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红细胞膜磷脂酰丝氨酸外露在脓毒症患者

贫血发生中的意义

石斌 马国光 刘鸿翔 刘景全 杨婉花 张宏泽 王晶 万晟霞

【摘要】 目的 探讨红细胞膜表面磷脂酰丝氨酸（PS）外露在脓毒症患者贫血发生中的意义。 方法 采用

自身前后对照研究方法，选择 30 例重症监护病房（ICU）脓毒症患者，分别在入 ICU�1�d、7�d 时采集外周静脉血，

常规测定血红蛋白（Hb）；采用膜联蛋白Ⅴ/ 碘化丙啶（Annexin�Ⅴ/PI）染色方法，用流式细胞仪测定外周血中 PS

外露红细胞所占比例，分析 Hb 水平与 PS 外露红细胞比例之间的相关性。 结果 30 例脓毒症患者入 ICU�7�d

时的 Hb 水平较 1�d 时显著下降（g/L：81.59±3.31 比 121.90±3.34，t＝8.570，P＝0.000），外周血中 PS�外露的红

细胞比例也明显高于 1�d 时〔（17.19±1.35）%�比（7.87±0.83）%，t＝-6.557，P＝0.000〕；Pearson 直线相关分析显

示，PS 外露红细胞比例与 Hb 水平呈显著负相关（r＝-0.838，P＝0.000）。 结论 外周血 PS 外露的红细胞在脓

毒症患者中明显增加，且与患者贫血程度有关，贫血程度越严重，红细胞 PS外露水平越高。
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【

Abstract

】

Objective To� investigate� the� role� of� phosphatidylserine� （PS） exposure� of� erythrocytes� in� the�

development�of�anemia�in�sepsis�patients.�Methods A�self-control�study�was�conducted.�Thirty�sepsis�patients�admitted�

to� intensive� care� unit （ICU） were� enrolled.� Peripheral� venous� blood� was� collected� on� 1� day� and� 7� days� after�� ICU�

admission， and�hemoglobin�（Hb） concentration�was�examined�routinely.��A�flow-cytometric�assay�based�on�Annexin�Ⅴ/�

propidium�iodide�（Annexin�Ⅴ/PI） was�used�to�measure�the�PS�exposure�of�erythrocytes.�The�relationship�between�PS�

exposure� and�Hb � concentration�was� analyzed.�Results Hb � concentrations� in� 30� sepsis� patients� at� 7� days� after� ICU�

admission�were�significantly�decreased�compared�with�those�of�patients�at�1�day�（g/L： 81.59±3.31�vs.�121.90±3.34，

t＝8.570， P＝0.000）， but�the�percentage�of�PS�exposure�of�erythrocytes�was�significantly�higher〔（17.19±1.35）%�vs.�

（7.87±0.83）%， t＝-6.557， P＝0.000〕.�An�inverse�correlation�was�found�between�percentage�of�PS-positive�RBCs�and�

Hb� concentration� by� Pearson� analysis （r＝-0.838， P＝0.000）.�Conclusions The� percentage� of� PS� exposure� in�

erythrocytes�is�significantly�increased�in�sepsis， and�it�might�contribute�to�the�development�of�anemia�in�sepsis�patients�

during�hospital�stay.�The�more�severe�the�anemia， the�higher�the�PS�in�erythrocytes.
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贫血在脓毒症（sepsis）患者中是个很常见的问

