外周血CD64指数对呼吸机相关性肺炎的早期诊断价值
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摘要 目的： 探讨外周血CD64指数在呼吸机相关性肺炎（VAP）患者中的表达及早期诊断价值。方法：选取机械通气时间大于48 h的380例患者，根据是否发生VAP将其分为VAP组（78例）与非VAP组（302例）；健康对照组为50例体检者。采用流式细胞术检测外周血CD64，同时常规方法检测C-反应蛋白（CRP）及白细胞计数（WBC），记录临床肺部感染评分（CPIS）情况。分别比较各组患者外周血CD64指数及CRP、WBC水平的差异以及CD64指数水平与CPIS评分的相关性。结果：VAP组CD64指数水平显著升高，与非VAP组和健康对照组比较，差异具有统计学意义（P<0.05）；抗感染治疗3天、7天后，VAP组患者外周血CD64指数、CRP、WBC水平及CPIS评分均较治疗前显著降低（P<0.05）；相关性分析显示，外周血CD64指数与CPIS评分呈正相关（r=0.78，P<0.01）。ROC曲线分析显示，以外周血CD64指数>5.83为早期诊断VAP界限时，诊断VAP的敏感性和特异性分别为84.2%和89.8%，ROC曲线下面积（AUC）为0.865（95%CI 0.786~0.903）。结论：VAP患者中CD64呈高表达，其可作为早期诊断VAP的有效指标，动态观察其水平变化对于判断感染程度及治疗效果具有一定的临床意义。
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Abstract Objective: To investigate the expression levels and early diagnosis value of CD64 index of peripheral blood cells in patients with ventilator-associated pneumonia (VAP). Methods: 380 patients who undergone mechanical ventilation over 48 h were enrolled in the study. According to the occurrence of VAP, these patients were divided VAP group (78) and non-VAP group (302), 50 cases volunteers as healthy control group. CD64 in peripheral blood was measured by flow cytometry, C-reactive protein (CRP) and white blood cell count (WBC) were detected, CPIS score were analyzed. The CD64 index, CRP and WBC levels in every group were compared, the correlation between CD64 index and CPIS score were analyzed. Results: The CD64 index in VAP group was significantly increased, when compared with non-VAP group and the healthy control group, the difference was statistically significant (P<0.05); After anti-infection treatment for 3 days and 7 days, the CD64 index, CRP, WBC and CPIS score were significant lower than before treatment (P<0.05). The correlation analysis showed that the CD64 index in peripheral blood and CPIS scores were positively correlated (r=0.78，P<0.01). The ROC curve analysis showed that when CD64 index>5.83 considered as the boundary for diagnosis of VAP, the sensitivity and specificity of diagnosis were 84.2% and 89.8%, the area under the ROC curve (AUC) was 0.865 (95%CI 0.786~0.903). Conclusion: The expression of CD64 is higher in patients with VAP, which can be used as an effective indicator for early diagnosis of VAP. The dynamic monitoring of CD64 index may facilitate the evaluation of the extent of infection and treatment, which has an important clinical significance.
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呼吸机相关性肺炎（VAP）是严重威胁患者身体健康的常见感染性疾病之一。实验室指标如白细胞计数、C反应蛋白等在VAP的诊断、鉴别诊断及病情评估中具有重要的作用，但其假阴性和假阳性较高[1]。因此，寻找一种早期诊断VAP的可靠且敏感指标，对于尽早的个体化治疗，降低其死亡率，具有重要的临床意义。CD64是免疫球蛋白G的高亲和力受体，在正常生理情况下，其在外周血中性粒细胞表面呈低表达，但当机体遭受细菌感染时，其表达水平会显著升高[2]。相关研究显示，外周血CD64的表达水平可作为早期诊断细菌感染的特异性指标[3]。CD64指数是中性粒细胞CD64与淋巴细胞CD64的平均荧光强度之比，该指数在诊断和评估感染的敏感性和特异性方面均较单一中性粒细胞或淋巴细胞CD64高[3]。其是否能对VAP进行早期诊断，目前相关研究尚未阐明。因此，本研究通过检测VAP患者外周血CD64指数水平，并分析CD64指数与肺部感染评分（CPIS）的相关性，以期探讨CD64指数在早期诊断VAP中的临床价值。

