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[摘　 要] 　 目的　 利用 ELISA 动态检测血浆可溶性 Sema4D 在体外循环(CPB)手术过程中的含量变化,并初步分

析其可能的原因。 方法　 以重组人 Sema4D 细胞外段作为抗原,制备 Sema4D 抗体,建立检测人血浆中可溶性 Se-
ma4D 水平的 ELISA 方法。 收集体外循环患者手术前、肝素化后 10 min 以及中和肝素后 10 min 3 个时间点的血浆

样本,ELISA 检测可溶性 Sema4D 水平在体外循环手术过程中的动态变化。 取 3 个时间点的血液样本,流式检测 T
细胞和血小板表面 Sema4D 表达的动态变化。 结果　 建立了适用于检测人外周血血浆可溶性 Sema4D 水平的夹心

ELISA 方法。 体外循环手术患者血浆中可溶性 Sema4D 水平在手术开始后显著增加(P<0. 01),并持续到手术结束

后。 肝素化后 10 min,75%患者 Sema4D 高表达的血小板比术前明显增加(P<0. 05),而 Sema4D 高表达的 T 细胞无

明显变化。 结论　 血小板活化释放 Sema4D 可能是体外循环过程中血浆可溶性 Sema4D 增加的原因之一。 因此血

浆可溶性 Sema4D 水平的变化可能成为体外循环预后的判断指标。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To measure and analyze the changes of plasma soluble Sema4D levels during cardiopulmonary
bypass(CPB)with ELISA, and analyze possible mechanisms. 　 　 Methods　 Recombinant extracellular Sema4D was used
as antigen, and antibodies against Sema4D were used to establish ELISA method. 　 Samples from patients during CPB were
collected at three time points: before surgery, 10 min after heparinization, and 10 min after neutralization after the surgery.
Soluble Sema4D levels in the plasma were measured in these samples with ELISA. 　 Sema4D expression on the surface of T
cells and platelets were detected by flow cytometry. 　 　 Results 　 Sandwich ELISA method was established to detect
soluble Sema4D levels in human plasma. 　 Soluble Sema4D levels increased during CPB and remained at high levels until
the end of the surgery (P<0. 01). 　 Compared with before surgery, percentage of Sema4D high platelets increased 10 min
after heparinization in 75% patients (P<0. 05). 　 There is no significant change of Sema4D expression on the surface of T
cells during CPB.
Conclusions　 Platelets activation and release of Sema4D may be one source of the increases of plasma soluble Sema4D
during CPB. 　 The change of plasma soluble Sema4D levels may become a prognostic indicator of CPB.

　 　 体外循环手术( cardiopulmonary bypass, CPB)
是指应用人工管道将人体大血管与人工心肺机连

接,从静脉系统引出静脉血,并在体外氧合,再经血

泵将氧合血输回动脉系统的全过程,又称心肺循

环,主要应用于心脏手术和大血管手术等。 然而在

手术过程中由于血液与体外循环管道接触、外科创
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伤及缺血再灌注损伤等原因极易诱发炎症反应,从
而引起各种炎症介质释放增加,导致组织器官功能

障碍。 因此加强机体抗炎能力是减少体外循环手

术术后各种危险发生的重要保护措施[1]。
Sema4D,又称 CD100, 是轴突导向分子 Sema-

phorin 家族的成员,首先发现于 T 细胞表面[2],并广

泛表达于各种免疫细胞和血小板等[3]。 Sema4D 作

为单次跨膜蛋白,其结构主要由细胞内段、跨膜区

和细胞外段组成。 目前研究已发现 Sema4D 在免疫

细胞功能调节、多种自身免疫性疾病以及炎症反应

中发挥重要作用[4-6]。 敲除小鼠体内 Sema4D 可以

改善实验性急性和慢性哮喘[7]、类风湿性关节炎[8]