题。 研究表明，入住重症监护病房（ICU）3�d 后 95％

的患者会出现血红蛋白（Hb）不同程度的下降

［

1

］

，住

院超过 7�d 的 ICU 患者中更是有 85%接受过至少

1�U 的红细胞输注

［

2

］

。 目前认为导致脓毒症患者贫

血的原因包括血液丢失过多、营养缺乏、促红细胞生

成素（EPO）反应迟缓、铁代谢异常等

［

3

］

。 但是针对这

些原因采取的治疗措施并不能很好地纠正脓毒症贫

血的发生。 近来研究发现，在某些病理情况下（如尿

毒症时），位于红细胞胞膜、胞质表面的磷脂酰丝氨

酸（phosphatidylserine，PS）在体内外某些因素的刺激

下会翻转， 外露表达于膜外， 引起红细胞的异常改

变，从而使巨噬细胞对这种不正常的红细胞识别、吞

噬，最终引发贫血

［

4

］

。 但在脓毒症状态下，红细胞是

否会发生 PS 外露引发贫血目前不得而知。 本研究

旨在通过测定脓毒症患者在 ICU 期间外周血中 PS

外露红细胞水平及其 Hb 浓度的变化， 以进一步探

讨脓毒症患者贫血发生的机制。

1 对象和方法

1.1 研究对象：采用自身前后对照研究方法，选择

2012 年 1 月至 12 月收治于上海市松江区中心医院

ICU 的脓毒症患者 30例。

1.1.1 入选标准：脓毒症诊断符合 2008 年拯救脓毒

症运动指南推荐的标准

［

5

］

。 ①感染：痰液、血液、尿液

或腹腔、胸腔引流液微生物培养阳性；②全身炎症反

应综合征（SIRS）：体温＞38�℃或＜36�℃；心率＞
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90 次 /min； 呼吸频率＞20 次 /min 或动脉血二氧化

碳分压（PaCO

2

）＜32�mm�Hg（1�mm�Hg＝0.133�kPa）；

外周血白细胞计数＞12×10

9

/L 或＜4×10

9

/L。

1.1.2 排除标准：铁、叶酸、维生素 B12 等缺乏所致

的贫血患者；慢性肾病所致肾性贫血者；有 EPO 治

疗史者，因 EPO 可结合红细胞，并抑制容量敏感的

红细胞阳离子通道，下调 PS 的外露表达

［

6

］

；住院期

间进行血液透析（血透）治疗者，研究证明血透可使

红细胞 PS 外露增加

［

7

］

；近半年内有输血史者；自动

出院要求终止治疗者；研究期间死亡的患者。

本研究符合医学伦理学标准， 经医院伦理委员

会批准，所有入选患者或委托人均知情同意。

1.2 检测指标及方法： 脓毒症患者入住 ICU�1�d 内

采集外周静脉血 5�mL， 其中 1�mL 用于测定红细胞

膜 PS 外露水平， 其余静脉血用于血常规分析测定

Hb 水平；于入 ICU�7�d 时再次检测上述指标。 采用

膜联蛋白Ⅴ/ 碘化丙啶（Annexin�Ⅴ/PI）染色方法，用

流式细胞仪检测红细胞膜 PS 外露表达阳性率，试

剂盒由瑞士 Roche公司提供。 流式细胞仪检测时激

发波长（Ex）488�nm、发射波长（Em）530�nm，通过仪

器自带软件自动计算 Annexin�Ⅴ阳性的红细胞比例

及平均荧光强度，该方法的变异系数是 5%。

1.3 统计学方法：应用 SPSS�17.0 统计软件，计量资

料采用均数±标准差（x±s）表示，采用单因素方差

分析和 t 检验进行比较；相关性检验采用 Pearson 相

关分析；P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 患者的基本临床资料： 共入选 30 例脓毒症患

