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安宫牛黄丸对小儿严重脓毒症体外
膜肺氧合脑损伤的脑保护作用

摘要  目的   探讨安宫牛黄丸对小儿肺炎合并严重脓毒症体外膜肺氧合（ECMO）支持下的生化指标、

危重程度、免疫指标及脑部并发症的作用。方法 选择 2017 年 2 月 1 日—2020 年 4 月 30 日河南省人民医

院儿童重症监护病房（PICU）收住 20 例肺炎合并严重脓毒症需 ECMO 支持并脑部并发症患儿，通过信封

编码法随机分为Ⅱ组和Ⅲ组，每组 10 例。同时收住 10 例小儿肺炎合并一般脓毒症为Ⅰ组，Ⅰ组给予常规

治疗。Ⅱ、Ⅲ组均给予重症常规干预，Ⅲ组患儿入组初始即同时给予鼻饲安宫牛黄丸 10 天。观察外周血生

化指标及危重程度，流式细胞法分析外周血中性粒细胞和巨噬细胞各种亚群、CD4+、CD8+T 细胞的变化；

ELISA、RT-PCR 和 ELISPOT 检测外周血免疫因子和适应性免疫应答的变化。结果 与Ⅰ组比较，Ⅱ组 
和Ⅲ组 C 反应蛋白（CRP）、降钙素原（PCT）、碱剩余（BE）绝对值、乳酸（Lac）、平均住院天数均升

高（P<0.01），氧分压 / 氧浓度（PF 值）降低（P<0.01），危重评分降低（P<0.01）；外周血 CD63+ 单核细

胞比例、CD4+、CD8+T 细胞数目、CD8+ 细胞毒性 T 细胞（CTL）功能、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）和

趋化因子 CXCL9 蛋白和 mRNA、Toll 样受体 9（TLR9）、趋化因子 CXCL10、IL-27 mRNA、内皮保护因

子可溶性 TEK 酪氨酸激酶 2（sTIE2）蛋白降低（P<0.01，P<0.05），弹性蛋白酶（elastase）+、趋化因子

受体 CCR2highCX3CR1low/ CCR2lowCX3CR1high 比例、IL-10 和血管内皮生长因子（VEGF）蛋白、高迁移率

族蛋白 B1（HMGB1）和 IL-17 蛋白及 mRNA、晚期糖基化终末产物受体（RAGE）和 YTH 结构域蛋白家

族分子 1（YTHDF1）mRNA、毛细血管渗漏指标促血管生成素 2/1（Ang2/ Ang1）蛋白及脑损伤分子神经

元烯醇化酶（NSE）蛋白表达均升高（P<0.01，P<0.05）。与Ⅱ组比较，Ⅲ组危重评分略有好转，BE 绝对

值、Lac、平均住院天数均降低（P<0.01），PF 值升高（P<0.01）；外周血 CD63+ 单核细胞比例，脂多糖

刺激后的 CD8+CTL 适应性免疫应答，CXCL9 蛋白和 mRNA 及 sTIE2 蛋白表达升高（P<0.01，P<0.05），

elastase+ 和 CCR2highCX3CR1low/ CCR2lowCX3CR1high 比例，HMGB1、IL-17 蛋白和 mRNA、NSE 蛋白及

RAGE、YTHDF1 基因表达有一定程度下降（P<0.01，P<0.05）。 结论 安宫牛黄丸干预肺炎合并严重脓毒

症 ECMO 脑部并发症的免疫机制与下调 CD11b+ 细胞的 HMGB1/RAGE/ YTHDF1 通路、调节 CD11b+ 细胞

功能和极性，改善 Th1/ Th17 比例，减少内皮细胞损伤，抑制炎症细胞进入脑内的调节作用有关。
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Cerebral Protective Effect of Angong Niuhuang Pill on the Brain Injury of Children Severe Sepsis with 
Extracorporeal Membrane Oxygenation XING Yan，CHENG Dong-liang， and SHI Chang-song PICU of  
Henan Provincial People's Hospital， People's Hospital of Zhengzhou University， Zhengzhou（450003） 

ABSTRACT Objective To explore the effect of Angong Niuhuang Pill（AGNHP） on biochemical inators， 
criticality， immune mechanisms and brain complications in extracorporeal membrane oxygenation（ECMO） 
children with pneumonia and severe sepsis. Methods Totally 20 ECMO children patients with pneumonia 
and severe sepsis accompanied by brain complications admitted into Pediatric Intensive Care Unit of People's 
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肺炎合并严重脓毒症是儿童危重症最常见的疾

