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内皮祖细胞移植对输血相关急性肺损伤小鼠模型保护作用的研究
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　　摘　要：目的　建立输注人类血浆小鼠输血相关急性肺损伤（ＴＲＡＬＩ）模型，观察内皮祖细胞（ＥＰＣ）移植对小鼠肺部炎性免疫

反应及组织病理特点的影响。方法　ＢＡＬＢ／Ｃ雄性小鼠３６只，随机分为ＴＲＡＬＩ组（狀＝１２）：腹腔注射脂多糖（ＬＰＳ），每代谢体质

量用量为２ｍｇ，２ｈ后经过静脉输注人血浆，注射量为每只１ｍＬ；ＥＰＣ组（狀＝１２）：同ＴＲＡＬＩ组的方法造模后，经尾静脉注入

ＥＰＣ（３×１０６ 个）；正常对照组（狀＝１０）：采用假手术处理。光镜分析各组小鼠肺组织病理及湿干比变化。采用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）测定各组小鼠支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中白细胞介素１０（ＩＬ１０）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的

含量。结果　ＴＲＡＬＩ模型组小鼠肺组织出现肺泡间隔增厚、肺泡内纤维蛋白浸润、肺泡内出血、支气管壁增厚等病理变化，肺组

织湿干比增高，ＥＰＣ组以上病理变化较ＴＲＡＬＩ组不明显，肺组织湿干比也低于ＴＲＡＬＩ组，高于正常对照组（犘＜０．０５）。ＴＲＡＬＩ

组实验动物的ＢＡＬＦ中ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量均显著高于正常对照组和ＥＰＣ组（均犘＜０．０５），ＥＰＣ组ＢＡＬＦ中ＩＬ１０、ＩＬ１β、

ＴＮＦα含量高于正常对照组（犘＜０．０５）。结论　ＥＰＣ移植对ＴＲＡＬＩ小鼠模型具有保护作用，减轻肺部炎性免疫反应及组织病理

学损伤的程度。该试验为临床治疗ＴＲＡＬＩ提供新的视角和思路。
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　　输血相关急性肺损伤（ＴＲＡＬＩ）是一种因输血引发的以急

性呼吸急迫和非心源肺水肿为主要临床症状的输血并发症，该

疾病是目前引起输血性病死的主要疾病之一，其病死率高达

１０％左右
［１２］。该疾病是由向受血者输入含有某些特殊成分的

血液后引起患者体内某些免疫细胞的活化，肺泡损伤，通透性

增加，白细胞介素１０（ＩＬ１０）等炎性因子大量渗出，引发机体

的急性肺部损伤［３４］。大量研究已经表明，内皮祖细胞（ＥＰＣ）

在抵抗缺血性损伤、抑制肿瘤生长，以及构建人工血管等医学

和生物工程学方面均表现出卓越品质［５６］。鉴于以往研究，

ＥＰＣ在治愈ＴＲＡＬＩ的研究还较欠缺，推测ＥＰＣ移植可能会

促进ＴＲＡＬＩ的修复
［７］。现通过建立输注人类血浆小鼠ＴＲＡ

ＬＩ模型并观察ＥＰＣ移植对小鼠肺部炎性免疫反应及组织病

理特点的影响，为ＴＲＡＬＩ的治疗和研究提供一种新的视角和

思路。

１　材料与方法

１．１　实验设计　随机对照动物实验。

１．２　时间及地点　２０１４年２月至２０１５年１２月在山东医科大

学动物实验室完成。

１．３　实验动物　健康ＢＡＬＢ／Ｃ雄性小鼠３６只，所有小鼠均

由山东大学动物研究中心提供，各组小鼠在清洁级屏蔽环境中

单笼喂养，可自由饮水、进食，笼具进行定时清洁并行垫料的更

换，温度保持２０～２４℃。对健康指标检测符合标准，实验中对
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动物处置方法符合动物伦理学要求。