以及延缓动脉粥样硬化斑块的形成[9],但却会加重

实验性结肠炎[10]、脉管炎[11] 及皮肤损伤[12] 等病理

过程。 这些研究提示 Sema4D 作为一种重要的炎症

调节因子参与多种疾病的病理过程。
当细胞活化后 Sema4D 细胞外段可被基质金属

蛋白酶 ADAM17 切割,释放出约 120 kDa 的可溶性

片段到血浆中, 与其受体 PlexinB1、 PlexinB2 和

CD72 结合发挥生物学作用[13]。 研究发现,在冠状

动脉狭窄患者中可溶性 Sema4D 表达上调[14];在关

节炎患者中,Sema4D 含量与血浆 CRP 表达呈正相

关[15];但其在体外循环过程中的变化及对炎症反应

的作用目前尚无报道。 本文建立了用于检测可溶性

Sema4D 的 ELISA 方法,并动态检测了体外循环手

术过程中血浆可溶性 Sema4D 的含量变化,以及 T
细胞和血小板表面 Sema4D 的表达情况,为更好地

了解和控制体外循环手术过程中的炎症反应提供

了新的理论思路和方向引导。

1　 资料和方法

1. 1　 血液样本的收集

收集 2011 年至 2012 年苏州大学附属第一医院

进行瓣膜置换或房间隔和室间隔修补等心脏手术

患者在体外循环过程中的血液样本,即患者手术

前、肝素化后 10 min、中和肝素后 10 min 3 个时间点

的全血(图 1),其中 7 例患者样本用于检测血浆中

Sema4D 含量变化,16 例患者样本用于检测血小板

(16 例) 与 T 细胞 (11 例, 5 例该数据不完整)
Sema4D 表达变化。 其中女性占比 56. 5% ,男性占

比 43. 5% ,平均年龄(47±19)岁。 患者全血 EDTA
抗凝,2 000 r / min 离心 20 min,取上层血浆,分装后

于-80 ℃保存备用。 该研究得到苏州大学附属第一

医院伦理委员会的批准,并经患者知情同意。

图 1. 体外循环的基本过程和取样时间点

Figure 1. The basic process of CPB and sampling time points

1. 2　 重组 Sema4D 蛋白的制备和 Western blot 鉴定

将表达融合 His-tag 的人 Sema4D 细胞外段质

粒转染至 HEK 293T 细胞,收集细胞培养上清,与钴

结合树脂(Clontech)结合后转移至色谱柱,用含有

200 mmol / L 咪唑的洗脱液洗脱,收集第 1、2、3 管洗

脱液,采用 Sema4D 抗体 Western blot 验证。
1. 3　 夹心 ELISA 方法的建立

ELISA 建立参考文献[16]方法。 重组 Sema4D 蛋

白免疫小鼠,获得 10 株单克隆抗体,并从中筛选出

亲和力和特异性较高且作用于 Sema4D 不同位点的

两株抗体,分别作为包被抗体和检测抗体,构建夹

心 ELISA 方法。 将包被抗体(10 mg / L)包被于 96
孔板,孵育过夜,洗板,加入人外周血血浆样本和梯

度标准品,室温孵育 1 h。 洗去未结合的蛋白,加入

0. 1 mg / L 辣根过氧化物酶( horseradish peroxidase,
HRP)标记检测抗体,室温孵育 1 h。 洗去未结合抗
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体,加入 3,3′,5,5′-四甲基联苯胺(3,3′,5,5′-tetra-
methylbenzidine, TMB) 底物显色液,室温孵育 30
min,加入终止液,450 nm 酶标仪处进行吸光度检

测,根据 Sema4D 标准品吸光度绘制标准曲线,计算

血浆中 Sema4D 的含量(μg / L)。 采用该夹心 ELISA
方法检测体外循环病人手术过程中各个时间点血

浆中可溶性 Sema4D 的含量。
1. 4　 流式细胞检测 Sema4D 高表达情况

1. 4. 1　 Sema4D 高表达血小板的检测　 　 取体外循

环患者手术前、肝素化后 10 min、中和肝素后 10 min
3 个时间点全血,900 r / min 离心 10 min,取富血小

板血浆(platelet-rich plasma, PRP),1 ∶ 100 稀释,加
入 FITC-CD41 和 PE-Sema4D 抗体,流式细胞仪(BD
FACS Calibur)检测 Sema4D 高表达血小板百分比。
1. 4. 2　 Sema4D 高表达 T 细胞的检测　 　 取体外循

环患者手术前、肝素化后 10 min、中和肝素后 10 min
3 个时间点全血,1 ∶ 1 加入单核细胞分离液(Sigma
公司),400 g 离心 30 min,取中间单核细胞层,加入

10 mL 磷酸盐缓冲液(phosphate buffer saline,PBS)
稀释,1 500 r / min 离心 10 min,100 μL PBS 重悬沉

淀并加入抗体 FITC-CD3 和 PE-Sema4D,流式细胞

仪检测 Sema4D 高表达 T 细胞百分比。
1. 5　 统计学处理

为避免患者间个体差异,将把患者最初记录数

值标准化为 100% ,之后各时间点均与其进行比较。
采用 Graphad Prism 5 软件进行统计学处理。 数据

均以(x± sd)表示,并进行 One-way ANOVA 统计分

析,以 P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 体外循环过程中可溶性 Sema4D 表达增加

