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【摘要】 目的  体外脂多糖（LPS）刺激中性粒细胞模拟脓毒症环境，观察诱导低密度中性粒细胞（LDN）的 
生成情况，并分析其生成机制、表型及功能特征。方法  ① 脓毒症患者LDN比例分析：采用病例对照研究方法，
选择 2022 年 6 月至 2024 年 1 月苏州市立医院重症监护病房（ICU）收治的 45 例脓毒症患者作为研究对象；同
期招募32例年龄、性别匹配的健康志愿者作为对照组。采集两组研究对象的外周静脉血，分析LDN在外周血单
个核细胞（PBMC）层及所有中性粒细胞中的比例；采用流式细胞仪检测 LDN 中成熟中性粒细胞标志物 CD10 表 
达，分析未成熟 LDN 比例。② LPS 诱导 LDN 生成及其机制分析：提取健康志愿者外周血中性粒细胞，以不同浓
度 LPS（10、100、1 000 μg/L）刺激 4 h，采用 Percoll 密度梯度离心法分离高密度中性粒细胞（HDN）和 LDN，计算
LDN 生成比例；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测细胞上清液中的中性粒细胞胞外诱捕网（NET）水平。将
健康志愿者外周血中性粒细胞分为HDN对照组、LDN对照组、LPS刺激HDN组、LPS刺激 LDN组；LPS刺激组
加入LPS 1 000 μg/L 刺激 4 h，对照组加入等体积培养基。透射电镜下观察细胞形态学改变。再取健康志愿者外
周血中性粒细胞分为对照组（等体积培养基）、LPS 组（LPS 1 000 μg/L 刺激 4 h）和佛波醇 12-十四酸酯 13-乙酸 
酯（PMA）组（PMA 100 nmol/L 刺激 4 h）。扫描电镜下观察 NET 形成情况。另取健康志愿者外周血中性粒细胞
分为 LPS 组（LPS 1 000 μg/L 刺激 4 h）和 NET 释放抑制剂 GSK484 预处理组（LPS 刺激前给予 GSK484 50 nmol/L
预处理 30 min）。采用流式细胞仪检测 LDN 生成情况；采用 ELISA 检测细胞上清液中 NET 水平。③ 中性粒细
胞表型及功能分析：将健康志愿者外周血中性粒细胞分为 HDN 对照组、LDN 对照组、LPS 刺激 HDN 组、LPS 刺
激 LDN 组，各组处理方法同上。采用流式细胞仪检测细胞表面粒细胞成熟标志物（CD66b、CD15、CD16）、趋化
因子受体（CXCR2、CXCR4）及细胞活化标志物（CD11b、CD62L）表达；采用琼脂糖趋化模型检测细胞趋化功能，
分析趋化距离（CD）、趋化细胞比例（CCR）和趋化指数（CI）。结果  ① 脓毒症患者 LDN 比例分析结果：脓毒症
患者 PBMC 层中性粒细胞比例（0.362±0.125）、LDN 占所有中性粒细胞比例（0.439±0.162）及 CD10- LDN 比例

（0.222±0.093）均高于健康对照者（分别为 0.040±0.013、0.014±0.004、0.005±0.002，均 P＜0.05）。② LPS 诱导 
LDN 生成及其机制分析结果：透射电镜下显示，LPS 刺激后 HDN 和 LDN 表面凸起及胞内空泡均增多，以 LPS
刺激 LDN 组增多更明显。LPS 刺激后，LDN 比例及细胞上清液中 NET 水平均呈浓度依赖性升高（均 P＜0.05）；
扫描电镜下观察到 LPS 刺激可诱导中性粒细胞形成 NET，但诱导程度弱于 PMA 刺激；GSK484 干预可抑制 LPS
诱导的LDN生成和NET释放，与LPS组比较，差异均有统计学意义〔LDN数量（×105）：3.75±0.52比7.07±1.14，
NET（A 值）：0.96±0.14 比 1.36±0.27，均 P＜0.05〕。③ 中性粒细胞表型及功能分析结果：细胞表型分析显示，
与对照组相比，LPS 刺激后，无论是 HDN 还是 LDN，其表面 CD66b、CD11b 表达均呈升高趋势，CD16、CXCR2、
CD62L 表达均呈下降趋势。与 LPS 刺激 HDN 组相比，LPS 刺激 LDN 组表面 CD66b 表达升高〔平均荧光强度