者，男性 17 例，女性 13 例；年龄 27～83 岁，平均

（61.3±17.6）岁。 外科术后合并感染 9例，慢性阻塞

性肺疾病急性加重期（AECOPD）合并肺部感染

7 例，脑卒中合并肺部、泌尿道感染 3 例，多发伤合

并感染 5 例，重症肺炎 4 例，急性坏死性胰腺炎

2例。 感染部位（包括 1个或以上）：肺部感染及胸腔

感染 16 例，血流感染 3例，腹腔感染 8�例，外科手术

部位感染 9例， 泌尿系感染 4例； 革兰阳性菌感染

14 例，革兰阴性菌感染 9 例，真菌感染 3 例，混合细

菌感染 4例。 患者平均急性生理学与慢性健康状况

评分系统Ⅱ（APACHEⅡ）评分（18.2±6.6）分。

2.2 脓毒症患者入 ICU 后 Hb 的变化（图 1）：脓毒

症患者入 ICU�7�d 时 Hb 水平显著低于 1�d 时，差异

有统计学意义（t＝8.570，P＝0.000）。

注：ICU为重症监护病房，Hb为血红蛋白

图 1 30例脓毒症患者入 ICU�1�d、7�d时 Hb浓度的变化

2.3 脓毒症患者外周血中 PS 外露红细胞的结果分

析：流式细胞仪检测结果如图 2A、B所示，Q1区代表

PI 透过胞膜的坏死细胞； Q3 区代表与 Annexin�Ⅴ

特异结合表达 PS 的红细胞；Q4 区代表正常细胞。

从 Annexin�Ⅴ/PI 荧光双参数点图 Q3 区中观察到，

脓毒症患者入 ICU�7�d 时 PS�外露红细胞的比例

（图 2B）明显高于入 ICU�1�d 时（图 2A），而且差异

有统计学意义〔（17.19±1.35）%�比（7.87±0.83）%，

t＝-6.557，P＝0.000；图 2C）。 同时，对 Annexin�Ⅴ荧

光峰值图（图 2D）分析结果也表明，脓毒症患者入

ICU�7�d 时与 Annexin�Ⅴ结合的红细胞数目明显高

于入 ICU�1�d时。

注：ICU为重症监护病房，Annexin�Ⅴ为膜联蛋白Ⅴ，PI为碘化丙啶，PS为磷脂酰丝氨酸

图 2 流式细胞仪检测脓毒症患者入 ICU�1�d（A）、7�d（B）时外周血红细胞 Annexin�Ⅴ/PI荧光双参数点图

及 PS外漏红细胞的比例（C）；Annexin�Ⅴ荧光峰值图显示 1�d和 7�d�Annexin�Ⅴ结合的红细胞数目（D）
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2.4 PS 外露红细胞比例与 Hb 水平的相关性分析