　 　 Western blot 验证重组人 Sema4D 蛋白,结果显

示第 1、2、3 管收集液中均含有相对分子质量 120
kDa 左右的可溶性 Sema4D 蛋白,其中第 1 管中浓度

最高(图 2)。 建立了检测血浆中可溶性 Sema4D 的

ELISA 方法,线性检测范围在 1 ~ 30 μg / L (R2 =
0. 996)。

肝素化后 10 min 时患者血浆 Sema4D 水平较术

前显著增加(P<0. 01;表 1)。 中和肝素后 10 min 即

手术将结束时 Sema4D 水平虽然较手术刚开始时

(肝素化后 10 min)略有下降的趋势,但和术前相

比,仍有显著增加(P<0. 05)。 将患者手术前血浆

Sema4D 含量标准化为 100% ,将后两个时间点的

Sema4D 与手术前相比,结果发现后两个时间点血

浆 Sema4D 均维持在较高水平(P<0. 05)。 提示在

体外循环刚刚开始时(肝素化后 10 min),机体的一

些损伤或处理已经导致 Sema4D 激活,并释放可溶

性片段到血浆中,直至手术结束。

图 2. Western blot 验证重组 Sema4D 蛋白 　 　 用 Sema4D
抗体检测不同批次纯化的重组 Sema4D 蛋白。 F1、F2、F3 分

别为蛋白分离纯化时得到的第 1、2、3 管收集液。
Figure 2. Purification of recombinant human Sema4D protein

表 1. 体外循环过程中血浆可溶性 Sema4D 水平变化(n=7)
Table 1. Changes of plasma soluble Sema4D levels during
CPB(n=7)

分组 Sema4D(μg / L) 与术前比值(% )

术前 11. 81±3. 93 100±0

肝素化后 10 min 15. 86±4. 35a 152. 2±40. 86a

中和肝素后 10 min 14. 31±3. 25b 138. 6±39. 04b

a 为 P<0. 01,与术前比较;b 为 P<0. 05,与术前比较。

在不影响患者恢复的情况下,对两位体外循环

患者术后 4 天血浆 Sema4D 水平进行了监测。 以手

术结束时(中和肝素后 10 min)的浓度作为初始浓

度,发现在体外循环术后 0 ~ 4 天,Sema4D 水平呈现

持续升高(表 2)。 提示术后持续的应激反应会诱导

可溶性 Sema4D 的释放,并可能在之后的炎症调节

过程中发挥一定作用。
2. 2　 体外循环中 75%患者 Sema4D 高表达血小板

增加

图 3 和表 3 显示,肝素化后 10 min 时, Sema4D
高表达血小板与手术前相比略有增加的趋势,但差

异无显著性(P>0. 05),中和肝素后 10 min,其表达

出现下降趋势,但仍差异无显著性(P>0. 05)。 可能

由于术前 Sema4D 高表达血小板含量差异较大,且
个别初始 Sema4D 含量较高的血小板处于轻度活化

状态,不会进一步活化而增加表面 Sema4D 的表达。
另外 75%的患者(12 / 16)在肝素化后 10 min 时 Se-
ma4D 高表达血小板较术前增加(P<0. 05)。 提示

体外循环手术中出现的血浆可溶性 Sema4D 水平增
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加可能部分源于血小板活化诱导的 Sema4D 释放。

表 2. 体外循环术后 0 ~ 4 天患者血浆中可溶性 Sema4D 的含量及与初始 Sema4D 含量的比值变化

Table 2. Soluble Sema4D levels and percentage of original Sema4D levels in the plasma of patients 0 ~ 4 days after CPB

指标 患者 手术结束时 术后 1 天 术后 2 天 术后 3 天 术后 4 天

Sema4D(μg / L)
1 11. 34 18. 12 16. 97 18. 91 21. 09

2 10. 02 10. 69 15. 75 17. 17 18. 27

与手术结束时比值(% )
1 100 159. 85 149. 71 166. 80 186. 06

2 100 106. 64 157. 16 171. 23 182. 25

图 3. 流式检测不同时间点下 Sema4D 高表达血小板变化　 　 图中右侧门区域代表高表达 Sema4D 血小板。

Figure 3. Detection of Sema4D high platelets at different time points with flow cytometry

表 3. Sema4D 高表达血小板在体外循环过程中的变化(n=16)
Table 3. Changes of surface Sema4D on platelet during CPB(n=16)

