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2 型糖尿病患者血浆中 NETs 标志物 cfDNA，CitH3 和
MPO-DNA 表达水平与视网膜病变程度相关性研究

王亚楠，朱晓楠，魏 箐（河南科技大学第一附属医院眼科，河南洛阳  471000）

摘  要：目的 探讨 2 型糖尿病（type 2 diabetes mellitus，T2DM）患者血浆中性粒细胞外陷阱（neutrophil extracellular 
traps，NETs） 标 志 物 循 环 游 离 DNA（circulating free DNA，cfDNA）、 髓 过 氧 化 物 酶（myeloperoxidase，MPO）-
DNA、瓜氨酸化组蛋白 3（citrullinated histone 3，CitH3）表达水平与视网膜病变程度的相关性。方法 选取 2023 年 1 ～ 9
月河南科技大学第一附属医院 80 例 T2DM 患者为研究对象，依据 T2DM 患者视网膜病变情况分为无糖尿病视网膜病变

(non-diabetic retinopathy，NDR) 组（n=30）、非增生型糖尿病视网膜病变 (nonproliferative diabetic retinopathy，NPDR)
组（n=26）和增生型糖尿病视网膜病变 (proliferative diabetic retinopathy, PDR) 组（n=24）。收集入选患者一般资料，检

测血浆 cfDNA，MPO-DNA 及 CitH3 水平；采用 Spearman 相关性分析 cfDNA，CitH3，MPO-DNA 与 T2DM 患者视网

膜病变严重程度的关系；ROC 曲线分析 cfDNA，CitH3，MPO-DNA 及联合预测 T2DM 患者糖尿病视网膜病变（diabetic 
retinopathy，DR）发生的效能。结果 NDR 组、NPDR 组和 PDR 组 cfDNA(65.13±18.28，83.34±20.10,114.52±32.36 
ng/ml)，CitH3(17.76±4.24，22.03±5.01，26.06±8.13 ng/ml)，MPO-DNA(0.31±0.04，0.35±0.05，0.45±0.05) 水 平 依

次升高，差异具有统计学意义（F=28.755，13.335，62.470，均 P ＜ 0.001）；其中 PDR 组、NPDR 组 cfDNA，CitH3，
MPO-DNA 水平均高于 NDR 组（t=7.076，4.837，11.436；3.550，3.455，3.324），且 PDR 组 cfDNA，CitH3，MPO-
DNA 水平高于 NPDR 组（t=4.127，2.128，7.065），差异具有统计学意义（均 P ＜ 0.05）。Spearman 相关性分析显示，

cfDNA，CitH3，MPO-DNA 与 T2DM 患者视网膜病变严重程度均呈正相关（r=0.659，0.470，0.744，均 P ＜ 0.001）。

ROC 曲线显示，cfDNA，CitH3，MPO-DNA 及联合检测曲线下面积 [AUC（95%CI）] 分别为 0.846（0.758 ～ 0.934），0.776
（0.674 ～ 0.878），0.847（0.764 ～ 0.930）和 0.938（0.889 ～ 0.987），对于 T2DM 患者发生 DR 具有一定预测价值。

结论 DR 患者血浆中 NETs 标志物 cfDNA，MPO-DNA 及 CitH3 水平升高，其水平与 DR 程度呈正相关，一定程度上

可预测 T2DM 患者 DR 的发生情况，且联合预测价值最高。
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Correlation between the Expression of Neutrophil Extracellular Traps 
Markers cfDNA, CitH3 and MPO-DNA in Patients with T2DM and the 

Degree of Retinopathy
WANG Ya,nan，ZHU Xiaonan，WEI Jing（Department of Ophthalmology，the First Affiliated Hospital of Henan 