病之一，其发病率为 22/10 万，病死率 9%~22%[1]，

其中需要体外膜肺氧合（extracorporeal membrane 
oxygenation，ECMO）支持的占 1/25~1/100[2]。临

床发现 ECMO 支持可引起中枢神经系统相关获得性

免疫反应，进而加重 ECMO 相关脑损伤 [3]，其中的

固有及适应性免疫机制目前仍不清楚。本文通过安

宫牛黄丸干预小儿肺炎合并严重脓毒症 ECMO 支持

的临床及合并脑部并发症情况分析，及对其外周血

免疫细胞和分子的变化研究，探讨安宫牛黄丸对小

儿肺炎合并严重脓毒症 ECMO 支持并脑部并发症的

干预作用。

资料与方法

1 诊断标准 肺炎诊断参考 2007 美国感染病

学会 / 胸科学会（IDSA/ATS）肺炎诊断标准 [4]，呼吸

加快、咳嗽等临床表现合并肺部啰音，排除心脏因素、

异物、哮喘、除细菌感染之外的其他感染、先天免疫

缺陷、肺发育不良和含铁血黄素沉着症等诊断为肺

炎。一般脓毒症为感染伴炎症反应的症状和体征，并

且伴有发热或低体温（直肠温度 >38.5 ℃或 <35 ℃）、 
心动过速（在低体温时可以缺乏）、白细胞升高或降

低及感染炎症指标升高 4 项中的 2 项 [5]。严重脓毒症

是感染伴炎症反应的症状和体征，并且伴有发热或低

Hospital of Henan Province from February 1， 2017 to April 30， 2020 were randomly assigned to group Ⅱ 
and group Ⅲ by envelope coding method， with 10 cases in each group. Ten children patients with pneumonia 
and general sepsis were also enrolled as the groupⅠ. Group Ⅰ was given conventional treatment. Group Ⅱ 
and group Ⅲ were given conventional intensive care intervention. AGNHP was given nasal feeding for 10 
days at the beginning of pediatric patients enrollment in group Ⅲ.  The research work included biochemical 
parameters of peripheral blood and criticality， the subgroups of macrophages and neutrophils， CD4+ and CD8+ 
T-lymphocytes in peripheral blood analyzed by flow cytometry， changes of peripheral blood immune factors and 
adaptive immune responses by ELISA， RT-PCR and ELISPOT. Results  Compared with group Ⅰ， C-reactive 
protein （CRP）， procalcitonin （PCT）， the absolute value of base excess（BE）， lactic acid （LAC） and average 
length of hospital stay increased （P<0.01）in groups Ⅱ and Ⅲ， the value of oxygen partial pressure / oxygen 
concentration （PF） decreased （P<0.01）， and the critical score decreased （P<0.01）， while the ratio of 
peripheral blood CD63+ monocytes， the number of CD4+ and CD8+ T-lymphocytes， the function of CD8+ cytotoxic 
T-lymphocytes （CTL）stimulated by LPS， the protein and mRNA express level of tumor necrosis factor-α

（TNF-α） and chemokin CXCL9， toll-like receptor 9（TLR9）， chemokin CXCL10， interleukin-27（ IL-27） 
mRNA， endothelial protective factor soluble TEK tyrosine kinase 2（sTIE2） protein in group Ⅱ and group Ⅲ  
decreased （P<0.01， P<0.05）， while the ratio of elastase+ and chemokin receptor CCR2highCX3 CR1low/ 
CCR2lowCX3CR1high （P<0.01）， the levels of IL-10 and vascular endothelial growth factor（VEGF） protein， 
High mobility group protein B1（HMGB1） and IL-17 protein and mRNA， receptor for advanced glycation end 
products（RAGE） and YTH domain family protein 1（YTHDF1） mRNA， capillary leaking indexes Angiopoietin 
2/1 （Ang 2/1） and brain injury factor Neuron enolase（NSE） protein increased （P<0.01， P<0.05）. Compared 
with group Ⅱ， the critical score in group Ⅲ improved slightly， the absolute value of BE， LAC and average 
length of hospital stay decreased（P<0.01）， and the value of PF increased （P<0.01），while  the ratio of 
CD63+ monocytes， the adaptive immune response of CD8+ CTL stimulated by LPS， and the expression levels 
of CXCL9 protein and mRNA and sTIE2 protein in group Ⅲ increased（P<0.01， P<0.05）， and the ratio of 
elastase+ and CCR2highCX3CR1low/ CCR2lowCX3CR1high ， HMGB1， IL-17 protein and mRNA， NSE protein， RAGE 
and YTHDF1 gene decreased to some extent（P<0.01， P<0.05）. Conclusion The interference immune 
mechanism of AGNHP on brain complication in pneumonia accompanied by severe sepsis with ECMO support 
was related to the down-regulation of HMGB1/RAGE/ YTHDF1， the regulation of the function and the polarity of 
CD11b+ cells， betterring Th1/Th17 ratio， decreasing endothelial cell injury and inhibiting inflamatory cells entering 
brain. 