资料与方法

临床资料  选取2011年05月至2015年09月，在本院重症监护病房行机械通气时间大于48 h的380例危重患者作为研究对象，其中男210例，女170例，平均年龄（52.3±11.6）岁。根据是否发生VAP将其分为VAP组（78例）与非VAP组（302例）。VAP的诊断标准为使用呼吸机辅助通气时间≥48 h或脱机≤48 h的情况下，具备以下2项以上：（1）胸部X线可见肺部新发或进展性浸润阴影；（2）发热：体温>38℃；（3）外周血白细胞>10.0×109/L或<4.0×109/L；（4）呼吸道出现大量脓性分泌物并且经培养出现新的病原菌。排除标准：机械通气时间≤24 h的患者；机械通气以前已经确诊为肺炎的患者；机械通气不能耐受，终止治疗的患者；有严重免疫抑制的患者。另选取50例行体检的健康者作为对照组，其中男28例，女22例，平均年龄（51.8±10.9）岁。各组间在年龄、性别等方面，差异无统计学意义（P>0.05）。本研究获得了医院伦理委员会的批准，并得到了患者及家属知情同意。
方法 

记录入选患者的一般临床资料  所有患者均给予气管插管行机械通气，同时给予祛痰、补液、营养支持等对症治疗。详细记录各组患者性别、年龄、机械通气时间、血常规、基础疾病、机械通气天数等临床资料。对于VAP组患者，根据血培养及药敏试验结果，选用相应抗生素进行治疗，同时对其治疗前后进行CPIS评分，评价患者肺部感染程度。

外周血采集与处理  采集VAP组、非VAP组患者及健康对照组清晨空腹静脉血3 mL送检，进行血常规、CRP、CD64指数等检查。VAP组患者在抗生素治疗3 d和7 d后再次收集空腹静脉血3 mL送检，复查上述指标。
CD64指数检测采用直接免疫荧光检测法测定，检测前常规对流式细胞仪进行光流路的质量监控和荧光补偿，保证每次检测前仪器的状态稳定一致，根据前向角和侧向角散射光信号对淋巴细胞和粒细胞群设门。流式管中加入CD64抗体10 µL（BD Biosciences，美国），调节每管细胞数在10000个以上，混匀，避光孵育10 min，以淋巴细胞为内部阴性对照，检测CD64指数（中性粒细胞CD64平均荧光强度与淋巴细胞CD64平均荧光强度的比值）。上机检测在2 h内完成。

统计学处理  采用SPSS 17.0统计软件进行统计学分析，计量资料以均数±标准差（
[image: image1.wmf]x

±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间计数资料比较采用χ2检验，相关性分析运用Pearson相关分析，以P<0.05，表示差异具有统计学意义。运用Graphpad软件做ROC曲线分析，计算ROC曲线下面积（AUC）、最佳工作点（OOP）、敏感性及特异性。

结果
各组外周血CD64指数、CRP及WBC水平比较  VAP组外周血CD64指数、CRP及WBC水平显著高于非VAP组和健康对照组（P<0.05），而非VAP组和健康对照组上述3项指标比较差异无统计学意义（P>0.05），见表1。
        表1 各组外周血CD64指数、CRP及WBC水平比较（
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±s）

	组别
	例数
	CD64指数
	WBC(×109/L)
	CRP(mg/L)

