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糖尿病视 网膜病变患者外周血中性粒细胞表面 

CD1 8的表达 
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Abstract Objective Diabetic retinopathy(DR)is a severe complication of diabetes．Experimental study demonstrated 

that CD18 plays an important role in the development of DR．But the relationship between DR severity and CD18 expression is 

unclear．This study was to investigate the expression of CD18 on the neutrophils in patients with various stages of DR and 

determine the relationship between CD18 and development of DR． M ethods Level of CD18 on neutrophils was measured by 

flow cytometry in 10 patients with the DR of stage 1，14 patients with DR of stages 2—4，14 patients with DR of stage 5 and 10 

non—diabetic healthy subjects(contro1)． Results No significant differences were found in the age and gender among the 

subjects of 4 groups(P>0．05)．Mean channel fluorescence(MCF)of CD1 8 on neutrophils from the control，stage 1．stages 2—4 

and stage 5 of DR patients was 1．36±0．17，2．99±1．44，3．13 ±1．10 and 4．11±1．62 respectively，with the highest MCF level 

in the stage 5 of DR group and the least MCF level in the control group，showing a significant difference among them (P<0．O1)． 

This trend remained even after adjusting for confounding variables．The statistical analysis indicated that this trend was only 

significant in type 2 diabetic patients．Multiple linear regression against the level of CD18 MCF by stage of DR and eovariates 

revealed a significant and independent correlation with the stage of DR(B=0．33，P =0．01)． Conclusion CD18 is 

overexpressed on neutrophils in each stage of DR in type 2 diabetic patients．The expression level of CD18 is positive associated 

with stage of DR．CD18 may be a marker of the development of DR in type 2 diabetes． 
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摘 要 目的 研究不 同程度糖尿病视 网膜病变 (DR)患者外周 血 中性粒 细胞表面 CD18的表 达。 方 法 38例 DR 

患者，其中包括 1期 DR组 10例，2～4期 DR组 l4例，5期 DR组 14例。正常对照组 l0例。流式细胞仪测量受试者外 

周血中性粒细胞表面 CD18的表达。 结果 4个组 CD18平均荧光强度(MCF)之间的差异有统计学意义(P<0．O1)。 

CD18的表达水平最高为 5期 DR组 ，其次为 2～4期 DR组及 1期 DR组 ，最低为正 常对 照组 (趋势检验 ，P<0．01)。调 

整混杂因素后这种趋势仍然存在。多元线性回归分析显示 CD18的MCF水平与DR分期存在显著相关性(B=0．33，P= 

0．01)。 结论 外周血中性粒细胞表面 CD18水平的提高可能是 2型糖尿病患者 DR进展的临床标志。 
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糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy，DR)是糖 

尿病的严重并发症之一。关于 DR的确切机制 目前 尚 

不清楚。动物实验显示 ，视 网膜血管 中白细胞 聚集是 

造成DR的早期关键事件 -̈21，CD1 8在这个 事件 中起 
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着重要的作用 。在人类 同样发现 CD18在 DR的发 

展 中起着重要的作用⋯。但是关于 CD18表达水平和 

DR临床分期之间的关系尚未见报道。本文研究来自 

不同阶段 DR患者中性粒细胞表面 CD18的表达水平 ， 

探讨将其作为DR发展阶段临床标志的可能性。 

1 资料与方法 

1．1 资料 



1．1．1 一般资料 2005年 3月 ～9月在西安市第四 

医院眼科门诊就诊的 DR患者 38例，其中 1期 10例， 

男 6例，女 4例；2～4期 l4例，男 6例，女 8例；5期 14 

例，男8例，女 6例。10例年龄匹配的非糖尿病健康 

人作为正常对照组。计算体重指数 (BMI，kg／m )和腰 

围 一臀围比例(WHR)。所有观察对象都 以标准的水 

银柱血压计测量坐位右手臂血压。眼底 由同一眼科医 

师检查并分级。分级参照 DR和糖尿病黄斑水肿的国 

际临床分类标准 。排除有心绞痛 、心肌梗死、中风、 

糖尿病神经病变、糖尿病肾病等大血管并发症病史及 

白细胞计数在 4×10 ／L～10×10 ／L范围外的患者 。 

1．1．2 主要试剂与仪器 胎牛血清 (FBS，杭州 四季 

青生物制品公司)；RPMI 1640(美国 Hyclone公司)；肝 

素钠注射液 (上海第一生化 药业公司第一制 药厂)； 

Histopaque，Lymphoprep(美国 Sigma公司)；PE一鼠抗人 

IgG(美 国 Chemicon公 司 )；PE．鼠抗 人 CD18(美 国 

Chemicon公 司)；FACScan流 式 细胞 仪 (美 国 Becton 

Dickinson公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 中性粒细胞的分离 取受试者静脉血 5 mL于 

