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［摘要］ 目的 探讨中性粒细胞陷阱网（neutrophil extracellular traps, NETs）标志物对糖尿病足溃疡（diabetic foot 
ulcer, DFU）临床愈合结局的预测价值及相关性。方法 回顾性纳入 2019 年 6 月至 2021 年 6 月于上海交通大学医学院附

属仁济医院血管外科诊治的 DFU 患者 120 例，纳入 60 例非溃疡糖尿患者及 60 名健康人群作为对照。收集和分析患者基本

信息、合并基础疾病情况、实验室检查数据、溃疡创面测量数据及 1 年内创面愈合随访信息。检测 DFU 患者及对照组血液

中 NETs 标志物，收集溃疡组织检测弹性蛋白酶水平。进行体外 NETs 释放实验验证 DFU 患者血液微环境能否促进 NETs 释
放。评价 NETs 标志物与 DFU 患者 1 年内溃疡愈合和截肢的相关性及预测价值。结果 与非 DFU 患者相比，DFU 患者血液

所提取血浆和血小板更容易在体外刺激中性粒细胞释放 NETs（P＜0.05）。与健康对照组相比，DFU 患者血液中 NETs 标
志物水平显著增高（P＜0.05）。非愈合亚组溃疡组织中弹性蛋白酶水平显著高于愈合亚组，合并感染的 DFU 患者溃疡组

织中弹性蛋白酶水平显著高于非感染患者（P＜0.05）。血清瓜氨酸化 H3（citrullinated H3, citH3）水平和溃疡组织弹性蛋

白酶水平较高的 DFU 患者溃疡愈合率显著降低（P＜0.05）。单因素分析和多因素回归模型分析结果显示，血清 citH3 水平

是 DFU 患者 1 年内溃疡愈合（OR＝0.05，95%CI 0.01～1.35，P＝0.005）或发生截肢事件（OR＝1.86，95%CI 0.54～7.91，
P＝0.02）的独立影响因素。结论 DFU 溃疡组织局部微环境能够促进中性粒细胞释放 NETs，阻碍伤口愈合；NETs 标志物

升高与 DFU 愈合延迟和截肢发生密切相关；血清 citH3 可能成为预测 DFU 愈合结果的重要标志物。

［关键词］ 中性粒细胞陷阱网；糖尿病足；预测价值；创面愈合
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Predictive value of neutrophil extracellular traps for clinical healing outcome of diabetic foot ulcer

YANG Shuo-fei, CHEN Liang, WANG Zhe-yu, XUE Guan-hua*

Department of Vascular Surgery, Renji Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, Shanghai 200127, China

［ Abstract ］ Objective To explore the correlation of neutrophil extracellular traps(NETs) markers with clinical outcome 
of diabetic foot ulcer (DFU) and their predictive value. Methods A total of 120 patients with DFU treated in Department of Vascular 
Surgery, Renji Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine during June 2019 to June 2016 were retrospectively enrolled 
in this study. Sixty non-ulcerative diabetic patients and 60 healthy people were enrolled in the control group. Patients' basic information, 
morbidity, laboratory test data, ulcer wound measurement data and 1-year follow-up information were collected and analyzed. NETs 
markers were detected in the blood of DFU patients and control group, and ulcerative tissues of DFU were collected for detecting the 
level of elastase. In vitro NETs release experiments were conducted to evaluate whether the microenvironment of DFU patients could 
promote NETs release. The predictive value of NETs markers with 1-year ulcer healing and amputation rate in DFU patients was also 
evaluated. Results Compared with the blood of non-ulcerative diabetic patients, plasma and platelets extracted from blood DFU 
patients were more likely to stimulate neutrophil to release NETs in vitro (P＜0.05). Compared with patients in control group, serum 
levels of NETs markers in DFU patients were significantly increased (P＜0.05). The level of elastase in ulcer tissue of non-healing group 
was significantly higher than that of healing group (P＜0.05), and the level of elastase in ulcer tissue of DFU patients with infection was 
significantly higher than that of non-infected patients (P＜0.05). The ulcer healing rate of DFU patients with high serum citH3 level 
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糖尿病患者皮肤伤口愈合能力显著下降，糖