（MFI）：16 424±2 074 比 9 470±1 201，P＜0.05〕，CD16 表达下降（MFI：3 647±1 458 比 7 815±1 143，P＜0.05）， 
CD15 表达无明显变化；在趋化因子受体方面，与 LPS 刺激 HDN 组相比，LPS 刺激 LDN 组 CXCR2 表达下降，
CXCR4 表达升高；在细胞活化标志物方面，与 LPS 刺激 HDN 组相比，LPS 刺激 LDN 组 CD11b 表达升高（MFI：
11 684±2 131 比 7 782±373，P＜0.05），CD62L 表达下降〔（59.75±7.42）% 比（82.18±14.06）%，P＜0.05〕。趋
化功能分析显示，LPS 刺激后 HDN 和 LDN 的 CD、CCR、CI 均下降，且 LPS 刺激 LDN 组较 LPS 刺激 HDN 组下
降更为显著〔CD（μm）：886.5±342.7比 1 633.0±295.0，CCR：（0.69±0.25）%比（2.44±1.40）%，CI：（9.63±8.94）%
比（34.62±8.31）%，均 P＜0.05〕。结论  LPS通过NET形成依赖性途径诱导LDN生成。LDN亚群呈现CD66b、 
CXCR4、CD11b 高表达及 CD16、CXCR2、CD62L 低表达的独特表型，并伴有趋化功能障碍。
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【Abstract】 Objective  To observe the generation of low-density neutrophil (LDN) induced by lipopolysaccharide 
(LPS) stimulation in vitro to simulate a septic environment, and to analyze their generation mechanism, phenotype, and 
functional  characteristics.  Methods  1)  Analysis  of  LDN  proportion  in  septic  patients:  A  case-control  study  was 
conducted. Peripheral blood samples were collected from 45 septic patients admitted to the intensive care unit (ICU) of 
Suzhou Municipal Hospital from June 2022 to January 2024, and from 32 age- and sex-matched healthy volunteers as the 
control group. The proportion of LDN in the peripheral blood mononuclear cell (PBMC) layer and among total neutrophils 
was analyzed. The expression of CD10, a marker of mature neutrophils, was detected by  flow cytometry  to analyze  the 
proportion of immature LDN. 2) LPS-induced LDN generation and mechanism analysis: Neutrophils were isolated from 
the peripheral blood of healthy volunteers. They were stimulated with different concentrations of LPS (10, 100, 1 000 μg/L)  
for 4 hours. High-density neutrophil (HDN) and LDN were separated by Percoll density gradient centrifugation, and the 
proportion of LDN was calculated. Neutrophil extracellular  trap  (NET)  levels  in  the culture supernatant were detected 
by enzyme-linked  immunosorbent assay  (ELISA). Neutrophils  from healthy volunteers were divided  into HDN control, 
LDN control, LPS-stimulated HDN, and LPS-stimulated LDN groups. The LPS-stimulated groups were treated with LPS  
(1 000 μg/L) for 4 hours, while the control groups received an equal volume of culture medium. Morphological changes 
were observed under  transmission electron microscope. Additionally, neutrophils  from healthy volunteers were divided 
into control group  (an equal volume of culture medium), LPS group  (stimulated with 1 000 μg/L LPS for 4 hours), and 
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) group (stimulated with 100 nmol/L PMA for 4 hours). NET formation was observed 
under scanning electron microscope. In another experiment, neutrophils from healthy volunteers were divided into LPS 
group (stimulated with 1 000 μg/L LPS for 4 hours) and GSK484 pretreatment group (pretreated with 50 nmol/L GSK484, 
a NET release  inhibitor,  for 30 minutes before LPS stimulation). LDN generation was detected by  flow cytometry, and 
NET levels in the supernatant were detected by ELISA. 3) Phenotypic and functional analysis of neutrophils: Neutrophils 
from  healthy  volunteers  were  divided  into  the  same  four  groups  as  described  above  (HDN  control,  LDN  control,  