University of Science and Technology, Henan Luoyang  471000，China）

Abstract: Objective To explore the correlation between the expression levels of neutrophil extracellular traps (NETs) markers 
circulating free DNA (cfDNA)，citrullinated histone 3 (CitH3)，myeloperoxidase (MPO)-DNA in plasma and the degree of 
retinopathy in patients with type 2 diabetes mellitus (T2MD). Methods A sum of 80 patients with type 2 diabetes mellitus 
(T2DM) in First Affiliated Hospital of Henan University of Science and Technology from January to September 2023 were 
selected as the study objects. According to the retinopathy of T2DM patients, they were divided into non-diabetic retinopathy 
(NDR) group (n=30), nonproliferative diabetic retinopathy (NPDR) group (n=26) and proliferative diabetic retinopathy (PDR) 
group (n=24). General data of enrolled patients were collected and plasma cfDNA, CitH3, MPO-DNA levels were detected. 
Spearman correlation was used to analyze the relationship between cfDNA, CitH3, MPO-DNA and the severity of retinopathy in 
T2DM patients. ROC curves were used to analyze the efficacy of cfDNA, CitH3, MPO-DNA and their combination in predicting 
the occurrence of diabetic retinopathy (DR) in T2DM patients. Results The levels of cfDNA (65.13±18.28，

83.34±20.10,114.52±32.36 ng/ml), CitH3 (17.76±4.24，22.03±5.01，26.06±8.13 ng/ml) and MPO-DNA (0.31±0.04，

作者简介：王亚楠（1994-），男，硕士在读，住院医师，研究方向：眼底病，E-mail：ranbu026@163.com。

通讯作者：魏箐（1973-），女，博士，主任医师，E-mail：wj18567635881@163.com。



80 现代检验医学杂志　第 39 卷　第 6 期　2024 年 11 月　J Mod Lab Med, Vol. 39, No. 6, Nov. 2024

0.35±0.05，0.45±0.05) in NDR group, NPDR group and PDR group were increased successively, and the differences were 
statistically significant (F=28.755，13.335，62.470，all P ＜ 0.001). The levels of cfDNA, CitH3 and MPO-DNA in PDR 
group and NPDR group were higher than those in NDR group (t=7.076，4.837，11.436；3.550，3.455，3.324), and the levels 
of cfDNA，CitH3，and MPO-DNA in PDR group were higher than those in NPDR group (t=4.127，2.128，7.065)，and the 
differences were statistically significant (all P ＜ 0.05). Spearman correlation analysis showed that cfDNA, CitH3 and MPO-
DNA were positively correlated with the severity of retinopathy in T2DM patients（r=0.659，0.470，0.744，all P ＜ 0.001）. 
ROC curves showed that the AUC (95%CI) of cfDNA，CitH3，MPO-DNA and combined detection were 0.846 (0.758 ～ 0.934), 
0.776 (0.674 ～ 0.878)，0.847 (0.764 ～ 0.930) and 0.938 (0.889 ～ 0.987), respectively, and it had certain predictive value for 
DR in T2DM patients. Conclusion The levels of NETs markers cfDNA, MPO-DNA and CitH3 in the plasma of DR Patients 
are increased, and their levels are positively correlated with the degree of diabetic retinopathy, which can predict the occurrence 
of DR in T2DM patients to a certain extent, and the combined prediction value is the highest.
Keywords: type 2 diabetes mellitus；diabetic retinopathy；neutrophil extracellular traps；circulating free DNA；citrullinated 
histone 3；myeloperoxidase-DNA

糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy，DR）

是糖尿病微血管病变的并发症之一，作为一种慢性

进行性视力损害疾病，其已成为工作人群及老年人

群视力障碍的主要原因 [1]。研究证实 [2] 视网膜微血

管受损的机制之一是长期高血糖状态破坏血 - 视网

膜屏障，致使视网膜出血、渗漏等；但还有研究表

明 [3]DR 发病机制与慢性低度炎症有关，中性粒细

胞参与人体固有免疫，当发生 DR 时，中性粒细胞

可穿过血 - 视网膜屏障，通过诱导氧化应激参与机

体炎症，浸润视网膜或脉络膜，加重 DR 进展。

近期有研究发现 [4-5]，中性粒细胞激活后可释放

DNA，组蛋白等构成的网状结构，即中性粒细胞外

陷阱（neutrophil extracellular traps，NETs），将细胞

核内容物，如循环游离 DNA（circulating free DNA，

cfDNA）、瓜氨酸化组蛋白 3（citrullinated histone 3，

CitH3）和髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）-
DNA 等，释放到细胞外环境，参与捕获病原体、吞