尿病足溃疡（diabetic foot ulcer, DFU）最为常见。

有研究［1］显示，25% 的糖尿病患者会发生 DFU，

导致患者截肢甚至死亡，DFU 的诊治给患者和社

会带来了沉重的经济负担。DFU 治疗需要复杂的

多学科团队参与，DFU 临床预后的预测对于帮助

患者理性期待临床治疗效果以及平衡医疗资源卫

生经济效益都具有重要的价值和意义。当前，临床

上多使用糖尿病溃疡严重程度评分（diabetic ulcer 
severity score, DUSS）及创面缺血和感染程度评分

（wound, ischemia, and foot infection, WIfI） 系 统

来评估 DFU 严重度及帮助判断临床预后，缺乏有

效、简便、易检测的有效分子标志物［2-3］。

炎症反应是皮肤溃疡愈合过程中的重要特征，

中性粒细胞作为重要的炎症细胞在 DFU 愈合过

程中被大量招募聚集到溃疡周围［4］。当前研究［5］ 

显示，在肽精氨酸脱亚胺酶 4（protein arginine 
deiminase 4, PAD4）作用下中性粒细胞染色质内组

蛋白特定位置精氨酸发生瓜氨酸化，DNA 与组蛋

白间作用减弱后发生解聚，核包膜和颗粒膜瓦解后

向胞外释放，由游离 DNA、组蛋白、抗菌肽和颗

粒酶组成的网络样结构对细菌进行捕杀，该结构

被称为中性粒细胞陷阱网（neutrophil extracellular 
traps, NETs），NETs 与炎症性疾病密切相关。

高血糖能够促进中性粒细胞释放 NETs，NETs 与
DFU 愈合延迟密切相关［6-7］。同时，DFU 常合并

细菌感染，NETs 可能在局部抗感染免疫过程中

发挥重要作用。研究［8］显示通过敲除 PAD4 抑制

NETs 生成或脱氧核糖核酸酶Ⅰ（deoxyribonuclease 
Ⅰ , DNase Ⅰ）促进NETs分解能够加快DFU愈合。

NETs 被报道可作为急性脑卒中、严重烧伤和创伤

后脓毒症发生的预后标志物［9-11］。

1 资料与方法

1.1 研究对象 本研究为单中心回顾性、观察性

and high ulcer elastase level was significantly lower than that of DFU patients with low serum citH3 level and high ulcer elastase level  
(P＜0.05). Univariate analysis and multivariate logistic regression model analysis showed that serum citH3 levels was an independent 
risk factors of ulcer healing (OR＝0.05, 95% CI 0.01-1.35, P＝0.005) or amputation (OR＝1.86, 95%CI 0.54-7.91) within 1 year in 
DFU patients. Conclusions The local microenvironment of DFU patients can promote the release of NETs from neutrophils and 
prevent wound healing. Elevated NETs markers were closely associated with delayed wound healing and amputation in DFU patients. 
Serum citH3 may be an independent marker for predicting the clinical outcome of DFU.

［ Key Words ］ neutrophil extracellular traps; diabetic foot ulcer; predictive value; wound healing