LPS-stimulated HDN, LPS-stimulated LDN groups). The expression of granulocyte maturation markers (CD66b, CD15, 
CD16),  chemokine  receptors  (CXCR2,  CXCR4),  and  cell  activation  markers  (CD11b,  CD62L)  was  detected  by  flow 
cytometry. Chemotactic  function was assessed using an agarose chemotaxis model, and  the chemotactic distance  (CD), 
chemotactic cell ratio (CCR), and chemotactic index (CI) were analyzed.  Results  1) Analysis results of LDN proportion 
in septic patients: The proportion of neutrophils in the PBMC layer (0.362±0.125), the proportion of LDN among total 
neutrophils (0.439±0.162), and the proportion of CD10- LDN (0.222±0.093) in septic patients were higher than those 
in  healthy  controls  (0.040±0.013,  0.014±0.004,  and  0.005±0.002,  respectively,  all P<0.05).  2)  LPS-induced LDN 
generation and mechanism analysis results: Transmission electron microscope showed increased surface protrusions and 
intracellular vacuoles in both HDN and LDN after LPS stimulation, particularly in the LPS-stimulated LDN group. After 
LPS stimulation, both the proportion of LDN and NET levels in the supernatant increased in a concentration-dependent  
manner (all P<0.05). Scanning electron microscope revealed that LPS stimulation induced NET formation in neutrophils, 
but  to  a  lesser  extent  than  PMA  stimulation.  GSK484  intervention  inhibited  LPS-induced  LDN  generation  and  NET 
release,  with  statistically  significant  differences  compared  with  the  LPS  group  [LDN  count  (×105):  3.75±0.52  vs. 
7.07±1.14, NET (A value): 0.96±0.14 vs. 1.36±0.27, both P<0.05]. 3) Results of phenotypic and functional analysis 
of  neutrophils:  Cell  phenotype  analysis  revealed  that  compared  with  the  control  groups,  after  LPS  stimulation,  both 
HDN and LDN showed  increased expression of CD66b and CD11b,  and decreased expression of CD16, CXCR2,  and 
CD62L. Compared with the LPS-stimulated HDN group, the LPS-stimulated LDN group exhibited higher expression of 
CD66b  [mean  fluorescence  intensity  (MFI):  16 424±2 074  vs.  9 470±1 201, P<0.05]  and  lower  expression  of CD16 
(MFI: 3 647±1 458 vs. 7 815±1 143, P<0.05), while CD15 expression showed no significant change. Regarding cell 
chemokine receptors, compared with the LPS-stimulated HDN group, the LPS-stimulated LDN group showed decreased  
CXCR2 expression and increased CXCR4 expression. Regarding activation markers, compared with the LPS-stimulated 
HDN group, the LPS-stimulated LDN group showed increased CD11b expression (MFI: 11 684±2 131 vs. 7 782±373, 
P<0.05) and decreased CD62L expression [(59.75±7.42)% vs.  (82.18±14.06)%, P<0.05]. Chemotaxis assays showed 
that after LPS stimulation, CD, CCR, and CI of HDN and LDN were all decreased, with more pronounced decreases in the 
LPS-stimulated LDN group than in the LPS-stimulated HDN group [CD (μm): 886.5±342.7 vs. 1 633.0±295.0, CCR: 
(0.69±0.25)% vs.  (2.44±1.40)%, CI:  (9.63±8.94)% vs.  (34.62±8.31)%,  all P<0.05].  Conclusions  LPS  induces 
LDN  generation  through  a NET  formation-dependent  pathway.  This  LDN  subpopulation  displays  a  unique  phenotype 
characterized by high expression of CD66b, CXCR4, CD11b and low expression of CD16, CXCR2, CD62L, accompanied  
by chemotactic dysfunction.
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  近年来，脓毒症已成为重症监护病房（intensive 