含有 100 U／mL肝 素的注射器 内，放置在无 菌离心管 

中，200 g离心 20 min，去除上层富含血小板 的血浆 ，用 

不含 Ca“／Mg“的 Hanks平衡盐加至原体积。混匀 

后，缓慢 加到 含有 等体积 1．119 g／mL Histopaque和 

1．077 g／mL Lymphoprep双层液的离心管中，450 g离心 

16 min，吸出中性粒细胞层，再用不含 Ca“／Mg 的 Hanks 

平衡盐洗 2次 。离心沉淀为分离的中性粒细胞。 

1．2．2 流式细胞仪检查 通过流式细胞仪检查外周 

血中性粒细胞表面 CD18的表达量，采用直接荧光技 

术 ，参照 Fusman等 。的方法进行 。取 1×10 个细胞 ， 

溶于 1．5 mL RPMI 1640培养液中，加入 5％胎牛血清 ， 

置于冰上孵育 10 rain，4℃ ，300 g离心 5 rain，弃上清 ， 

以含有 0．5 L 的 0．5 mg／mL鼠抗 人 IgG 抗 体 的 

RPMI-5％ FBS重悬细胞 ，冰上孵育 5 min，加 400 IxL的 

20 mg／mL藻红蛋白(phycoerythrin，PE)标记 的鼠抗人 

CD18抗体，冰上孵育30 rain．以FACScan统计 1×10 

细胞的荧光强度。检查结果统计为中性粒细胞表面平 

均 荧 光强 度 (mean channel fluoreseenee，MCF)以及 

CD18阳性细胞的比例。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 1 1．0统计学软件对数据进行统计学分 

析。计量资料数据以 ±S表示。DR分级和糖尿病的 

类型以哑变量统计 。计量资料组间比较采用单因素方 

差分析(analysis of variance，ANOVA)，计数资料的组 

问比较采用X 检验。以广义线性模型计算不同DR的 

CD18 MCF水平 。在每个小组 内，采用以下 3种模 型 

计算 CD18 MCF：原始的模型、调整了有组间显著性差 

异变量的模型以及调整了其他没有组间差异的变量的 

模 型。采 用 协 方 差 分 析 (analysis of eovarianee， 

ANCOVA)判定不 同 DR分组之间的 CD18 MCF是否 

有差异，并且对不 同 DR分组之 间 CD18 MCF的变化 

做趋势分析。以 CD18 MCF为因变量 ，采用简单线性 

回归分析判断 CD18 MCF和 DR分期 以及其他变量之间 

的关系，同时用多元线性 回归分析判定 CD18 MCF和 

DR分期之间的关系。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 受试者的临床和生化指标 

4个组间年龄、性别分布差异均无统计学意义(P= 

0．07，0．83)。4个组 FPG、SBP、DBP、HbA1C、TG、VLDLc 

及 WBC计数问差异均有统计学意义(P<0．05)，其他 

变量之间差异均无统计学意义(P>0．05)(表 1)。 

表 1 DR各组和正常对照组患者临床及生化指标 

Table 1 Clinical and biochemical characteristics 0f 

DR group and the control group 

2．2 流式细胞仪检查 

不 同 DR分组之间 CD18 MCF如表 2所 示。DR 

程度越重 ，CD18 MCF则越高 ，各组之间 CD18 MCF差 

异有统计学意义。调整了其他变量的影响之后，CD18 

MCF和 DR之间仍有显著相关性 。趋势检验差异也有 

统计学意义(P<0．05)(表 2)。 
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表 2 多变量调整后各期 DR患者 中性粒细胞表面 

CD18 MCF值 (x±S) 

Table 2 Muhivariate adjusted mean CD18 MCF according 

to stage ofDR( ±S) 