KEYWORDS Angong Niuhuang Pill；pediatric pneumonia；severe sepsis；extracorporeal membrane 
oxygenatio；brain complications；CD11b+ monocytes；immunological response；endothelial injury；Chinese patent 
medicine
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体温（直肠温度 >38.5 ℃或 <35 ℃）、心动过速（在

低体温时可以缺乏）、意识改变和需要依赖血管活性

药物的现象，并且合并氧分压 / 氧浓度 <200 mmHg、
乳酸（lactic acid，Lac）>2 mmol/L、尿量给予充分

液体复苏后仍 <0.5 mL/（kg · h）、血肌酐 >2.0 mg/dL 
（176.8 μmol/L）、胆红素>2.0 mg/dL（34.2 μmol/L）、
血小板（platelet，PLT）<100×109/L、国际标准化

比值（international normalized ratio，INR）>1.5 其

中之一者为严重脓毒症 [5]。ECMO 支持的指征 [2]：

严重呼吸衰竭，动脉血氧分压（partial pressure of 
arterial oxygen，PaO2）/ 吸入气中的氧浓度分数

（fraction of inspiration O2，FiO2）（PF 值 ）<60~80
或氧合指数（oxygen index，OI）>40；常规机械通

气和其他呼吸支持治疗无反应（高频、一氧化氮吸入、

俯卧位通气）；高机械通气压力（如常规通气平均气

道压 >20~25、高频通气 >30）或已出现气压伤；持

续高碳酸血症呼吸衰竭（如：pH<7.1）。
2 纳入及排除标准 纳入标准：（1）肺炎合并

一般脓毒症者（Ⅰ组）；（2）肺炎合并严重脓毒症

ECMO 支持并脑损伤者；（3）年龄 2~24 个月；（4）患

儿家长均签署知情同意书；（5）肺炎合并严重脓毒症

应用 ECMO 支持的患儿进一步根据入院后是否出现脑

部并发症包括各种弥漫脑功能障碍（注意力改变、记

忆力改变、定向力改变、书写不能、肌张力增高、谵

妄、昏迷、缺血性卒中、脑缺血、脑脓肿和癫痫等）[6]， 
纳入为并脑部并发症组。排除标准：排除入院时合并

血管环、明确严重的心肌炎和心律失常、急腹症、惊

厥持续状态、中枢神经系统感染、弥散性血管内凝血、

大疱表皮松解症、先天代谢病、血液病、肾炎肾病、

风湿结缔组织病、肺部肿瘤、肺结核、艾滋病、肿瘤

放化疗、精神疾病、外伤、药物中毒、毒物中毒。

3 脱落标准 入院后 24 h 内死亡的患儿；肺炎

严重脓毒症 ECMO 支持无脑部并发症者；肺炎严重

脓毒症 ECMO 支持伴脑部并发症但喂养不耐受不能

进行安宫牛黄丸口服者。

4 样本估算量及随机方法 本疾病属罕见病，

发病概率本身非常低，样本量 =1.962×[1/100 万 × 
（1~1/100 万）]/0.032[7]，试验每组 10 例超过该值

（0.004）。试验采用信封编码法：有接诊人员将符合

肺炎严重脓毒症 ECMO 支持脑病纳入标准的患儿一

个接一个分别随机分到信封 1、2 中，参与治疗人员

不知道信封中的具体临床信息，在给予所有符合纳入

标准患儿相同常规治疗的同时，随机抽取信封 2 中

的患儿给予安宫牛黄丸治疗，并留取标本进行免疫 

学实验。

5 一般资料 收集 2017 年 2 月 1 日—2020 年

4 月 30 日河南省人民医院儿童重症监护病房肺炎合

并严重脓毒症者 57 例，有 31 例未经 ECMO 支持即

好转，收住的肺炎合并严重脓毒症需 ECMO 支持患

儿 26 例，其中符合脑部并发症患儿 22 例，通过信

封编码法将 22 例患儿随机分为两组，仅给予重症常

规干预的为Ⅱ组（10 例），患儿入组后即给予安宫牛

黄丸和重症常规干预的为Ⅲ组（12 例），其中有 2 例 
因喂养不耐受不能进行安宫牛黄丸口服的而退出

Ⅲ组，最终纳入Ⅱ组和Ⅲ组为每组 10 例。同时收

住的肺炎合并一般脓毒症患儿 10 例为Ⅰ组，其中

男性 6 例，女性 4 例，年龄 2.5~23.5 个月，平均

（12.58±7.47）个月。Ⅱ组 10 例，其中男性 6 例，