care unit，ICU）中患者死亡的主要原因 ［1］。尽管近年

来在早期液体复苏、抗菌药物应用及器官支持治疗 

方面取得显著进展，但脓毒症患者远期生存率仍不

理想，尤其是合并免疫抑制状态的患者，病死率高达 

40%～60%［2-3］，提示脓毒症中免疫系统动态失衡是

影响预后的关键因素［4］。脂多糖（lipopolysaccharide，

LPS）是革兰阴性菌细胞壁的关键成分，在脓毒症发
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病机制中居核心地位，常被用于诱导脓毒症模型。

  中性粒细胞是机体抵御病原体入侵的第一道防

线。在脓毒症等病理状态下，中性粒细胞功能和亚

群分布发生改变。近年来，具有独特物理特性的中

性粒细胞亚群 —— 低密度中性粒细胞（low-density  

neutrophil，LDN）进入研究者视野 ［5］。与常规正常密

度中性粒细胞，也称高密度中性粒细胞（high-density  

neutrophil，HDN）不同，LDN 在密度梯度离心后分布

于外周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear 

cell，PBMC）层，目前针对其表面标志物、功能特性

及病理意义尚存争议。LDN 最初在系统性红斑狼疮

患者中被发现，其低密度特性可能与细胞质内颗粒

减少或细胞膜脂质成分改变有关［6］。同时，LDN 在

不同疾病背景下功能不同：在类风湿关节炎中，LDN 

通过释放促炎介质加重关节炎症［7］；在癌症或慢性

感染中，LDN通过精氨酸酶-1（arginase-1，Arg-1）、活 

性氧抑制 T 细胞增殖，促进免疫逃逸［8-9］。

  近年来，有研究者发现脓毒症患者体内也存在

LDN，提示其可能在严重感染病理过程中发挥重要

作用［10］，但相关研究仍较局限。本研究旨在通过分

析脓毒症患者与健康对照者外周血样本，并结合体

外细胞实验，探讨脓毒症时 LDN 的形成机制、表型

特点及免疫功能变化，深入理解 LDN 对脓毒症进展

的警示意义，提高研究者对该中性粒细胞亚群的关

注度，为脓毒症免疫状态评估和有效干预提供依据。

1 资料与方法 

1.1  脓毒症患者 LDN 比例分析

1.1.1  研究对象：采用病例对照研究方法，选择

2022 年 6 月至 2024 年 1 月苏州市立医院 ICU 收治 

的45例年龄＞18岁的脓毒症患者作为研究对象。脓 

毒症的诊断符合Sepsis-3标准。排除妊娠期、存在血 

液系统疾病或造血功能障碍、入组前 1 周内使用过

粒细胞集落刺激因子等影响中性粒细胞数量或功能

药物的患者。同期招募 32 例年龄、性别匹配的健康 

志愿者作为对照组，健康志愿者来自本院体检中心，

无急慢性感染、炎症性疾病、血液系统疾病史。

1.1.2  伦理学：本研究符合医学伦理学标准，经过苏

州市立医院伦理委员会审查批准（审批号：K-2021- 

068-K01），所有操作获得受试者或家属知情同意。

1.1.3  外周血中性粒细胞分离与 LDN 比例分析：采

集研究对象外周静脉血（脓毒症患者于入组后 24 h

内采集，健康志愿者于体检当日采集）4 mL。采用不

连续Percoll 密度梯度离心法分离细胞。将全血加至 

由下至上分别为 81%、70%、55% 的 Percoll 梯度液

上，室温下 720×g 离心 30 min 后，收集 55%/70% 界 

面（富含PBMC、LDN）、70%/81%界面（富含HDN）细 

胞，磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）洗

涤后计数。计算 PBMC 层中性粒细胞比例（即 LDN

占 PBMC 层细胞的比例）及 LDN 占所有中性粒细胞

（即 LDN+HDN）比例。基于 CD10 是成熟中性粒细

胞的标志物，通过流式细胞仪检测 LDN 中 CD10- 的

比例，以判断未成熟中性粒细胞比例。

1.2  LPS 诱导 LDN 生成及其机制分析

1.2.1  磁珠阴性选择法提取健康志愿者中性粒细

胞：采集健康志愿者外周静脉血，按照 EasySepTM 人

中性粒细胞分离试剂盒说明书，采用磁珠阴性选择

法分离中性粒细胞［11］。全流程严格保持无菌操作，

磁珠分选过程中避免振动干扰。最终细胞悬液需经

锥虫蓝染色验证活性＞95%、流式细胞仪检测细胞

纯度＞90%，方认为符合研究要求。

1.2.2  LPS刺激及密度梯度离心法分离LDN、HDN： 

将分离的健康志愿者中性粒细胞用含 10% 胎牛血

清（fetal bovine serum，FBS）的RPMI 1640培养基重悬 

并调整浓度为1×106/mL。将细胞分为对照组和LPS 

刺激组。对照组加入等体积培养基；LPS 刺激组加

入终浓度为 1 000 μg/L 的 LPS，置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养4 h。培养结束后，收集细胞，PBS洗涤 

1 次，再次进行不连续 Percoll 密度梯度离心（81%、 

70%、55%），操作步骤同1.1.3。从70%/81%界面回收 

HDN，从 55%/70% 界面回收 LDN，分别分为对照组

和 LPS 刺激组，观察细胞形态学变化。另设 LPS 浓

度分别为 10、100、1 000 μg/L 的刺激组及对照组（加

入等体积培养基），按照上述方法分离并计算LDN比 

例，同时检测细胞上清液中的中性粒细胞胞外诱捕

网（neutrophil extracellular trap，NET）水平，观察 LPS

的剂量效应。

1.2.2.1  透射电镜下观察中性粒细胞形态：收集细

胞，PBS 洗涤后，加入预冷的 2.5% 戊二醛固定，4 ℃

过夜；PBS 漂洗后，用 1% 锇酸固定 2 h；经梯度乙醇 

脱水、环氧树脂包埋后，制备超薄切片。切片经醋酸 

铀酰和柠檬酸铅染色后，于透射电镜下观察中性粒

细胞超微结构并拍照。

1.2.2.2  酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immuno-

adsordent assay，ELISA）检测 NET 水平：收集细胞培 

养上清液，1 000×g 离心 20 min，除去杂质及细胞碎 

片，取上清液用于检测。按照试剂盒说明书，经包被、
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加样、加酶标抗体、显色等步骤后，使用酶标仪测定