噬等过程。NETs 标志物是导致血管疾病的重要因素，

有研究显示 [6]，NETs 标志物与视网膜静脉闭塞程度、

炎症状态、凝血指标有关。但 NETs 相关标志物与

DR 关系的研究报道较少，本研究选取 2 型糖尿病

（type 2 diabetes mellitus，T2DM）患者，探讨外周

血 cfDNA，CitH3，MPO-DNA 水平与 DR 的关系，

以期为 T2DM 患者 DR 预防及治疗提供思路。

1 材料与方法

1.1 研究对象 选取 2023 年 1 ～ 9 月河南科技大

学第一附属医院 T2DM 患者 80 例为研究对象，依

据视网膜病变严重程度分为无糖尿病视网膜病变

(non-diabetic retinopathy，NDR) 组（n=30）、 非

增生型糖尿病视网膜病变 (nonproliferative diabetic 
retinopathy，NPDR) 组（n=26）和增生型糖尿病视

网膜病变 (proliferative diabetic retinopathy, PDR) 组

（n=24）。纳入标准：① T2DM 符合《中国 2 型糖

尿病防治指南（2020 年版）》[7] 中相关诊断标准；

② DR，NDR，NPDR 诊断符合《我国糖尿病视网

膜病变临床诊疗指南（2022 年）》[8] 中相关标准；

③近一个月内未服用过抗血小板 / 抗凝、免疫抑制

剂等药物；④年龄＞ 18 岁，无认知及沟通障碍。

排除标准：①存在全身感染或自身免疫性疾病者；

②并发其他严重 T2DM 并发症；③既往有或现存葡

萄膜炎、视神经炎等眼部病变；④既往有或现存静

脉血栓性疾病；⑤存在心脑血管严重病变者；⑥并

发恶性肿瘤者。NDR 组男性 17 例，女性 13 例，年

龄 55.63±9.31 岁，体质量指数（body mass index，

BMI）21.12±1.74 kg/m2，吸烟史 13 例，饮酒史 14 例。

NPDR 组男性 14 例，女性 12 例，年龄 57.04±10.12 岁，

BMI 20.75±1.69 kg/m2, 吸烟史 11 例，饮酒史 12 例。

PDR 组男性 14 例，女性 10 例，年龄 56.13±9.73 岁，

BMI 20.69±1.83kg/m2, 吸烟史 12 例，饮酒史 14 例。

三组性别、年龄、BMI，吸烟史、饮酒史比较，差

异均无统计学意义（均 P ＞ 0.05）。入选患者均知

情同意本项目，本研究经本院伦理委员会审批通过

后实施 [ 批准号：2022ky（295）]。
1.2 试剂与仪器 双链 DNA 定量检测试剂盒（上

海懋康生物科技有限公司，货号：MF0781），CitH3 
ELISA 试剂盒（上海梵态生物科技有限公司，货号：

FT-P37298R）。

1.3 方法

1.3.1 一般资料收集：收集入选患者性别、年龄、

BMI, 吸烟史（吸烟≥ 1 支 / 天，时间持续≥ 6 个月，

即为有吸烟史）、饮酒史（饮酒频率≥ 1 次 / 天，

时间持续≥ 6 个月）等资料。

1.3.2 检 测 外 周 血 NETs 标 志 物 cfDNA，MPO-
DNA 及 CitH3 水平：采集入选患者晨起空腹外周

静脉血 5 ml，1 900 g 离心 15 min，取血浆，于 -80 
℃保存待检，采用双链 DNA 定量检测试剂盒检测

血浆中 cfDNA 浓度；使用固相修饰的 MPO 与双链

DNA 特异性抗体检测 MPO-DNA 复合体浓度，405 
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nm 下检测样品吸光度；使用 ELISA 试剂盒检测血

浆 CitH3 水平，严格按照试剂盒说明书操作。

1.3.3 视网膜病变严重程度分类：沿用中华医学

会 眼 科 学 会 眼 底 病 学 组 2014 年 提 出 的 标 准 [9]，

NPDR：出现毛细血管瘤样膨出，可并发视网膜出血、

渗出、棉绒斑等；PDR：出现视网膜 / 视盘新生血管，

发生纤维血管膜，伴有视网膜前出血 / 玻璃体积血等。

1.4 统计学分析 采用 SPSS 20.0 分析数据，计

数资料采用 n（%）表示，χ2 检验；计量资料符合

正态分布，以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组

间比较采用方差分析，进一步两两比较采用 LSD-t
检 验； 采 用 Spearman 分 析 cfDNA，CitH3，MPO-
DNA 与 T2DM 患者视网膜病变严重程度的相关性；