（图 3）： Pearson 直线相关分析结果显示，PS 外露的

红细胞比例与 Hb 水平呈显著负相关（r＝-0.838，

P＝0.000），说明脓毒症患者 Hb水平越低（贫血程度

越严重），红细胞 PS外露水平越高。

注：PS为磷脂酰丝氨酸，Hb为血红蛋白

图 4 30例脓毒症患者 PS外露红细胞比例

与 Hb水平的 Pearson直线相关分析

3 讨 论

真核细胞膜表面存在磷脂的不对称性分布，膜

外层主要分布有胆碱类的磷脂（如鞘磷脂和磷脂酰

胆碱等），膜内层主要分布有氨基磷脂（如 PS 和磷

脂酰乙醇胺等），这是保证细胞正常存活的决定性因

素

［

8

］

。 膜磷脂不对称性分布的改变对于细胞之间的

相互作用、信号转导、细胞代谢等有重要的意义。 其

中 PS 外露便是细胞膜不对称性分布改变的典型表

现之一，同时也是细胞凋亡、吞噬细胞识别的重要信

号

［

9

］

。 细胞凋亡是有核细胞内基因控制的细胞自主

有序的死亡过程， 其典型表现为细胞膜内侧 PS 外

露到膜表面，体积缩小，核质浓缩、降解等，并形成凋

亡小体被周围专职或非专职的吞噬细胞所吞噬。 而

细胞衰老是细胞在正常生理条件下发生的细胞各项

功能的衰退、 细胞形态的显著变化并最终趋向死亡

的现象， 其表现有细胞膜的流动性降低、 通透性增

加，质膜皱缩，核增大、染色质凝聚等，但衰老的细胞

不会出现膜 PS 的翻转外露。 因此，膜内侧 PS 翻转

外露是区别细胞凋亡与衰老的主要特征

［

9

］

。

健康人循环血中红细胞的寿命是 120�d 左右，

达到寿命的衰老红细胞会滞留于脾和骨髓中被巨噬

细胞吞噬而结束寿命

［

10

］

，这是正常红细胞衰老死亡

的过程。 然而，最近的研究发现，内源性异常介质紊

乱或外源物质侵入血液后， 某些损害会致使红细胞

在正常寿命衰老之前发生自杀性死亡

［

11

］

。 还有研究

发现， 循环血中成熟红细胞在高渗状态、 氯离子缺

乏、氧化应激、抗原抗体刺激、能量耗竭等因素的刺

激下，会出现类似有核细胞凋亡的现象，表现为 PS

外露到红细胞膜表面、细胞皱缩体积变小、细胞囊泡

化等，但成熟红细胞内不含细胞核和线粒体，这种死

亡与有核细胞凋亡可能完全不同， 因此 Lang 等

［

4

，

12

］

将这种现象称为红细胞衰亡。

有证据表明，炎症细胞因子如肿瘤坏死因子 -琢

（TNF-琢） 和 酌- 干扰素可增加 T 淋巴细胞膜 PS 外

露，促使其凋亡，缩短 T 淋巴细胞寿命，减少 T 淋巴

细胞数量

［

13

］

。 在创伤、大手术后的休克状态下，肠道

内细菌、 大量免疫激活及炎性促发等是导致红细胞

膜泵活性降低、 红细胞代谢紊乱及红细胞结构破坏

的重要因素

［

14-15

］

。 Lucchi 等

［

16

］

亦发现，炎症反应下的

氧化应激可导致红细胞脂质过氧化反应， 红细胞被

巨噬细胞吞噬的作用明显增强。 Siems 等

［

17

］

发现，作

为氧化应激评定指标的血清中脂质过氧化产物丙二

醛（MDA）与贫血之间有密切的相关性，血透患者血

清中 MDA�浓度越高，贫血程度越严重。 另有研究显

示，尿毒症、慢性肾功能衰竭（肾衰）、腹膜透析患者

中普遍存在红细胞膜 PS 外露明显增加， 而且与贫

血程度相关

［

18-20

］

。慢性肾衰时，过度的氧化应激会导

致红细胞膜 PS外露水平的增加

［

16

，

21

］

。尿毒症贫血患

者中巨噬细胞对 PS 外露红细胞的吞噬作用是其对

正常红细胞作用的 3倍， 如果将正常红细胞与尿毒

症患者血浆一起孵育，红细胞 PS 的外露明显增加，

PS外露正是红细胞衰亡的形态改变之一

［

20

］

。上述研

究提示，血浆环境变化、炎症介质增加、应激反应与

红细胞衰亡及贫血之间可能存在某种必然的关系。

脓毒症是一种代偿性抗炎症反应综合征

（CARS）， 表现为血浆中促炎 / 抗炎细胞因子的失

衡，炎症细胞因子、氧化应激产物和血管活性介质的

大量生成及内环境紊乱

［

22-23

］

等血浆环境的改变是否

会对红细胞形态与结构、红细胞衰亡产生影响，以及

红细胞衰亡与脓毒症贫血发生的关系如何值得探

讨。 本研究显示，脓毒症患者入 ICU�7�d时外周血中

PS外露的红细胞比例明显高于 1�d 时，同时伴随 PS

外露红细胞的增多，Hb出现显著下降； 相关性分析

发现，PS 外露红细胞的多少与患者贫血程度呈负相

关，提示在脓毒症状态下，随着病情的进展和贫血的

加重，红细胞 PS 外露水平增加，说明红细胞衰亡可

能参与了脓毒症贫血的发生发展过程。

目前研究认为， 红细胞在高渗或氧化应激等刺

激下，会激活环氧合酶（COX），进一步由磷脂酶 A

2

（PLA

2

）降解膜磷脂合成前列腺素 E

2

（PGE

2

），同时也

21 31 41
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引发血小板活化因子（PAF）的合成。 红细胞衰亡的

信号途径主要包括以下两个方面：①PGE

2

导致的红

细胞膜 Ca

2+

通道激活途径

［

24

］

；②PAF 激活鞘磷脂酶

（sphingomyelinase）途径

［

25

］

。 PGE

2

作用于红细胞，激

活红细胞膜上的 Ca

2+

通道，导致细胞内 Ca

2+

浓度增

加；PAF 同时激活鞘磷脂酶导致鞘磷脂的降解，从红

细胞中释放神经酰胺。 胞质内 Ca

2+

浓度的增加和神

经酰胺会进一步激活红细胞膜上的混转酶（scram�

blase）、Ca

2+

依赖的半胱氨酸内肽酶———钙蛋白酶和

其他的离子通道， 将细胞膜内部的 PS 转移到红细

胞表面，并促使大量的胞内 KCl 外流，同时引发细

胞膜囊泡化、细胞皱缩、细胞骨架蛋白降解等一系列

形态改变。此时，循环中的巨噬细胞通过相关受体识

别暴露于红细胞表面的 PS， 并很快将其吞噬降解，

从循环血液中清除，避免了溶血反应的发生

［

26-27

］

。 因

此，暴露 PS 的红细胞会被循环中巨噬细胞识别，并

吞噬降解，最终清除。过度的红细胞衰亡会引起循环

血中红细胞清除的增加，并导致贫血的发生。

综上所述，本研究结果显示，外周血中成熟红细

胞膜 PS 外露所致的红细胞清除增加可能参与了脓

毒症贫血的发生过程， 红细胞衰亡可能在脓毒症贫

血发生发展中发挥着重要作用， 提示抑制红细胞衰

亡途径对治疗脓毒症具有潜在的临床诊疗价值。 但

有关红细胞衰亡在脓毒症贫血中的具体作用， 以及

红细胞衰亡与脓毒症炎症反应的关系等机制， 尚待

进一步的研究证实。
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