各孔的吸光度值（A 值），代表 NET 水平。

1.2.3  扫描电镜下观察 NET 形态：将分离的健康志

愿者中性粒细胞分为对照组（等体积培养基）、LPS 

组（1 000 μg/L）和佛波醇 12-十四酸酯 13-乙酸酯 

（phorbol 12-myristate 13-acetate，PMA）组（100 nmol/L）。 

各组于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 4 h 后，将样品 

在 2.5% 戊二醛中固定过夜；PBS 洗涤后，1% 四氧化 

二铯中孵育；分级系列乙醇脱水后进行临界点干燥，

并涂2 nm铂，最后涂5 nm碳层，在SU8100扫描电镜 

下观察 NET 的形态并拍照。

1.2.4  NET释放抑制剂GSK484干预实验：另取分离

的健康志愿者中性粒细胞，分为 LPS 组和 GSK484+ 

LPS组。LPS组加入LPS 1 000 μg/L培养4 h；GSK484+ 

LPS组先加入50 nmol/L GSK484预处理30 min，然后

加入 LPS 1 000 μg/L 继续培养 4 h。收集细胞，采用 

流式细胞仪检测 LDN 生成情况；同时收集细胞培养 

上清液，采用 ELISA 检测 NET 水平。

1.3  中性粒细胞表型及功能分析：分离健康志愿者

中性粒细胞，采用密度梯度离心法收集 LDN、HDN，

并分别分为对照组和LPS刺激组，处理方法同1.2.1。

检测中性粒细胞表型及趋化功能。

1.3.1  流式细胞仪检测中性粒细胞表型：细胞重悬

在含有 1% FBS 的预冷 PBS 中，浓度为 2×106/mL。

使用抗体包括成熟粒细胞标志物（CD10、CD66b、

CD15、CD16）、趋化因子受体（CXCR2、CXCR4）及细 

胞活化标志物〔CD11b、L-选择素（CD62L）〕。4 ℃下 

避光孵育 20 min 后，PBS 洗涤细胞 2 次，使用 FACS 

Canto Ⅱ细胞仪检测，并使用 FlowJo 软件对数据进

行分析处理。

1.3.2  中性粒细胞趋化功能检测：构建基于琼脂糖

基质的细胞趋化系统［12］。将制备好的样本置于37 ℃ 

恒温、5% CO2 细胞培养箱中持续孵育 2 h，以 N-甲

酰甲硫氨酰-亮氨酰-苯丙氨酸（N-formylmethionyl-

leucyl-phenylalanine，fMLP）作为趋化物。倒置荧光

显微镜下观察并记录细胞迁移。为提升分析精度，使 

用计算机辅助分析系统，将趋化区域划分为 3 个检

测区〔Ⅰ区：趋化距离（chemotactic distance，CD）＜
800 μm；Ⅱ区：800 μm≤CD≤2 000 μm；Ⅲ区：CD＞
2 000 μm〕。通过建立多维评价体系，从空间分布、细 

胞数量、运动效能3个维度进行定量分析，具体指标 

包括 CD、趋化细胞比例（chemotactic cell ratio，CCR）

和趋化指数（chemotactic index，CI）。

1.4  统计学方法：应用GraphPad Prism 8.0软件对数

据进行统计分析。每项实验至少独立重复 3 次。计

量资料均符合正态分布，以均数 ± 标准差（x±s）表

示，两组间比较采用独立样本 t 检验；多组间比较采

用单因素方差分析，进一步两两比较，若方差齐，以 

LSD 为统计依据；若方差不齐，以 Dunnett T3 为统计 

依据。检验水准α值取双侧 0.05。

2 结 果 

2.1  脓毒症患者 LDN 比例分析结果（表 1）：脓毒症

组患者外周血中性粒细胞在 PBMC 层的比例高于健

康对照组，且 LDN 占所有中性粒细胞的比例亦增加 

（均P＜0.05）。通过标记CD10表达发现，大多数HDN 

为 CD10+；脓毒症组患者 LDN 中 CD10- 比例较健康

对照组增加（P＜0.05）。说明 LDN 可能是由成熟与 

未成熟中性粒细胞亚群混合组成。

表 1　两组受试者外周血 LDN 比例比较（x±s）

组别 例数
（例）

PBMC 层中性
粒细胞比例

LDN 占所有中性
粒细胞比例

CD10- LDN
比例

健康对照组 32 0.040±0.013 0.014±0.004 0.005±0.002
脓毒症组 45   0.362±0.125 a   0.439±0.162 a 0.222±0.093 a