女性 4 例，年龄 2.3~24 个月，平均（12.74±8.32）
个月； Ⅲ组 10 例，其中男性 5 例，女性 5 例，年龄

2.0~23 个月，平均（12.15±7.84）个月，各组性别

和年龄比较，差异无统计学意义（P>0.05）。本研究

通过了河南省人民医院伦理委员会评审（No. 2019-
01-006）。

6 治疗方法 Ⅰ组治疗按临床肺炎诊疗常规抗

感染及对症支持均质化治疗 [2]，疗程 10~14 天。Ⅱ组 
给予 ECMO 支持（5~10 天），有创呼吸机支持氧

疗（7~14 天），维持血压、凝血功能，保护心肺胃肠

肝肾功能治疗，维持内环境稳定，适当抗感染 [2] 等

治疗（疗程 28 天）而无安宫牛黄丸治疗。Ⅲ组在上

述Ⅱ组治疗基础上，患儿入组后即给予安宫牛黄丸 
（3 g/ 丸，批号：16017024、17017006，北京同仁堂

股份有限公司）干预，3 个月以下每日 1/4 丸鼻饲，

3 个月 ~ 3 岁每日 1/3 丸鼻饲，3 岁以上每日 1/2 丸

鼻饲，共 10 天。

7 观察指标及方法

7.1 临床生化指标的检测 患儿在第 10 天检测

C 反应蛋白（C reaction protein，CRP）、降钙素原

（procalcitonin，PCT）、Lac、碱剩余（base excess，
BE）、氧分压 / 氧浓度（PF 值）、平均住院天数及危

重评分（分值 >80，非危重；80~71，危重； 70，极

危重 [8]）的临床资料。 研究各组免疫细胞和分子指标

及毛细血管渗漏指标促血管生成素 1（angiopoitin 1， 
Ang1）、促血管生成素 2（angiopoitin 2，Ang2）和

内皮保护因子可溶性 TEK 酪氨酸激酶 2（endothelial 
protective factor soluble TEK tyrosine kinase 2，
sTIE2）与结局指标 [ 严重程度和 Lac、BE、PF 值、

平均住院日、脑部并发症临床及脑损伤指标脑损伤因
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子神经元烯醇化酶（neuron enolase，NSE）] 的变化。

7.2 流式细胞检测外周血 CD63+ 亚群、弹

性 蛋 白 酶（elastase）、CCR2highCX3CR1low 及

CCR2lowCX3CR1high 亚群、CD4+、CD8+T 细胞 患儿 
取外周抗凝血 2 mL 行流式分析。应用流式细胞仪检

测外周血的 CD3-/CD11b+/ly6g+/CD63+（中性粒细胞

CD63+ 亚 群 ）、CD3-/CD11b+/ly6g-/CD63+（ 巨 噬 细

胞 CD63+ 亚群）、CD11b+/ly6g+/-/CCR2highCX3CR1low

亚 群 及 CCR2lowCX3CR1high 亚 群 及 elastase 的 表

达，以判断巨噬细胞和中性粒细胞各种亚群情况。取

外周抗凝血 200 μL，加溶血素（BD 公司，批号：

349202）1 mL 溶血，1×PBS 洗涤后，取 20 μL 细

胞悬液，加 2 μL APC- 小鼠抗人 CD3（1： 10，cell 
signaling 公司，批号：19881），2 μL Pcy7- 小鼠抗

人 CD11b（1： 10，Abcam 公 司， 批 号：ab212505）
和 2 μL FITC- 兔抗人 ly6g（1： 10，Abcam 公司，批号：

ab261916）及 2 μL PE- 兔抗人 CD63 抗体（1： 10， 
cell signaling 公司，批号：52090），或加 2 μL Pcy7-
小鼠抗人 CD11b（1： 10）和 2 μL FITC- 兔抗人 ly6g 

（1： 10），2 μL APC- 小 鼠 抗 人 CCR2（1： 10，cell 
signaling 公 司， 批 号：12199） 及 2 μL PE- 兔 抗

人 CX3CR1 抗体（1： 10，cell signaling 公司，批号：

ab267834），室温 30 min，1×PBS 洗涤后，震荡上机。

同 样 上 述 20 μL 细 胞 悬 液， 固 定 透 膜 后，

加 8 μL FITC- 兔 抗 人 elastase 抗 体（1： 10， 
cell signaling 公司，批号：JF0986），室温 30 min，
1×PBS 洗涤震荡上机。不加一抗，用同型别藻青蛋