研究。纳入标准：2019 年 6 月至 2021 年 6 月于

上海交通大学医学院附属仁济医院血管外科单中

心诊治的全部 DFU 患者；排除标准：在治疗或随

访期间出现创伤性截肢或确诊为血栓闭塞性脉管

炎、急性动脉栓塞或血栓形成、严重肝肾功能衰

竭及恶性肿瘤的患者。收集患者基本信息、合并

基础疾病情况、实验室检查数据、溃疡创面测量

数据及 1 年内创面愈合随访信息；手术信息（包

括开放或者腔内手术信息），创面干预情况（包

括外科清创、VSD 吸引、敷料管理等）以及各种

截肢事件信息；患者的血液样本和溃疡组织样本。

计算每例患者的 DUSS 和 WIfI 评分，评分标准参

考既往文献［2-3］。无 DFU 的糖尿病患者及健康人

群纳入对照组。本研究通过上海交通大学医学院

附属仁济医院伦理委员会批准（RA-2022-018），

所有患者均知情且签署知情同意书。

1.2 DFU 多学科综合治疗方案 DFU 患者均接

受多学科综合治疗，治疗团队由血管外科、内分

泌科、手足外科等医护共同组成。患者在治疗前

均接受糖尿病足相关宣教。患者入院后首先进行

无创检查，包括踝肱指数、血管和创面影像学检

查、实验室血液检测，重点评估下肢血供、溃疡

创面、合并骨髓炎或周围动脉疾病（peripheral 
arterial disease, PAD）及血糖控制情况等。存在下

肢动脉缺血患者首选腔内介入治疗，无法通过腔内

介入治疗开通血管或不适合进行腔内治疗患者（如

碘过敏、严重凝血功能障碍、穿刺点部位存在感

染、严重肾功能不全等）也可行动脉取栓、内膜

剥脱、旁路转流等开放手术治疗。处理下肢动脉

缺血同时进行积极的创面干预，外科清创清除坏死

组织，通过负压引流或各类敷料定期换药等协助控

制感染、促进新生组织生长，对于较大创面在感染

得到有效控制后行皮瓣移植。根据创面细菌培养

结果选择敏感抗生素，一般使用至创面感染完全控

制（感染炎症指标降至正常、创面培养至少连续 
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2 次阴性、局部组织没有红肿渗出）。在内分泌科

医生指导下严格控制血糖，出院后每周进行随访及

创面管理，对尚未完全愈合的创面进行定期换药及

随访检查。

1.3 NETs 标志物检测 收集所有患者血液样本进

行血清标志物检测，在 DFU 清创过程中收集溃疡

组织行弹性蛋白酶（Elastase）水平检测。NETs 血
清标志物主要包括核小体（nucleosomes）、瓜氨

酸化 H3（citrullinated H3, citH3）、细胞外 DNA
（cell-free DNA, cfDNA）。核小体水平使用 Cell 
Death Detection ELISAPLUS 试剂盒（罗氏，西班

牙）进行检测。citH3 水平检测参考以往文献［12］描 
述，使用生物素化的小鼠抗组蛋白抗体（Abcam，

英国）及链霉亲和素包被 96 孔板进行血样混合，

加入兔组蛋白 3 抗体（Abcam，英国），加入连

接过氧化物酶二抗，定量数值采用相对于对照组

样本的光密度比值。cfDNA 浓度使用 Qubit 2.0 
Fluorometer（Thermo Fisher Scientific，美国）进行

定量检测。弹性蛋白酶水平采用 ELISA 试剂盒水

平检测（碧云天，中国）。

1.4 体外 NETs 释放实验 健康人群中分离 1× 

106 纯化的中性粒细胞在 5% CO2、37℃下孵育 3 h， 
血浆刺激实验中，使用从 DFU 患者或对照组人

群中提取 6% 无血小板血浆刺激 3 h，血小板刺激

实验中，使用从 DFU 患者或对照组人群提取血

小板 1 ∶ 50 刺激 3 h。使用髓过氧化物酶 -DNA
（myeloperoxidase-DNA，MPO-DNA）复合物作

为 ELISA 定量检测 NETs 释放的标志物。5 μg/mL 
抗MPO单抗（Abcam，英国）包被96孔板（1∶500
稀释至 50 μL）4℃过夜。20 μL 样品加入 80 μL 
过 氧 化 物 酶 标 记 的 抗 DNA 单 抗（Cell Death 
ELISAPLUS 试剂盒，1 ∶ 25 稀释，罗氏，西班牙 )，
室温下 300 r/min 震荡孵育 2 h，加入 100 μL 过氧