ROC 曲线分析 cfDNA，CitH3，MPO-DNA 及联合

预测 T2DM 患者发生 DR 的价值。P ＜ 0.05 为差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 三组患者 cfDNA，CitH3，MPO-DNA 水平比较 
 见 表 1。NDR 组，NODR 组，PDR 组 cfDNA，

CitH3，MPO-DNA 水平依次升高，差异具有统计

学 意 义（ 均 P ＜ 0.001）； 两 两 比 较，PDR 组、

NPDR 组 cfDNA，CitH3，MPO-DNA 水 平 均 高 于

NDR 组（t=7.076，4.837，11.436；3.550，3.455，

3.324），且 PDR 组 cfDNA，CitH3，MPO-DNA 水

平均高于 NPDR 组（t=4.127，2.128，7.065），差

异具有统计学意义（均 P ＜ 0.05）。
表 1 三组患者 cfDNA，CitH3，MPO- DNA 水平比较（x±s）

项目 NDR 组（n=30） NPDR 组（n=26） PDR 组（n=24） F 值 P 值

cfDNA（ng/ml） 65.13±18.28 83.34±20.10 114.52±32.36 28.755 ＜ 0.001

CitH3（ng/ml） 17.76±4.24 22.03±5.01 26.06±8.13 13.335 ＜ 0.001

MPO-DNA（A 值） 0.31±0.04 0.35±0.05 0.45±0.05 62.470 ＜ 0.001

2.2 T2DM 患者视网膜病变严重程度与 cfDNA，

CitH3，MPO-DNA 的相关性 Spearman 相关性分

析 显 示，cfDNA，CitH3，MPO-DNA 与 T2DM 患

者视网膜病变严重程度呈正相关（r=0.659，0.470，

0.744，均 P ＜ 0.05）。

2.3 cfDNA，CitH3，MPO-DNA 预 测 T2DM 患 者

DR 发生的效能 见表 2，图 1。经 ROC 曲线分析，

cfDNA，CitH3，MPO-DNA 及联合检测在 T2DM 患

者 DR 发生中具有一定预测价值。

表 2  cfDNA，CitH3，MPO-DNA 对 T2DM 患者发生 DR 的预测价值

项目 敏感度 特异度 AUC P 值 95%CI 最佳截断值 约登指数

cfDNA 0.84 0.80 0.846 ＜ 0.001 0.758 ～ 0.934 77.37 ng/ml 0.64

CitH3 0.68 0.83 0.776 ＜ 0.001 0.674 ～ 0.878 20.92 ng/ml 0.51

MPO-DNA 0.64 0.90 0.847 ＜ 0.001 0.764 ～ 0.930 0.37 0.54

联合预测 0.94 0.80 0.938 ＜ 0.001 0.889 ～ 0.987 - 0.74

图 1 cfDNA，CitH3，MPO-DNA 及联合预测 T2DM 患
者 DR 发生的 ROC 曲线

3 讨论

NETs 的形成过程包括组蛋白瓜氨酸化、弹性

蛋白酶迁移到细胞核、核膜的解体及释放 DNA、

颗粒蛋白进入细胞外等，研究发现其可以通过不同

的信号传导机制发生，为感染、血栓形成、自身免

疫等活动提供基础 [10-12]。国外有学者实验发现 [13]，

NETs形成步骤中染色质去浓缩不依赖外源葡萄糖，

但在弹性蛋白酶转移至细胞核后则完全依赖外源葡

萄糖及糖酵解，说明 NETs 的形成依赖葡萄糖，高

糖环境下可促进机体 NETs 形成。而 DR 是糖尿病

常见微血管并发症，认为其病理机制与糖基化终产

物、多元醇通路葡萄糖积累、中性粒细胞诱导、炎

症反应等多种因素有关，从而引起血管病变及新生

血管形成，加重视网膜病变程度 [14-15]。NETs 作为

细丝骨架堆叠组成的网状结构，其中双链 DNA 是

