ＤＮＡ的定量浓度（ｃｏｐｙ／ｍＬ）为１０
４、１０５、

１０６、１０７。循环条件为：４０个循环９３℃预变性２ｍｉｎ，９３℃变性

３０ｓ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３０ｓ，４０个循环。ＭＸ３０００Ｐ进

行实时荧光定量检测，并作熔解曲线分析，并以１拷贝双链

ＤＮＡ＝３．３×１０－３ｎｇ计算ＤＮＡ浓度
［４］。

·９７７２·国际检验医学杂志２０１４年１０月第３５卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２０



１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料以

狓±狊表示，组间比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　脑出血患者脑脊液中ＤＮＡ水平比较　不同程度脑出血

患者２４ｈ内，游离ＤＮＡ检测结果显示，与对照组相比，轻、中

度出血组血浆和脑脊液游离ＤＮＡ水平均未见显著升高，差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。重度出血组显著高于中、轻度组以

及对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），且脑脊液水平高于

血浆水平。见表１。

表１　　脑出血患者脑脊液中ＤＮＡ水平比较（ｎｇ／ｍＬ，狓±狊）

组别 狀 脑脊液游离ＤＮＡ 血浆游离ＤＮＡ

对照组 ２２ １２．５２±０．８１ ２０．３１±６．６６

轻度组 ２１ １７．３３±６．３５ ２６．３８±１１．８７

中度组 １７ ２１．６５±１１．３７ ５５．４８±２１．８８

重度组 １６ ２９７．２１±７１．１１ １８９．１７±５３．６７

　　：犘＜０．０５，与对照组、轻度组、中度组比较。

２．２　脑室引流术后脑水肿期脑脊液游离ＤＮＡ水平比较　５

例重症脑出血患者脑室引流术后效果欠佳者，颅内压波动明

显，比较水肿高峰期患者脑脊液显示，游离ＤＮＡ水平高于颅

内压正常组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　脑室引流术后脑水肿期脑脊液游离ＤＮＡ

　　　水平（ｎｇ／ｍＬ，狓±狊）

组别 狀 颅内压 脑脊液游离ＤＮＡ

颅内压正常组 １１ ＜２ｋＰａ ３６．３３±２１．３５

颅内压异常组 ５ ＞２ｋＰａ ８８．６５±３０．３７

　　：犘＜０．０５，与颅内压正常组比较。

２．３　脑室引流术后并发颅内感染脑脊液游离ＤＮＡ水平　１１

例并发术后颅内感染患者脑脊液游离ＤＮＡ水平动态变化显

示，术后５～７ｄ并发颅内感染后游离ＤＮＡ水平较术后２４ｈ

显著提高，差异有统计学意义（犘＜０．０５），两周感染控制后，游

离ＤＮＡ 水平较感染期显著下降，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表３。

表３　　脑室引流术后并发颅内感染脑脊液游离

　　　ＤＮＡ水平（ｎｇ／ｍＬ，狓±狊）

组别 狀 １ｄ ７ｄ １５ｄ

非感染组 ９ １２１．７６±８８．１７ ２３．３±０．８ ３．６９±２．３５

感染组 １１ １１９．８５±７３．１２ １８６９．４２±５１１．１４０±１８．１５

　　：犘＜０．０５，与非感染组比较。

３　讨　　论

游离ＤＮＡ是一种无细胞状态的细胞外 ＤＮＡ，存在于血

液、滑膜液等体液中，主要由单链或双链ＤＮＡ以及二者混合

物组成。健康者细胞代谢、外周循环中含有一定水平的游离

ＤＮＡ。动物实验显示，中毒、应激、炎症等病理状态下，细胞因

凋亡坏死迅速释放ＤＮＡ、酶类等细胞内容物进入血液循环，游

离ＤＮＡ水平的改变是反映细胞病理变化敏感而特异的指

标［３］。芬兰科研人员对２５５例严重脓毒症或脓毒性休克患者

血浆游离ＤＮＡ水平进行分析发现：脓毒症及危重病患者血浆

游离ＤＮＡ水平增高并与患者的器官功能障碍和疾病严重程

度有关，死亡患者入院时及入院７２ｈ后血浆游离ＤＮＡ水平均

高于存活者，入院时血浆游离ＤＮＡ水平可以作为预测重症监

护病房患者病死率的独立指标。国内研究表明，多器官功能障

碍综合征患者外周循环中，游离ＤＮＡ２４ｈ内迅速升高，并持

续数日，同时伴有降钙素原、Ｃ反应蛋白、肿瘤坏死因子等炎性

因子的升高。这表明，游离ＤＮＡ可以作为患者多器官系统损

伤的监测指标。最近研究发现脑出血患者脑脊液中也出现类

似的炎性因子水平变化，并与病情变化和转归有关［５７］。同时，

还有研究发现颅脑外伤情况下，外周循环中游离ＤＮＡ在急性

期迅速升高并与损伤严重程度密切相关。这提示脑脊液微环

境中游离ＤＮＡ水平可能发生变化，而且这一变化可能反映并

参与了脑细胞进一步的病理损伤变化。