指标 术前 肝素化后 10 min 中和肝素后 10 min

高表达血小板(% ) 23. 39±22. 89 25. 48±20. 84 22. 42±18. 22

与术前比值(% ) 100±0 134. 80±56. 65a 116. 61±39. 90

a 为 P<0. 05,与术前比较。

2. 3　 体外循环中 Sema4D 高表达 T 细胞百分比无

显著变化

图 4 与表 4 分析显示,与术前相比,肝素化后

10 min 时 Sema4D 在 CD3 阳性 T 细胞中的表达无显

著变化(P>0. 05)。 肝素化后 10 min 时,约一半患

者(6 / 11) Sema4D 高表达的 T 细胞增加,其余患者

(5 / 11) Sema4D 高表达的 T 细胞则减少,因此与术

前相比,两者差异无显著性(P>0. 05)。

图 4. 流式筛选 Sema4D 高表达 T 细胞　 　 A 为 CD3 抗体标记 T 细胞;B 为右侧门区域表示 Sema4D 高表达 T 细胞。

Figure 4. Detection of Sema4D high T cells with flow cytometry
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表 4. Sema4D 高表达 T 细胞在体外循环过程中的变化(n=11)
Table 4. Changes of surface Sema4D on T cell during CPB(n=11)

指标 术前 肝素化后 10 min 中和肝素后 10 min

高表达 T 细胞(% ) 15. 06±12. 07 16. 04±11. 82 12. 06±12. 15

与术前比值(% ) 100±0 158. 45±115. 37 114. 10±118. 91

3　 讨　 论

Sema4D 是轴突导向分子 Semaphorin 第Ⅳ家族

的成员之一,在免疫调控和炎症疾病中发挥重要作

用,可以促进 T 细胞活化、内皮细胞损伤和血管通

透性等。 免疫细胞活化时,表面的 Sema4D 受基质

金属蛋白酶的调控切割,释放出可溶性细胞外段到

血浆中单独发挥作用。 体外循环是进行心脏、血管

等大手术时利用人工心肺机代替心脏和肺进行泵

血和呼吸作用的手术。 在体外循环过程中会因为

外源刺激或缺血再灌注刺激导致炎症因子分泌增

加以及炎症反应的发生,从而对患者机体造成损伤。
本文通过建立可溶性 Sema4D 的 ELISA 检测方

法检测了体外循环过程中不同时间点血浆可溶性

Sema4D 水平的变化。 发现在进入体外循环后(肝
素化后 10 min),患者血浆中 Sema4D 水平显著增

加,在体外循环将结束时(中和肝素后 10 min)仍然

保持较高水平。 表明 Sema4D 在体外循环过程中可

以被活化、切割,释放出可溶性 Sema4D 片段。 由于

可溶性 Sema4D 参与调控内皮细胞功能,因此在

CPB 过程中 Sema4D 可能通过损伤血管内皮从而加

重术后损伤。 本文进一步追踪了两位患者术后持

续 4 天血浆中可溶性 Sema4D 的水平,发现 Sema4D
水平持续增加,但由于样本量的限制,还不能确定

其他患者是否也存在类似情况。
为了分析体外循环患者血浆中可溶性 Sema4D

的来源,本文通过流式细胞术分析 T 细胞和血小板

表面 Sema4D 在体外循环过程中的表达变化,结果

发现:血小板表面 Sema4D 的表达虽略有增加,但差

异无显著性。 但考虑到不同患者之间的初始

Sema4D 水平相差很大,于是本文针对同一患者不

同时间点时 Sema4D 高表达血小板的含量变化进行

统计,结果发现 75% 的患者在肝素化后 10 min 时

Sema4D 高表达的血小板增加。 提示血小板可能是

血浆 Sema4D 的来源之一,而 Sema4D 高表达的 T 细

胞则未发现明显变化。 由于血小板表面 Sema4D 会

被基质金属蛋白酶 ADAM17 切割,释放出可溶性片

段[3],而之前有研究报道体外循环过程中血小板表

面 ADMA17 的表达会增加[17],提示可能由于血小

板的快速激活效应,导致 Sema4D 在到达细胞膜表

面后即被切割,于是便很难捕捉到细胞表面 Sema4D
的表达变化。 中性粒细胞也是免疫过程的重要参

与者,并在体外循环过程早期即被激活。 文献[11] 发

现 Sema4D 在活化的中性粒细胞表面也有表达,并
在刺激下会被切割释放出可溶性片段,提示中性粒

细胞也可能是 CPB 过程中血浆可溶性 Sema4D 的来

源之一。
本研究对于发现新的临床预测指标和干预靶

点有一定的启发意义。 但目前由于样本量较少,缺
乏足够的预后随访数据,因此对 Sema4D 在体外循

环过程中水平变化的具体原因和预后价值还有待

进一步研究。
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