化物酶底物，孵育 20 min 后测定 405 nm 波长光密

度，可溶性 NET 形成数量用相对于对照组的光密

度增加比率表示。

1.5 统计学处理 采用 SPSS 21.0 进行统计分析，

符合正态分布的计量资料以 x±s 表示，不符合的

以 M(P25, P75) 表示，采用 Wilcoxon 秩和检验，计数

资料以 n(%) 表示，采用 χ2 检验或调整后的 χ2 检验。

采用 logistic 回归模型检验混杂因素与伤口愈合或

重大截肢之间的关系。采用 Spearman 相关性检验

分析 DUSS、WIfI 评分、核小体、citH3 和 cfDNA
之间的相关性。构建 Kaplan-Meier 曲线以确定伤

口愈合和截肢率的差异。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 一般资料分析 结果（表 1）显示：DFU 组

120 例，年龄（60.5±9.9）岁，男性 56 例；无 DFU
组 60 例，年龄（61.1±11.5）岁，男性 27 例；健康

对照组 60 例，年龄（57.9±9.6）岁，男性 24 例。

周围动脉疾病（77.5%）和高血压（51.7%）是本研

究 DFU 患者最常见的合并症，85.8% 的 DFU 患者接

受了腔内介入治疗。溃疡面积为（14.6±4.7）cm2， 
溃疡深度（0.9±0.3）cm，85.8% 的DFU 合并感染，

DUSS 评分为 2.7±1.1，WIfI 评分为 2.2±1.4。

表 1 患者基本信息、临床资料和溃疡创面数据

n(%)

 指标
DFU组

(n＝120)
非DFU组

(n＝60)
健康对照组

(n＝60)
年龄/岁 60.52±9.90 61.11±11.52 57.91±9.60
男性 56 (46.67) 27 (45.00) 24 (40.00)
合并症

 高血压 62 (51.67) 29 (48.30) -
 高脂血症 46 (38.33) 20 (33.30) -
 冠心病 38 (31.67) 17 (28.30) -
 心力衰竭 4 (3.33) 1 (1.70) -
 周围动脉疾病 93 (77.50) 10 (16.70) -
 慢性肾病 4 (3.33) 1 (1.70) -
 脑卒中 4 (3.33) 2 (3.30) -
 吸烟 31 (25.83) 16 (26.70) 6 (10.0)
用药情况

 阿司匹林 81 (67.50) 40 (66.70) -
 氯吡格雷 58 (48.33) 27 (45.00) -
 华法林或其他
  抗凝药

12 (10.00) 6 (10.00) -

 他汀类药物 72 (60.00) 34 (56.70) -
血糖控制方案

 口服药物 26 (21.67) 30 (50.00) -
 胰岛素注射 34 (28.33) 30 (50.00) -
创面面积/cm2 14.60±4.67 - -
创面深度/cm 0.90±0.33 - -
合并感染 67 (55.83) - -
血管开通方式 - -
 腔内介入 83 (69.17) - -
 开放手术 10 (8.33) - -
DUSS评分 2.71±1.13 - -
WIfI评分 2.21±1.42 - -
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2.3 过 量 NETs 释 放 与 DFU 创 面 愈 合 延 迟 相

关 结果 ( 图 2) 显示，与健康对照组及非 DFU
组 相 比，DFU 组 血 液 中 NETs 标 志 物 (citH3、
cfDNA、nucleosomes) 水 平 显 著 增 高 ( 图 2A，

P＜0.05)。DFU 组 血 液 中 NETs 标 志 物 水 平 与

DUSS 及 WIfI 评分正相关 ( 图 2B，r＞0.80，P＜ 

0.05)。将 DFU 患者分为愈合亚组 ( 发病 1 年内

完全愈合 ) 和非愈合亚组 ( 发病 1 年内未完全愈

合 )，非愈合亚组溃疡组织中弹性蛋白酶水平显

著高于愈合亚组，合并感染的 DFU 患者溃疡组织

中弹性蛋白酶水平显著高于非感染患者 ( 图 2C， 
P＜0.05)。

图 1 DFU 局部微环境易导致中性粒细胞释放 NETs
*P＜0.05。

图 2 过量 NETs 释放与 DFU 创面愈合延迟相关性分析

A: DFU 组与非DFU组血液中NETs 标志物对比; B: DFU 组血液中NETs 标志物水平与DUSS及WIfI 评分相关性分析;  
C: DFU组患者溃疡组织弹性蛋白酶水平愈合、感染相关性分析。*P＜0.05。