白（allophycocyanin，APC）、藻红蛋白花青染料 7
（phycoerythrin cyanine 7，Pcy7）、异硫氰基荧光素

（fluorescein iso thio cyanate，FITC）及藻红蛋白

（phycoerythrin，PE）标记的小鼠抗人和兔抗人阴性

对照抗体重复上述步骤，作为阴性对照。各组平均计

数 1 万个细胞，Kaluza1.3 软件分析统计各种细胞比

例，进行比较。人 CD4+、CD8+T 细胞通过 T 细胞亚

群检测试剂盒（北京科瑞美科技有限公司）进行流式

检测。

7.3 ELISA 分析免疫分子的蛋白变化 人肿瘤坏

死因子 -α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白

细胞介素 -10（interleukin-10，IL-10）、血管内皮生

长 因 子（vascular endothelial growth factor，VEGF）
及损伤相关分子高迁移率族蛋白 B1（high mobility 
group box 1，HMGB1）、 辅 助 T 细 胞 1（helper T 
cell-1，Th1）类趋化因子 CXC 基元配体 9[chemokine 

（C-X-C motif） ligand 9，CXCL9] 及 Ang1、Ang2、

sTIE2、NSE 检测通过 ELISA 检测试剂盒 [ 武汉

伊艾博科技股份有限公司，批号分别为：E0008h、
E0009h、E0126h、E0010h、E0056h、E0143h、
E0399h、E1928h；上海青旗生物技术有限公司，批号

为 BFNE82729] 检测。

7.4  RT-PCR 检测外周血白细胞的 HMGB1
及受体 [ 晚期糖基化终末产物受体（receptor for 
advanced glycation end products，RAGE）、Toll 样
受体 9（Toll-like receptor 9，TLR9）]、细胞因子及

信号分子 [TNF-α、IL-27、YTH 结构域家族分子 1 
（YTH domain family protein 1， YTHDF1）、IL-17]
和趋化因子（CXCL9、CXCL10）基因表达  收集

外周血白细胞放入 TRIzol 溶液中，-80 ℃保存。总

RNA 应用 TRIzol 结合人血液 RNA 提取（Qiagen 
RNeasy）试剂盒（Qiagen Biochemical Company，
批号：76544）提取获得。通过 PUBMED gene bank
和 primer bank 设计引物。总 cDNA 应用 cDNA 第一

链合成试剂盒（RevertAid RT Reverse Transcription 
Kit，Thermo Company，批号：K1691）获得。应用

SYBR FAST qPCR MasterMix 试剂盒（Sigma，批

号：KK4608）进行 PCR 反应，并用 Bio-Rad 荧光定

量 PCR 仪检测 Ct 值，2- △△ Ct 方法计算与管家基因

甘油醛 3 磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase，GAPDH）比较后的相对 Ct 值。

7.5 ELISPOT 检 测 CD8+CTL 分 泌 IFN-γ 功

能 通过酶联免疫斑点检测方法检测 CD8+CTL 分泌

IFN-γ 的功能，详细步骤见参考文献 [9]。通过计数

各组外周血单个核细胞脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS） 刺 激 后 的 IFN-γ 斑 点 形 成 细 胞， 以 检 测

CD8+CTL 适应性免疫应答情况。

8 统计学方法 采用 Graphpad Prism 5.0 软件

进行统计学分析。计量资料以 x–±s 表示，并对各组

行正态性检验和方差齐性检验，数据符合正态分布且

具方差齐性，则两组间比较采用 t 检验。P<0.05 为

差异有统计学意义。

结  果

1 受试者流程图（图 1） 筛选各种肺炎脓毒

症患儿共 67 例，其中收集肺炎合并一般脓毒症患儿 
（Ⅰ组）10 例，26 例需 ECMO 支持的肺炎严重脓毒

症者，其中合并脑部并发症患儿 22 例通过信封编码法

随机分成安宫牛黄丸不干预（Ⅱ组）和安宫牛黄丸干

预（Ⅲ组），其中有 2 例因喂养不耐受不能进行安宫牛

黄丸干预而退出Ⅲ组，最后纳入分析每组 10 例。
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与Ⅰ组比较，Ⅱ和Ⅲ组 CRP、PCT、BE 绝对值、