脑出血是危害人类健康的常见病、多发病，以发病率高、致

残率高、病死率高而著称，致残和死亡原因主要为急性颅内血

肿的占位效应和出血本身对脑组织及血管引起的一系列病理

损害。在脑出血起病急、脱水保守治疗效果欠佳情况下，引流

等手术方式是迅速减少占位和溶血后炎性物质对脑组织损伤

的有效方式。尽管影像学检查可评估手术效果，但却不能反映

出血和手术自身对脑细胞的损伤程度［２］。有研究发现，在手术

后２４ｈ内，轻、中度出血患者，脑脊液游离ＤＮＡ较对照组有所

升高，但两者间差异无统计学意义（犘＞０．０５），这说明血肿被

引流后，降低了出血带来的损伤，轻、中度患者细胞损伤差异已

不明显，游离ＤＮＡ水平变化可能主要来自手术本身对脑组织

的损伤。重症患者游离ＤＮＡ在脑脊液和外周循环中均升高，

且脑脊液内浓度高于外周循环。溶血和组织细胞损伤均可引

起游离ＤＮＡ水平升高，因此检测结果提示重症患者脑组织严

重损伤同时伴有微环境中溶血所释放损伤性因子增加，从而形

成恶性循环加重脑组织损伤。脑出血术后脑脊液中游离ＤＮＡ

水平显示脑损伤程度，术后持续升高提示预后不良。血浆中游

离ＤＮＡ水平则反映全身损伤程度，同时监测有利于整体了解

多器官病理变化。

脑出血术后常见颅内并发症为脑水肿和颅内感染。脑水

肿是导致脑出血术后病情恶化和恶性循环形成的重要因素之

一 ，脑出血术后一般３～５ｄ达水肿高峰，约１周开始减轻，持

续２周甚至更长时间。脑出血手术后，通过引流及使用脱水

剂，血肿的压迫已经不是引起损伤的主要因素［８］。动物实验和

临床研究中均发现，中小量的脑出血本身并不引起颅内压显著

升高，而血肿周围组织水肿后出现的神经元变性坏死、神经髓

鞘崩解、血脑屏障破坏等继发性神经元损伤才是引发严重后果

的原因之一，动态监测颅内压发现，即使相同的格拉斯哥昏迷

分级（ＧＣＳ）评分，ＣＴ表现相似患者，ＩＣＰ也可以差异很大
［９］，

临床资料统计也发现如此，这说明手术后临床表现以及影像学

检查不能完全体现病理变化。而本研究发现，颅内压异常组因

干预措施实施使颅内压波动明显，少数患者颅内压连续超出

２．５ｋＰａ，取颅内压高点时脑脊液，检测游离ＤＮＡ水平发现，与

颅内压持续正常组相比，异常组游离ＤＮＡ水平显著升高，这

说明水肿未有效控制，神经细胞损伤持续存在。

颅内感染是神经外科术后致死、致残的严重并发症，多伴

有高颅压、意识障碍、脑水肿、癫痫等症状，国外报道颅脑手术

后颅内感染的发生率为１％～１０％。术后３～（下转第２７８３页）
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嗜麦芽寡养单胞菌产生的各种酶能破坏目前所有的β内酰胺

类抗菌药物，对碳青霉烯类抗菌药物达到１００．０％耐药，并且

不能被任何可利用的抑制剂灭活［１１］。临床应根据药敏试验结

果选用抗菌药物；（４）洋葱伯克霍尔德菌是一群天然的多重耐

药菌，本组药敏试验证明其对阿米卡星、庆大霉素１００．０％耐

药。它可产生金属β内酰胺酶，可水解包括碳青霉烯类在内的

一大类β内酰胺酶类抗菌药物，对阿米卡星和庆大霉素等氨基

糖苷类药物天然耐药［１２］；（５）脑膜炎败血黄杆菌可产生金属β

内酰胺酶和超广谱β内酰胺酶，有多重耐药性
［１３］，药敏试验表

明，除对头孢哌酮／舒巴坦、哌拉西林／他唑巴坦、替卡西林／克

拉维酸的耐药率较低外，其余抗菌药物的耐药率均超过

７５．０％。相关研究指出，治疗时可首选哌拉西林／他唑巴

坦［１４］。

由于非发酵菌高度耐药性给临床治疗带来了很大的困难，

尤其对机体免疫功能低下的恶性肿瘤患者，该类细菌耐药性

强，抗菌药物选择范围窄，治疗困难，临床应重视非发酵菌下呼

吸道感染和耐药性监测，根据药敏试验结果并结合临床使用抗

菌药物。
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７ｄ是颅内感染的高发时间，手术本身使血脑屏障受到破坏，

加上医源性因素使颅内感染的发生率明显升高。诊断金标准

为脑脊液培养或涂片检出致病菌，但由于多数致病菌有自溶作

用，且大多数患者在发生颅内感染前已预防使用了抗菌药物，

致使细菌涂片与培养结果往往呈现阴性，国内统计数据显示阳

性检出率不足１０％。临床诊断只能依靠临床表现、细胞计数、

生化指标来判断［１０］。动态监测手术后游离ＤＮＡ变化，非感染

组随患者逐渐恢复，脑脊液中游离ＤＮＡ逐渐代谢至正常，而

感染组患者感染发生时脑脊液游离ＤＮＡ水平显著升高，随感

染控制后，游离ＤＮＡ水平显著降低。

总之，脑脊液是能够直接反映中枢神经系统病理变化的标

本，动态监测脑脊液游离ＤＮＡ水平变化，有助于了解神经细

胞病理损伤情况，联合其他检测指标，可能成为特异性强、敏感

度高的监测组合。
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