注：LDN 为低密度中性粒细胞，PBMC 为外周血单个核细胞，

CD10 为成熟中性粒细胞标志物；与健康对照组比较，aP＜0.05

2.2  LPS 诱导 LDN 生成及其机制分析结果

2.2.1  LPS 诱导 LDN 生成及形态重塑：LPS 剂量效

应分析结果显示，随着LPS浓度增加，LDN比例逐渐

增加（图 1）。透射电镜下显示（图 2），HDN 对照组和 

LDN对照组细胞膜表面均相对光滑；而LPS刺激后，

无论是 HDN 还是 LDN，细胞表面凸起均明显增加，

胞内空泡数量均增多，以 LPS 刺激 LDN 组空泡数量

增多更加明显，核分叶数量亦呈现增多趋势。

注：LDN 为低密度中性粒细胞，LPS 为脂多糖； 
与对照组比较，aP＜0.05

图 1　各组健康志愿者外周血中性粒细胞中 LDN 比例比较
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2.2.2  脓毒症状态下LDN形成与NET释放相关：LPS 

刺激后，细胞培养上清液中 NET 水平呈浓度依赖性

升高（均P＜0.05；图3）。扫描电镜下观察显示（图4）， 

对照组中性粒细胞几乎不产生 NET；PMA 刺激可以

促进NET形成，LPS同样可以诱导NET形成，但数量 

少于 PMA 刺激。为进一步明确 LDN 形成与 NET 释 

放的关系，使用 NET 释放抑制剂 GSK484 干预后发

现，LPS 刺激可以增加 LDN 生成及细胞培养上清液 

中NET水平；但在GSK484刺激后，LDN数量和上清 

液中 NET 水平均下降（表 2）。

2.3  中性粒细胞表型及功能分析

2.3.1  LPS诱导LDN呈现独特的活化表型（图5～7）： 

在粒细胞成熟标志物方面，与相应对照组比较，LPS

刺激后，HDN 和 LDN 表面 CD66b 表达均呈升高趋

势，CD16 表达均呈下降趋势，以 LDN 表面标志物表

达变化更加显著（均 P＜0.05）；而 LPS 刺激对 CD15

表达无明显影响。说明从健康个体中分离的 HDN

和 LDN 表面 CD66b、CD15、CD16 表达基本一致，但

供者之间存在差异。

图 2　透射电镜下观察各组健康志愿者外周血中性粒细胞形态学改
变　高密度中性粒细胞（HDN）对照组和低密度中性粒细胞（LDN）
对照组细胞表面光滑，核分叶正常；脂多糖（LPS）刺激后，HDN 和
LDN 表面均出现凸起，胞内空泡数量增多，以 LPS 刺激 LDN 组尤为
显著　醋酸铀酰-柠檬酸铅染色　×10 000

图 4　扫描电镜下观察各组健康志愿者外周血中性粒细胞胞外诱捕
网（NET）形成情况　对照组（A）中性粒细胞表面光滑，无NET形成；
脂多糖（LPS）组（B）可见少量 NET 形成；佛波醇 12-十四酸酯 13-乙 
酸酯（PMA）组（C）可见大量典型的网状 NET 结构，且数量多于 LPS
组　喷金镀膜　×3 000

注：NET 为中性粒细胞胞外诱捕网，LPS 为脂多糖； 
与对照组比较，aP＜0.05

图 3　各组健康志愿者外周血中性粒细胞 NET 释放比较

表 2　两组健康志愿者外周血 LDN 数量及中性粒细胞 
上清液中 NET 水平比较（x±s）

组别 样本数 LDN 数量（×105） NET（A 值）

LPS 组 6 7.07±1.14 1.36±0.27
GSK484+LPS 组 6   3.75±0.52 a   0.96±0.14 a

注：LDN 为低密度中性粒细胞，NET 为中性粒细胞胞外诱捕网，

LPS为脂多糖，GSK484为NET释放抑制剂；与LPS组比较，aP＜0.05

注：HDN 为高密度中性粒细胞，LDN 为低密度中性粒细胞，LPS 为脂多糖，MFI 为平均荧光强度；与 HDN 对照组比较，aP＜0.05； 
与 LDN 对照组比较，bP＜0.05；与 LPS 刺激 HDN 组比较，cP＜0.05

图 5　各组健康志愿者外周血不同类型中性粒细胞表面成熟粒细胞标志物 CD66b、CD15、CD16 表达比较
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  在趋化因子受体方面，与对照组相比，LPS 刺激