NETs 的骨架成分，cfDNA 是镶嵌或游离在骨架的

颗粒蛋白，而 NETs 形成关键在于组蛋白（尤其是

CitH3）的精氨酸被瓜氨酸化，MPO-DNA 是促进

NETs 释放的特异性蛋白质复合物，上述 cfDNA，

MPO-DNA，CitH3 是能够代表 NETs 的标志物，为
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研究 NETs 与 DR 的关系，本研究检测外周血 NETs
标志物 cfDNA，MPO-DNA 和 CitH3 水平，分析其

与 T2DM 患者不同视网膜病变程度的关系。

有研究表明 [16]，血管内皮生长因子（VEGF）

及其受体途径在 DR 视网膜新生血管形成及血管

渗透中起重要作用；而另有研究发现 [17]，通过抗

VEGF 治疗，可抑制还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

磷酸 （NADPH）氧化酶激活，以下调高葡萄糖引

发的 NETs 产生；上述研究说明 NETs 标志物可能

参与 DR 进程，通过 NADPH 氧化酶依赖途径，在

中性粒细胞激活后破坏血 - 视网膜屏障，NETs 标志

物入血液循环。本研究检测各组外周血 NETs 标志

物发现 NDR 组、NPDR 组和 PDR 组血浆 cfDNA，

CitH3，MPO-DNA 水平逐步升高，说明在 T2DM
患者中，随着视网膜无病变、非增生型病变、增生

型病变严重程度的加重，上述 NETs 标志物呈现出

逐渐升高的趋势，与上述研究推测大致相符。本

研究进一步做 Spearman 相关性分析发现 cfDNA，

CitH3，MPO-DNA 均与 T2DM 患者视网膜病变严

重程度呈正相关，依据视网膜病变程度，非增生型

DR 一般首发，病变程度较轻，随着血管进一步病

变闭塞，新生血管生成后，会发展为增生型 DR，

此时中性粒细胞产生 NETs 的能力会逐渐增强，故

相关标志物表达也会增高，表现出正相关关系。

动物实验表明 [18]，在高糖高脂饲料及低剂量

链脲佐菌素诱导的 T2DM 大鼠模型中，证实眼部

存在中性粒细胞，并发现当发生 DR 时，中性粒细

胞越过血 - 视网膜屏障，与血管内皮细胞黏附，加

剧 DR 炎症反应。此外还发现糖尿病大鼠玻璃体

腔、视网膜中存在 NETs，或许 NETs 在 DR 发生发

展中起一定作用。有学者称 [19]，由于 NETs 与糖化

血红蛋白（HbA1c）等血糖指标相关，也与 DR 相

关，可通过 NETs 介导炎症过程来解释。那 NETs
是否能评估 DR 进展，目前鲜有报道。本研究绘制

ROC 曲 线 显 示，cfDNA，CitH3，MPO-DNA 在 预

测 T2DM 患者 DR 发生中均有一定价值，且联合

预测价值最高，表明一定程度 NETs 标志物能评估

T2DM 患者 DR 的发生情况，在高糖触发下可诱导

中性粒细胞产生 NETs，当体内 NETs 标志物达到

一定程度后或许可反映 DR 发生情况，当联合检测

cfDNA，CitH3，MPO-DNA 标志物时，预测 DR 的

效能最高，从某种程度上看述 NETs 标志物联合检

测可作为预测 DR 发生的指标，为早期评估与诊断

提供依据，有助于改善临床 DR 结局。

综 上 所 述，DR 患 者 NETs 标 志 物 cfDNA，

MPO-DNA 和 CitH3 水平明显增加，NETs 标志物

水平与糖尿病视网膜病变程度具有相关性，且一定

程度可预测 T2DM 患者 DR 发生情况，可为 T2DM
患者 DR 防治提供标志物依据，作为防治 DR 的潜

在靶点。但本研究存在一定不足，资料收集有限，

且未对 cfDNA，MPO-DNA 和 CitH3 具体作用途径

进行研究，未来可完善研究方案，提高结果完整性。
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