2.2 DFU 局部微环境易导致中性粒细胞释放

NETs 结果 ( 图 1) 显示，与非 DFU 组的血液相比，

DFU 组的血液所提取血浆和血小板更加容易在体

外刺激中性粒细胞释放 NETs (P＜0.05)。
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本 研 究 中 DFU 患 者 整 体 1 年 愈 合 率 为

75.0%，截肢率为 15.8%。按照血清 citH3 水平进

行四等分分级，经分析发现血清 citH3 水平位于前

25% 的 DFU 患者溃疡愈合概率显著高于血清 citH3
水平位于后 75% 的 DFU 患者 ( 图 3A，P＜0.05)。

按照血清 citH3 水平和溃疡组织弹性蛋白酶水平进

行两等分分级，血清 citH3 水平和溃疡组织弹性蛋

白酶水平较高的DFU患者溃疡愈合率显著降低 (图
3B、3C，P＜0.01)。

图 3 NETs 标志物水平升高可导致溃疡愈合受阻

2.4 NETs 是 DFU 愈 合 和 截 肢 的 独 立 危 险 因

素 结果 ( 表 2) 显示，单因素分析结果中，合并

周围动脉疾病、DUSS 评分、WIfI 评分、血清

citH3、cfDNA、nucleosomes 水平、组织弹性蛋白

酶水平均是溃疡 1 年内是否愈合的预测因素；合

并 DUSS 评分、WIfI 评分、血清 citH3、cfDNA、

nucleosomes 水平均是 1 年发生截肢事件的预测因

素。多因素逻辑回归模型分析结果中，血清 citH3
水平是 DFU 患者 1 年内溃疡愈合 (OR＝0.05，
95%CI 0.01～1.35，P＝0.005) 或 发 生 截 肢 事 件 
(OR＝1.86，95%CI 0.54～7.91，P＝0.02) 的 独 立