Lac、平均住院天数均升高（P<0.01），PF 值降低

（P<0.01），Ⅱ和Ⅲ组危重评分降低（P<0.01）；与 
Ⅱ组比较，Ⅲ组危重评分略有好转，但差异无统计学

意义（P>0.05）；BE 绝对值、Lac、平均住院天数均

降低（P<0.01），PF 值升高（P<0.01）。
3 各组流式细胞及常见细胞因子和内皮因子

比较（表 2、3） 与Ⅰ组比较，Ⅱ组和Ⅲ组 CD63+

巨噬细胞和中性粒细胞亚群比例降低（P<0.01），
CCR2highCX3CR1low/ CCR2lowCX3CR1high 比 例 和

elastase+ 升高（P<0.01）；与Ⅱ组比较，Ⅲ组 CD63+

巨噬细胞和中性粒细胞亚群比例升高，elastase、
CCR2highCX3CR1low/ CCR2lowCX3CR1high 比 例 降 低

（P<0.05， P<0.01）。
与Ⅰ组比较，Ⅱ组和Ⅲ组 CD4+ 和 TNF-α 降

低（P<0.01），IL-10 和 VEGF 升高（P<0.01），Ⅱ组

CD8+T 细胞数目降低（P<0.05）。与Ⅱ组比较，Ⅲ组

CD4+、CD8+T 细胞数目和 TNF-α、IL-10 及 VEGF
差异无统计学意义（P>0.05）。

4 各组外周血白细胞免疫因子比较（表 4） 与

Ⅰ组比较，Ⅱ组和Ⅲ组外周血白细胞 HMGB1、
RAGE、YTHDF1 和 IL-17 表 达 均 升 高（P<0.01，
P<0.05），TLR9、CXCL9、CXCL10、TNF-α、IL-27
减少（P<0.01）。与Ⅱ组比较，Ⅲ组 HMGB1、RAGE、

2 各组第 10 天临床指标比较（表 1） 多数患者

入院第 1 天（71%）显示其 PCT 浓度 >0.25 ng/mL， 
纳入研究所有患者均对抗生素治疗反应良好，接收

抗生素治疗后的第 5 天，患儿平均 PCT 浓度均下

降Ⅰ组为（1.92±0.58）ng/dL，Ⅱ组为（42.25± 
8.51）ng/dL，Ⅲ组为（34.5±5.25）ng/dL，第 10 天 
较第 5 天亦明显下降（P<0.01）。

表 1 各组临床指标比较 （x–±s）
组别 例数 危重评分（分） CRP（mg/L） PCT（ng/dL） PF 值 BE（mmol/L） Lac（mmol/L） 平均住院天数（天）

Ⅰ 10 86.78±4.71   5.38±2.37   0.55±0.23 350±80   -（2.3±1.1） 0.9±0.4 14±6

Ⅱ  10 59.95±11.24  52.73±20.27  28.31±13.48  160±75  -（10.50±3.2）  2.4±1.3  37±13  

Ⅲ 10 65.52±5.47  44.33±17.68  24.54±10.88  250±65  △   -（6.2±2.2） △ 1.6±0.8  △ 26±9 △

  注：与Ⅰ组比较， P<0.01；与Ⅱ组比较，△P<0.01

表 2 各组外周血巨噬细胞（Mφ）和中性粒细胞（Neu）亚群及弹性蛋白酶的流式表达谱分析 （%，x–±s）
组别 例数 CD3-/CD11b+/ly6g-/+/CD63+ CCR2highCX3CR1low/CCR2lowCX3CR1high elastase

Mφ Neu Mφ Neu

Ⅰ 10 31.76±10.36 97.99±22.27   1.20±0.22   2.94±0.53 2.55±0.22

Ⅱ 10   4.82±1.59  24.15±6.47  45.31±8.46  60.13±11.01  5.38±0.82  

Ⅲ 10 16.56±6.78  △ 45.84±11.73  △△ 20.27±5.68  △△ 23.82±6.42  △△ 3.78±0.87  △

  注：与Ⅰ组比较， P<0.01；与Ⅱ组比较，△P<0.05，△△P<0.01

表 3 各组外周血 CD4+CD8+T 细胞数目流式检测和细胞因子比较 （x–±s）
组别 例数 T 细胞（个 /μL） TNF-α（pg/mL） IL-10（pg/mL） VEGF（pg/mL）

CD4+ CD8+

Ⅰ 10 592.6±37.4 429.8±38.7 9.50±1.95   1.55±0.44   76.23±31.23

Ⅱ 10 371.2±28.7  369.3±48.3 1.79±0.68  15.15±5.87  398.21±167.20  

Ⅲ 10 421.7±79.2  399.3±59.6 2.23±0.87  16.67±5.47  562.05±156.43  

  注：与Ⅰ组比较， P<0.05，  P<0.01

图 1  受试者流程图

肺炎合并严重脓毒症（57 例）

31 例因无需 ECMO 支持排除

肺炎合并脓毒症（10 例）

入住本院 PICU 的肺炎

肺炎合并脓毒症（Ⅰ组，10 例）

常规治疗 10~14 天

需要 ECMO 支持者（26 例），ECMO 疗
程 5~10 天，呼吸机 7~14 天，其他抗感
染支持治疗 28 天内

4 例因无脑部并发症脱落

伴脑部并发症（22 例）

信封编码法随机分成 2 组

无安宫牛黄丸干预（Ⅱ组，10 例）

Ⅱ组纳入分析 10 例Ⅲ组纳入分析 10 例

安宫牛黄丸干预（Ⅲ组，12 例）

无脱落2 例因喂养不耐受脱落
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YTHDF1 和 IL-17 表 达 降 低（P<0.01，P<0.05），
CXCL9 表 达 升 高（P<0.01），TLR9、CXCL10、
TNF-α 和 IL-27 差异无统计学意义（P>0.05）。