	健康对照组
	   50
	 2.15±0.52
	5.21±0.83
	6.82±1.95

	非VAP组
	   302
	2.98±0.79
	5.91±1.32
	7.93±3.67

	VAP组
	   78
	 6.78±1.27*
	7.83±1.05*
	19.72±4.93*


注：与健康对照组及非VAP组比较，*P<0.05

VAP组患者治疗前后各临床指标比较  经过有效的抗菌治疗后，VAP组患者外周血CD64指数、CRP及WBC水平较治疗前明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05）；同时治疗后CPIS评分也显著低于治疗前，差异具有统计学意义（P<0.05），见表2。

表2 VAP组患者治疗前后外周血CD64指数、CRP、WBC及CPIS评分比较（
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±s）

	组别
	例数
	CD64指数
	CRP(mg/L)
	WBC(×109/L)
	CPIS(分)

	治疗前
	78
	  6.78±1.27
	  19.72±4.93
	7.83±1.05
	7.82±1.36

	治疗后3d
	78
	  4.68±1.01*
	  13.25±2.31*
	6.92±0.68
	5.15±1.22*

	治疗后7d
	78
	3.01±0.92*
	8.22±1.21*
	6.04±0.41*
	3.62±0.94*


注：与治疗前比较，*P<0.05

外周血CD64指数与CPIS评分相关分析  VAP组患者外周血CD64指数与CPIS评分进行相关分析，结果显示两者呈显著正相关（r=0.78，P<0.01），即外周血CD64指数越高，VAP肺部感染程度越重，CPIS评分也相应升高，见图1。外周血CRP和WBC水平与CPIS评分相关分析显示，其也呈显著正相关（CRP：r=0.41，P<0.05；WBC：r=0.32，P<0.05）。
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图1  VAP组患者外周血CD64指数水平与CPIS评分的相关性

外周血CD64指数对VAP早期诊断的ROC曲线分析  通过ROC曲线分析发现外周血CD64指数的曲线下面积（AUC）为0.865（95%CI 0.786~0.903），其最佳工作点（OOP）分别为5.83，提示外周血CD64指数>5.83，此时早期诊断VAP的精确率较高（敏感性为84.2%和特异性为89.8%）（图2）。而外周血CRP的AUC为0.812（95%CI 0.721~0.853），WBC水平的AUC为0.795（95%CI 0.704~0.825），均显著低于外周血CD64指数对VAP早期诊断的准确性。
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图2 外周血CD64指数、CRP及WBC水平的ROC曲线
讨论
    对于VAP的诊断，微生物检查最具有特异性，但容易出现假阴性结果[4]。临床实验室检测指标如CRP、WBC等特异性和敏感性均较低，只能作为一个非特异性炎性指标[5]。
近年来，临床常采用流式细胞仪检测外周血CD64指数来对感染性疾病进行早期诊断[6]。CD64属免疫球蛋白超家族成员，为跨膜糖蛋白，作为免疫球蛋白的高亲和力受体，可以特异性的识别免疫球蛋白lgG的Fc段，与细菌感染密切相关 [7]。在机体正常生理情况下，CD64在中性粒细胞的表达水平往往较低，但当机体受到细菌急性感染时，中性粒细胞表面的CD64表达可明显升高，在24 h内达到高峰[8]。CD64与lgG结合可快速的对病原微生物入侵产生应答反应，进而促进中性粒细胞的吞噬及杀菌作用。而在病毒感染及非感染性炎症时，患者外周血中性粒细胞CD64表达水平无显著增加，这说明CD64对细菌性感染的诊断具有较高的特异性[9]。本研究结果显示，CD64在VAP组呈高表达，而在健康对照组及非VAP组表达较低，表明CD64可作为VAP诊断的重要指标。监测其动态改变可一定程度上反映VAP患者临床治疗效果。VAP患者肺部感染严重程度常用CPIS评分来进行评价，其评分越高，表明患者肺部感染程度越重[10]。本研究通过相关性分析显示外周血CD64指数>5.83作为早期诊断VAP的界限时，诊断VAP的敏感性为84.2%，特异性为89.8%，因此，CD64指数作为诊断VAP的早期敏感和特异性指标有较高的临床运用价值。
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