后，HDN和LDN表面CXCR2表达均呈下降趋势，以 

LDN表面CXCR2表达下降更加明显；而LPS刺激后 

CXCR4 表达仅在 LDN 表面增加，且高于 HDN。

  在细胞活化标志物方面，与对照组相比，LPS 刺 

激后，HDN、LDN表面CD11b表达呈升高趋势，CD62L 

表达呈下降趋势，以 LDN 表面标志物表达变化更加

显著（均 P＜0.05）。

2.3.2  脓毒症状态下 LDN 趋化功能异常（图 8～9）：

HDN 对照组与 LDN 对照组细胞趋化功能无明显差

异；但 LPS 刺激后，HDN 和 LDN 的 CD、CCR、CI 均

下降，以LDN下降更加明显（均 P＜0.05）。表明体外 

脓毒症状态下产生的 LDN 存在趋化能力明显下降。

注：HDN 为高密度中性粒细胞，LDN 为低密度中性粒细胞， 
LPS 为脂多糖，PE 为藻红蛋白；荧光强度反映表达量

图 6　各组健康志愿者外周血不同类型中性粒细胞表面 
趋化因子受体 CXCR2、CXCR4 表达比较

图 8　各组健康志愿者外周血不同类型中性粒细胞趋化改变　高
密度中性粒细胞（HDN）对照组与低密度中性粒细胞（LDN）对照
组细胞趋化能力无明显差异；脂多糖（LPS）刺激后，HDN 和 LDN
趋化能力均下降，其中 LDN 较 HDN 下降更加明显　CD 为趋化
距离（Ⅰ区：CD＜800 μm；Ⅱ区：800 μm≤CD≤2 000 μm；Ⅲ区：
CD＞2 000 μm），CCR 为趋化细胞比例，CI 为趋化指数

注：HDN 为高密度中性粒细胞，LDN 为低密度中性粒细胞，LPS 为脂多糖，MFI 为平均荧光强度；与 HDN 对照组比较，aP＜0.05； 
与 LDN 对照组比较，bP＜0.05；与 LPS 刺激 HDN 组比较，cP＜0.05

图 7　各组健康志愿者外周血不同类型中性粒细胞表面细胞活化标志物 CD11b、CD62L 表达比较

注：LDN 为低密度中性粒细胞，HDN 为高密度中性粒细胞，LPS 为脂多糖，CD 为趋化距离，CCR 为趋化细胞比例，CI 为趋化指数； 
与 HDN 对照组比较，aP＜0.05；与 LPS 刺激 HDN 组比较，bP＜0.05

图 9　各组健康志愿者外周血不同类型中性粒细胞趋化功能指标比较
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3 讨 论 