5 各组血浆 HMGB1、IL-17、CXCL9、内皮相

关因子和 NSE 蛋白水平比较（表 5） 与Ⅰ组比较，

Ⅱ组和Ⅲ组外周血 HMGB1、IL-17、Ang2/Ang1 和

NSE 升高（P<0.01），CXCL9、sTIE2 降低（P<0.01）；
与Ⅱ组比较，Ⅲ组外周血 HMGB1、IL-17、NSE 蛋

白降低（P<0.01，P<0.05），CXCL9 和 sTIE2 蛋白

升高（P<0.01，P<0.05），Ang2/Ang1 差异无统计学

意义（P>0.05）。
6 各组 LPS 刺激后 CD8+CTL 适应性免疫应答

比较（表 6） 与Ⅰ组比较，Ⅱ、Ⅲ组 IFN-γ 斑点形

成细胞明显降低（P<0.05，P<0.01）；与Ⅱ组比较，

Ⅲ组 IFN-γ 斑点形成细胞升高（P<0.01）。

促进 IL-17 表达，导致严重脓毒症过度免疫和后期

的免疫麻痹 [10， 11]，而 IL-17 上升可能与炎性细胞迁

移入脑内导致脑内炎症反应有关 [3， 12]。本研究发现

Ⅱ组外周血白细胞 HMGB1 及其受体 RAGE 持续过

度表达，YTHDF1 基因上调，使得中性粒和巨噬细

胞进一步消耗，呈现一种持续性 TLR9、CXCL9、
CXCL10、TNF-α、IL-27 明显下降的免疫麻痹的状

态，而 IL-17 却上调使得正常 CD4+ 和 CD8+T 细胞减

少和 LPS 特异的 CD8+CTL 细胞毒性杀伤功能减弱，

并且继发变性和极化的单核细胞进入受损的内皮血脑

屏障造成脑损伤指标 NSE 上调，以上与上述文献报

道一致 [3， 12]，因此 IL-17 可能是严重脓毒症 ECMO
支持脑部并发症更多、BE 绝对值和 Lac 更严重和平

均住院天数更长的早期预警指标。安宫牛黄丸干预组

较Ⅱ组 ECMO 10 天的 BE 绝对值、Lac 及平均住院

日下降，PF 值上升，与其抑制上游 HMGB1 蛋白和

RAGE 及 YTHDF1 基因的过度表达，上调趋化 Th1
细胞的 CXCL9 趋化因子蛋白表达，抑制 Th17 相关

蛋白 IL-17 从而改善 Th1/Th17 比例；而抑制巨噬和

中性粒细胞进入脑内产生异常过度免疫有关。

在 此 基 础 上， 本 研 究 流 式 分 析 选 择

CD11b+CD63+ 标记有正常脱颗粒活化功能的单核

细胞 [13， 14]，用弹性蛋白酶标记变性中性粒细胞形成

的 NET 相关分子 [15]。CCR2highCX3CR1low 单核细胞

与炎症进入脑组织造成脓毒症脑病有关 [12]。研究发

现，与Ⅰ组比较，Ⅱ组外周血的 CD63+ 型单核细胞

脱颗粒功能下调，而 elastase、CCR2highCX3CR1low/ 
CCR2lowCX3CR1high 比例上升。提示 HMGB1 在脓毒

症后期持续上升，可驱动 CD11b+Gr-1+ 骨髓来源抑制

细 胞（myeloid-derived suppressor cells，MDSCs）
过度消耗后出现骨髓无法代偿 [15， 16]，造成本实验中

的外周血 CD63+ 单核细胞正常脱颗粒功能减低，而

表 4 各组外周血白细胞免疫因子比较 （相对 CT 值，x–±s）
组别 例数 HMGB1 RAGE TLR9 CXCL9 CXCL10 TNF-ɑ IL-27 YTHDF1 IL-17

Ⅰ 10 0.86±0.46   0.97±0.33 2.05±0.43 1.67±0.68 6.96±1.54 2.45±0.30 2.53±0.24 2.08±0.40 1.06±0.26

Ⅱ 10 2.29±0.88  10.49±1.84  0.06±0.02  0.50±0.10  0.48±0.22  0.12±0.08  0.20±0.10  9.43±2.52  6.97±2.04  