影响因素。

3 讨 论

DFU 愈合延迟的主要原因包括局部组织缺

血、神经病变导致疼痛缺失、感染无法有效控制

等，完善的多学科诊治团队是治疗成功的保证［13］。

当前研究［14］显示，WIfI 评分是预测 DFU 愈合结果

的独立因素。但 WIfI 评分需要对患者的基线情况

和溃疡特征作详细了解，评估较为繁琐，临床上迫

切需要简便易测的能够帮助判断和预测截肢风险

的血清学标志物。本研究首次证明了 NETs 相关标

志物是预测 DFU 预后的重要标志物。在中性粒细

胞释放 NETs 前，中性粒细胞内 PAD4 导致组蛋白

3 发生瓜氨酸化，因此 citH3 是 NETs 形成的特异性

指标，被广泛用于 NETs 形成的检测。研究［9,15］显

示，血液中 citH3 能够被用作急性脑卒中和肺炎治

疗的预后标志物的血清学标志物。本研究结果显

示，citH3 水平是预测 DFU 创面愈合延迟和截肢发

生的独立影响因素。

由于对糖尿病创面愈合延迟机制研究的缺乏，

目前临床缺乏能够有效促进 DFU 早期愈合的药物。

表 2 患者 1 年内溃疡愈合和截肢事件的独立危险因素分析

 指标
创面愈合 截肢事件

单因素分析 多因素分析 单因素分析 多因素分析
OR (95%CI) P值 OR (95%CI) P值 OR (95%CI) P值 OR (95%CI) P值

溃疡面积 0.98 (0.91～1.35) 0.31 0.97 (0.56～1.14) 0.12
溃疡深度 0.91 (1.04～2.46) 0.16 0.65 (0.70～1.06) 0.65
合并周围动脉疾病 0.19 (0.07～0.93) 0.01 0.54 (0.09～2.19) 0.36 0.86 (0.07～1.02) 0.08
合并感染 0.10 (0.06～0.20) 0.64 0.88 (0.05～0.99) 0.12
DUSS评分 0.31 (0.19～0.53) ＜0.01 2.31 (0.56～3.96) 0.45 2.43 (5.34～8.92) ＜0.01 1.98 (0.76～4.39) 0.34
WIfI评分 0.45 (0.15～0.94) ＜0.01 2.16 (0.43～4.15) 0.17 3.33 (1.31～7.88) ＜0.01 1.66 (0.48～8.87) 0.45
血清citH3 0.10 (0.03～0.38) ＜0.01 0.05 (0.01～1.35) 0.005 0.67 (0.78～3.21) ＜0.01 1.86 (0.54～7.91) 0.02
血清cfDNA 1.02 (0.80～1.23) ＜0.01 0.35 (0.02～3.98) 0.73 1.18 (0.56～1.43) ＜0.01 2.43 (0.79～2.25) 0.79
血清nucleosomes 0.05 (0.04～0.34) ＜0.01 0.43 (0.05～4.51) 0.35 2.44 (1.05～5.77) 0.04 0.79 (0.05～10.7) 0.38
组织弹性蛋白酶 0.03 (0.02～0.14) ＜0.01 0.30 (0.09～0.69) 0.09 3.19 (0.41～9.90) 0.17

P＜0.01P＜0.01
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DFU 创面中过量的 NETs 形成并与溃疡严重程度密

切相关的具体机制尚未得到深入研究。NETs 最初

被发现时主要与抗细菌感染免疫相关，在 DFU 中

NETs 可能引起组织损伤和炎症因子风暴［16］。NETs
形成与降解的平衡是正常组织损伤后修复的保证，

而 DFU 中 NETs 的过量生成导致创面愈合的受 
阻［17］。NETs 还可导致凝血和纤溶障碍，由于局部

微循环灌注的障碍，可能也是溃疡愈合延迟的重要

原因。本研究发现 DFU 患者血液中提取的血浆和

血小板可在体外刺激正常中性粒细胞释放 NETs，
其诱导的血栓形成可参与急性心梗的发生［18］。 
目前尚缺乏直接证据支持 NETs 导致微血栓参与

DFU 局部微循环障碍的发生。过量的 NETs 还可导

致皮肤角化细胞中毒受损［19］。NETs 还能够促进巨

噬细胞释放大量炎症介质，导致组织损伤。NETs
形成使促炎信号持续释放，阻断巨噬细胞吞噬凋亡

的中性粒细胞释放的组织修复信号［20］。

DFU 患者常合并有 PAD，PAD 是导致 DFU
发生以及愈合延迟的重要因素［21］。DFU 患者均

应筛查是否合并 PAD，事实上，DFU 患者的各类

心血管不良事件发生率均显著高于糖尿病非皮肤

溃疡患者。PAD 的严重程度决定了 DFU 患者最

终结局是愈合、截肢甚至死亡［22］。感染是影响

DFU 愈合的另一项重要因素，DFU 感染发生率为

35%～50%［23］。本研究发现合并感染 DFU 患者的

NETs 水平显著高于非感染患者。

本研究存在诸多局限性： (1) 为单中心回顾性

研究，所有数据均来自同一个中心； (2) 纳入本研

究的患者存在偏倚，缺乏长期稳定的随访； (3) 持
续的追踪检测和临床观察有助于加深对 NETs 参
与 DFU 溃疡愈合延迟机制的理解，但本研究并未

深入探讨 NETs 导致溃疡组织微循环障碍或组织修

复功能障碍的具体机制； (4) 尽管本研究进行了单

因素基础上的多因素模型分析，但纳入的影响因素

有限，尚无法排除很多混杂因素的影响。未来需要

设计前瞻性多中心研究来验证 NETs 能否帮助预测

DFU 治疗的预后。同时设计对照研究验证 NETs 升
高是否与其他非 DFU 类型的重症肢体缺血相关。

综上所述，本研究显示 NETs 标志物升高与

DFU 愈合延迟和截肢发生密切相关。血清 citH3

可能成为预测 DFU 愈合结果的重要标志物。DFU
溃疡组织局部微环境能够促进中性粒细胞释放

NETs，阻碍伤口愈合。因此，抑制 NETs 释放可能

为开发促进 DFU 创面愈合的药物治疗措施提供新

思路和新靶点。
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