： ±SD，样： -4-SE 

Test of trend was performed using mean of each group as its representative 

value 

First adjusted variables including WHR，fasting plasma glucose，systolic 

blood pressure，diastolic blood pressure，HbA1 c％ ，TG ，VLDLc and Total 

WBC count；Second adjusted variables including age，BMI，cholesterol，HDLe 

and I DI e 

简单线性回归分析显示 CD18 MCF和 DR分期呈 

显著正相关(B=0．73，P=0．O0)，多元线性回归分析 

之后两者之间仍然存在显著相关关系(B=0．33，P= 

0．01)。除 DR以外，和 CD18 MCF有简单相关关系的 

变量 有 BMI、FPG、SBP、DBP、HbA1C、胆 固 醇、LDL、 

VLDL、TG、WBC计 数。经 多元 回归 分析 之后 ，只有 

DR、FPG、SBP和 HDLc与 CD18 MCF呈显 著相关 性 

(表 3)。 

表 3 以 CD18 MCF为 因变量 的多元 回归分析参数估计 

Table 3 Parameter estimates in multiple regression analysis 

with CD18 MCF as the dependent variable 

DR：diabetic retinopathy；BMI：body mass index：WHR：waist-to—hip ratio； 

FPG：fasting plasma glucose；SBP：systolic blood pressure；DBP：diastolic 

blood pressure；HbAI ：glycosylated hemoglobin；WBC：white blood cell； 

HDLe：high-density lipoprotein；LDLc：lowdensity lipoprotein cholesterol； 

VLDLc：very-low—density lipoprotein cholesterol；TG：triglycerides 

考虑到糖尿病类型对 CD18水平的可能影响，我 

们将糖尿病患者根据糖尿病类型分为两组，患者的资 

料如表4所示。2型糖尿病患者年龄和 BMI都大于 1 

型患者。经 多元线性 回归 分析结果示 ，CDI8 MCF和 

DR之间无显著相关性 (B=一0．35，P=0．06)。 

表 4 1型和 2型糖尿病患者临床和生化指标 

Table 4 Clinical and biochemical characteristics of 

type 1 and type 2 diabetic groups 

BMI：body mass index；W HR ：waist-to—hip ratio；FPG：fasting plasma 

glucose；SBP：systolic blood pressure；DBP：diastolic blood pressure；HbAI C： 

glycosylated hemoglobin W BC： white blood cell； HDLe： high·density 

lipoprotein；LDLc：lowdensity lipoprotein cholesterol；VLDLc：very-low— 

density lipoprotein cholesterol；TG：triglycerides 

3 讨论 

本研究结果显示 CD18 MCF和 DR的程度存在相 

关性。DR越重 ，CD18 MCF水平越高 ，在调整 了其他 

变量 的影 响后，经 ANCOVA分析仍然存在这种相 关 

性。他们之间的简单相关 系数为 B=0．73(P= 

0．00)，多元 回归 系数为 B=0．33(P=0．01)。CD18 

MCF和糖尿病分型之问无相关性。 

DR是 目前糖尿病患者 的重要 致盲原因，发病机 

制仍不明确 。动物实验显示 白细胞和血管 内皮细 

胞之间的黏附是 DR早期 的关键事件 ，这些 白细胞 主 

要是中性粒细胞和单核细胞 。白细胞和血管内皮 

细胞之间的黏附与糖尿病动物粒细胞表面 CD18的高 

表达以及 由 CD18介导的黏附相关 E 3]。Barouch等 

发现早期 糖尿病大 鼠中性粒 细胞表面 CD18表达升 

高。同时视网膜白细胞浸润增加，中性粒细胞与体外 

培养的血管内皮细胞黏附增多。同样，在实验性糖尿 

病大鼠体内使用抗 CD18抗体明显降低了视网膜白细 
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胞聚集的数量。在长期糖尿病大鼠体内也发现同样的 

现象 。选择性敲除小 鼠 CD18和 ICAM．1基 因后发 

现，CD18一／一和 ICAM一1-／一小鼠在糖尿病诱导成功后 1 1 

个月和 15个月视网膜 白细胞黏附数量 明显少于野生 

型动物，同时血管内皮细胞损伤和血管渗漏较野生型 

对照组明显较轻。 

在人类同样发现 CD18在 DR的发展中起着重要 

的作用。Rao等 报道在加热条件下，来 自DR患者 

的中性粒细胞 CDI8水平明显高于非糖尿病组。但是 

关于 CD18表达水平和 DR临床分期之 间的关系尚未 

见报道。有资料显示在糖尿病状态下，人类自细胞表 

达 CD18也有改变 。Rao等 检查 了 DR患者及健 

康对 照者 外周 血 中性 粒 细胞 表 面 CD11b、CD18和 

CD62L的表达 ，发现在 4℃条件下 ，DR患者与对照组 

之间 CD18水平差异无统计学 意义；加热 到 37 cC后， 

DR患者中性粒细胞表面 CD18水平显著高 于健康对 

照组。Grykiel等 研究结果显示 I型糖尿病患者 中 

性粒细胞表面 CD11b和 CD18表达增高 ，说明这些细 

胞在糖尿病状态下活性提高。本文结果与上述文献报 

道近似 ，但这些文献没有报道 CD18水平和 DR分期之 

间的相关性。本研究发现 ，糖尿病患者外周血中性粒 

细胞表面 CD18水平随着 DR的进展而提高。 

中性粒细胞表面 CD18水平和 DR之间的相关性 

提示与 DR进展有关的全身因素导致 CD18水平 的提 

高。高糖血症被认为是糖尿病微血管并发症的重要因 

素 。研究显示高糖培养基和高糖血症患者血浆培 

养 之 后 ，白 细 胞 和 内 皮 细 胞 的 黏 附 增 强 。 

Shanmugam等  ̈发现高糖培养可以提高单核细胞 B 一 

整合素基因和蛋白表达水平。本研究也发现，无论是 

简单相关分析还是多元 回归分析，均显示 CD18与 

FPG呈正相关 ，与文献报道一致 。Delamaire等 曾 

报道糖尿病的类型和 CD18水平相关，本研究中未发 

现类似的结果。我们认为一些和两型糖尿病均有关的 

共同的因素上调 了中性粒细胞表面 CD18的表达，如 

高糖血症 。 

总之，本研究结果显示 DR患者中性粒细胞表面 

CD18表达的改变和 DR的进展一致 ，CD18可能在 DR 

Chin Ophthal Res，January 2009，Vo1．27，No．1 

的进展中起着重要的作用。中性粒细胞表面 CD18水 

平的提高可能是Ⅱ型糖尿病患者 DR进展的临床标志。 
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