Ⅲ 10 1.55±0.52 △   5.34±2.20  △△ 0.05±0.02  1.06±0.36  △△ 0.44±0.14  0.09±0.07  0.21±0.10  7.23±1.01  △ 3.02±1.10  △△

  注：与Ⅰ组比较， P<0.05，  P<0.01；与Ⅱ组比较，△P<0.05，△△P<0.01

表 5 各组血浆 HMGB1、IL-17、CXCL9、血管内皮分子和 NSE 蛋白水平比较 （pg/mL，x–±s）
组别 例数 HMGB1 CXCL9 IL-17 Ang2/Ang1 sTIE2 NSE

Ⅰ 10 0.90±0.29 173.80±34.65    116.40±45.05   5.37±2.84 1 353.00±233.80    275.00±145.30

Ⅱ 10 2.22±0.87    70.05±26.46  1 034.00±390.00  21.01±10.62     449.70±183.50  1 149.00±553.10  

Ⅲ 10 1.42±0.26  △△ 106.70±30.09  △    634.30±190.70  △ 21.27±11.00     906.90±332.40  △△    654.90±284.10  △

  注：与Ⅰ组比较， P<0.01；与Ⅱ组比较，△P<0.05，△△P<0.01 

表 6 各组 LPS 刺激后 CD8+CTL 功能比较 

（斑点形成细胞，SFC/2x105celis）
组别 例数 LPS 刺激后 CD8+CTL 的功能

Ⅰ 10 178.30±29.56

Ⅱ 10   46.32±22.42

Ⅲ 10   84.57±27.60  △

  注：与Ⅰ组比较， P<0.05，  P<0.01；与Ⅱ组比较，△P<0.01

讨  论

临床上肺炎合并严重脓毒症 ECMO 支持的患儿

常合并脑部并发症，严重的可有脑梗死、出血、脑脓

肿等，诊治棘手，预后差。初步研究表明，免疫细胞

和炎症因子（IL-8、IL-6、IFN-γ、IL-17）可能对大

脑具有神经毒性 [3]。但是各种细胞亚群及上下游免疫

机制尚不清楚。

有文献报道 YTHDF1 通过促进 JAK2/STAT3 基

因甲基化信号和蛋白翻译，而 JAK2/STAT3 又可以
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异常过度免疫使弹性蛋白酶异常增多，造成组织损伤

加重，NET 形成增多，进一步加重 CD11b+ 单核细

胞免疫麻痹 [17-20]，以及 CCR2highCX3CR1lowM1 型极

化的单核细胞进入脑组织 [12]，可能是导致上述Ⅱ组

并发脑损伤和预后差的重要因素。安宫牛黄丸组较Ⅱ

组减少 CD63+ 单核细胞的免疫消耗，下调 elastase，
从 而 改 善 Th1（CXCL9）/Th17（IL-17） 比 例 及

CD8+CTL 细胞功能，抑制 CCR2highCX3CR1low 单核

细胞进入脑内产生过度免疫，这与其较Ⅱ组的临床转

归稍好转及脑损伤减轻相一致。

对下游内皮效应细胞作用的研究发现，上述固有

和适应性免疫麻痹状态，并发血 VEGF、Ang2/Ang1
上升、sTIE2 下降的内皮损伤机制（P<0.05），与脑

部严重的临床转归相一致。有文献报道，严重肺部感

染时 VEGF、TIE2/Ang2 比例失调与肺部血管渗漏机

制相关 [21]，LPS 增加 Ang2 而抑制 Ang1 和 Tie2 表达，

与内皮损伤相关 [22]，引起紧密连接蛋白 OCCLUDIN
减 少， 这 与 本 研 究 血 VEGF、Ang2/Ang1 上 升、

sTIE2 下降的内皮损伤研究结果一致，可能参与了下

一步紧密连接蛋白的损伤致毛细血管渗漏机制的发

生，与脑部并发症临床的危重转归相一致。而安宫牛

黄丸组最终上调血脑屏障内皮细胞保护性蛋白 sTIE2
表达而减少毛细血管渗漏，与临床脑损伤减轻一致。

因此，安宫牛黄丸保护小儿肺炎严重脓毒

症 ECMO 脑 部 并 发 症， 与 抑 制 HMGB1/RAGE
和 YTHDF1 分 子 过 表 达， 使 得 Th1（CXCL9）/
Th17（IL-17） 比 例 趋 于 平 衡， 改 善 CD11b+ 和

CD8+CTL 细胞功能，减轻血脑屏障内皮损伤，减少

CCR2highCX3CR1lowCD11b+ 细胞进入脑内，改善脑

部炎症有关。
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