  LDN 已经在多种炎症性疾病中被描述，且显示

出疾病特异性表型，但在脓毒症中情况的相关研究

甚少。本研究表明，脓毒症患者外周血中存在大量的 

LDN，细胞形态学和表型分析发现 LDN 是未成熟与

成熟中性粒细胞的混合体。众所周知，在严重感染状 

态下，骨髓释放大量功能异常的不成熟中性粒细胞，

对混合细胞群进行功能检测并不能准确反映脓毒症

状态下生成LDN的免疫特性。为了评估是否可以从 

HDN 直接诱导为 LDN，本研究通过 LPS 刺激正常中

性粒细胞模拟脓毒症环境，然后采用 Percoll 梯度离

心分离发现，HDN 分离到 LDN 层，提示脓毒症时中

性粒细胞受到炎症刺激可能是 LDN 比例增加的重

要驱动力。

  关于 LDN 来源，目前研究表明，在炎症状态下， 

体液激活因子作用于中性粒细胞，循环中产生LDN； 

在肿瘤状态下，同样存在 HDN 向 LDN 转化的可塑 

性 ［13］。Sagiv等 ［14］ 研究发现，荷瘤小鼠体内，在转化 

生长因子-β（transforming growth gactor-β，TGF-β）的 

作用下，LDN由成熟HDN转化而来。NET的形成是

中性粒细胞介导组织损伤的重要机制。NET 通过释

放染色质骨架和颗粒蛋白组成的网状结构捕获病原

体，但其过度释放可导致内皮损伤、微血栓形成和 

炎症级联放大［15-16］。既往研究表明，NET 形成在脓 

毒症中发挥重要作用［17］。本研究表明，LPS 刺激中

性粒细胞后可促进LDN生成及NET释放；NET释放

抑制剂 GSK484 在体外可抑制 LDN 生成，说明 NET 

的形成不仅是 LDN 的效应结果，也可能是其生成的

必要条件。

  目前关于脓毒症时 LDN 功能及表型的研究甚

少。本研究显示，HDN 对照组中性粒细胞膜完整，

细胞核形态表现为正常成熟、分叶的表型，而LPS刺

激后细胞膜出现褶皱和凸起，与前期一项研究结果

相似［18］。LDN 胞内空泡数量增多，核分叶增加，染 

色质疏松表现，这可能是 LDN 亚群获得低密度特性

的重要原因。除物理性质、浮力和核形态外，细胞表

面标志物的表达和细胞功能对于评价 LDN 群体也

至关重要。用于鉴别 LDN 的标志物在各项研究、疾

病组之间存在差异，甚至经常出现相互矛盾的现象， 

目前暂无单一的特异性标志物可区分LDN与HDN， 

同时很少有研究使用健康志愿者 LDN 作为对照组。 

Blanco-Camarillo 等［19］为了确认 LDN 在健康人血液 

中的存在并探索其部分细胞功能，通过密度梯度离 

心法分离中性粒细胞和单个核细胞，在单个核细胞

层中 LDN 被发现具有正常成熟中性粒细胞形态，并

显示出CD10+、CD11b+、CD14low、CD15high、CD16bhigh、

CD62L+、CD66b+ 和 CXCR4+ 表型，这些数据证实了

健康个体血液中存在少量成熟 LDN。人类免疫缺陷

病毒（human immunodeficiency virus，HIV）感染患者 

LDN表达CD15、CD33、CD66b水平升高，表达CD62L、 

CD80、CD114、CXCR4 水平则降低［20-21］。系统性

红斑狼疮相关研究表明，LDN 表面 CD63、Arg-1、

CD195、CD274 表达增加［22］。本研究中通过标记从

健康供体中性粒细胞 LPS 刺激前后分离的 LDN 和

HDN，试图确定 LDN 的关键标志物，从而应用于识

别这些中性粒细胞，如后续检测临床样本时无需密

度梯度离心。首先，本研究根据前期发表的研究结 

果［18］ 测量了粒细胞成熟标志物的表达，发现与HDN 

相比，LPS 刺激后 LDN 表面 CD66b 表达增加，CD16

表达下降，CD15无明显变化。在趋化因子受体方面， 

正常外周循环中性粒细胞的特点是高表达 CXCR2

和低表达 CXCR4，这有利于其浸润到炎症部位。本

研究显示，与 LPS 刺激 HDN 组相比，LPS 刺激 LDN

组 CXCR2 表达下降，CXCR4 表达则升高，这可能与

LDN 亚群趋化功能下降相关，同时表明 LDN 可能处

于细胞老化阶段。在细胞活化相关表型方面，本研

究中发现 LPS 刺激 LDN 组 CD11b 表达升高，CD62L 

表达下降。CD62L 又称白细胞内皮细胞黏附分子，

PMA、细胞因子或趋化剂刺激中性粒细胞后，由于

蛋白酶的酶解作用使 CD62L 迅速消失，而使血浆中

有很高水平的可溶型 CD62L，CD62low 是 PMN 衰老

或免疫抑制相关表型［23］。

  关于 LDN 功能，目前已在多种疾病模型中被研 

究。既往有研究者发现，HDN 在乙醇诱导 NET 释放 

后变成 LDN［14］。转录组学分析显示，HDN 与 LDN 

具有相反的表型，与酒精性肝炎 HDN 相比，参与中

性粒细胞免疫应答的大多数基因在酒精性肝炎LDN 

中显著减少；与活化的 HDN 相比，LDN 显示出功能

缺陷的表型［24］。研究显示，HDN 可提供抗肿瘤保护

作用，LDN 则具有免疫抑制作用从而对肿瘤失去控 

制，因此 HDN 和 LDN 的比例决定了中性粒细胞在

肿瘤抑制及发展中的贡献［14］。同时，另一项肿瘤相

关研究揭露了LDN的免疫抑制机制，即LDN表现出

较低的凋亡、趋化性和细胞因子分泌［9］。有文献报

道，胃癌术后腹腔内 CD66b+ LDN 数量明显升高，这 

些 LDN 容易形成 NET，并选择性附着在癌细胞上，
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这些 NET 可以协助腹部游离肿瘤细胞的聚集和生

长［25］。本研究表明，脓毒症时LDN存在免疫学功能 

缺陷，表现为趋化功能明显下降。中性粒细胞从外周 

血被招募后到达组织内的病原感染部位需经过迁移

和趋化两个步骤。脓毒症时，在多种细菌毒素及细

胞因子的刺激下，中性粒细胞趋化方向性受损，导致

到达病原感染部位的中性粒细胞数量减少，重要器

官中性粒细胞浸润增加，这是脓毒症患者免疫功能

紊乱的重要原因之一。这意味着脓毒症时LDN向感 

染病灶迁移及杀菌能力下降，并可能在外周循环中

停留更长时间。

  综上所述，本研究揭示脓毒症时 LDN 数量明显

增加，LPS 通过 NET 形成依赖性途径驱动 LDN 的生 

成，该细胞亚群表现为表面凸起及胞内空泡数量增

多、细胞表型改变、趋化受体失调及趋化能力下降，

突破了以往 LDN 单一密度分类的局限。因此，LDN

在脓毒症患者免疫失衡中可能发挥重要作用，或许

可以作为脓毒症时机体免疫状态的有效评价指标及

免疫治疗靶点。
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