１．４　仪器与试剂　（１）台式离心机购自德国ＳＩＧＭＡ有限公

司，显微镜及光镜均由华中科技大学同济医学院附属协和医院

（湖北武汉）友情提供。ｈｔ２型Ｂｉｏｃｅｌｌ酶标仪从中国郑州博赛

生物公司购买，－７０℃冰箱为日本ＳＡＮＹＯ公司提供。（２）体

质量均一的ＢＡＬＢ／Ｃ雄性小鼠由山东大学动物研究中心提

供，室温２５℃，湿度５０％～８０％，ＳＰＦ环境下自由饮水和采

食。ＰＢＳ磷酸盐缓冲液由 Ｈｙｃｌｏｎｅ提供；细胞培养箱购自

ＨｅｒａｒｕｓＳｅｐａｔｅｃｈ公司。ＤＭＥＭ 培养液、胎牛血清（ＦＢＳ）和

ＰＢＳ均购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ；健康纯种的ＢＡＬＢ／Ｂ小鼠由中科院某研

究所友情赞助。

１．５　方法

１．５．１　动物模型的建立及分组　（１）本实验 ＴＲＡＬＩ动物模

型构建进行且某些操作细节略有修改。将３６只实验小鼠平均

随机分为 ＴＲＡＬＩ组、正常对照组、ＥＰＣ组。ＴＲＡＬＩ组、ＥＰＣ

组各只小鼠进行１．３中阐述的模型建立；正常对照组小鼠实施

腹腔注射同体积生理盐水处理。２ｈ后将３组小鼠分别麻醉，

对ＴＲＡＬＩ组和ＥＰＣ组小鼠分离股血管并插管，内充５０％肝

素／生理盐水混合液，５～１０ｍｉｎ内移除约等于小鼠１０％血容

量的血液（约１ｍＬ），输注等体积的人血浆。（２）造模成功后约

３０ｍｉｎＴＲＡＬＩ组和正常对照组小鼠尾静脉注射１ｍＬ磷酸盐

缓冲液；ＥＰＣ组注射同体积的ＥＰＣｓ悬浮液（内含３×１０６ 个）。

（３）实验分组，取３６只ＢＡＬＢ／Ｃ雄性小鼠，随机平分为ＴＲＡＬＩ

组（狀＝１２）：腹腔注射脂多糖（ＬＰＳ），每代谢体质量用量为２

ｍｇ，２ｈ后经过静脉输注人血浆，注射量为每只１ｍＬ；ＥＰＣ组

（狀＝１２）：同上述阐述的方法进行病理性造模后，尾静脉注入１

ｍＬＥＰＣ（大约含３×１０６ 个细胞）；正常对照组（狀＝１２）：采用假

手术处理，腹腔注射相同量的生理盐水２ｈ后，静脉注入约１

ｍＬ生理盐水，尾静脉注入１ｍＬＰＢＳ磷酸盐缓冲液。

１．５．２　光镜分析小鼠肺组织病理变化　ＥＰＣ注射１２ｈ后，所

有动物均处死，取出右侧肺脏备用。灌洗完毕之后，将各个实

验组小鼠的左侧肺脏组织全部取出，分离并剔除小鼠左侧肺脏

的肺叶尖部结缔组织；生理盐水中漂洗并吸干后用体积分数约

为１０％的甲醛溶液固定肺脏组织，石蜡包埋后进行切片，使其

厚度约为５μｍ。之后采用 ＨＥ染色，在光学显微镜下观察各

组小鼠的肺脏组织的病理学变化。

１．５．３　小鼠肺组织湿干比变化　肺脏组织的湿干比变化，注

射ＥＰＣ完毕之后，取出小鼠的右侧肺脏组织，用冷生理盐水小

心冲掉肺脏表面的血迹，立刻进行右侧肺脏组织的湿质量称质

量；然后置于８０℃烘箱中进行干燥处理至恒质量，取出称右侧

肺脏组织的干质量。计算肺脏组织的湿质量与干质量的比值。

１．５．４　ＥＬＩＳＡ测定ＢＡＬＦ中ＩＬ１０、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、

肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的含量　选取各组小鼠左侧肺脏舌

叶作为灌洗部位以获取ＢＡＬＦ细胞，所有操作均参照ＢＡＬ相

关指南进行。该操作进行３～４次，随后用注射器回收，回收液

大于４０％则为成功。ＢＡＬＦ中的免疫因子采用 ＥＬＩＳＡ进行

检测。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行数据分析，

计数资料组间比较使用单因素方差（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）程序

分析，计量资料以狓±狊表示，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　小鼠肺组织病理变化　根据 ＨＥ染色切片可知，与正常

对照组小鼠肺脏组织切片比较，ＴＲＡＬＩ组小鼠肺脏组织出现

明显的充血，可见肺泡内有纤维性蛋白浸润，肺泡内出血，肺泡

间隔和支气管管壁均增厚，此外还有大量炎性细胞，如中性粒

细胞、巨噬细胞等浸润渗出，并出现增生和聚集。与 ＴＲＡＬＩ

组比较，ＥＰＣ组小鼠的肺脏组织病理学变化不明显，提示得到

显著缓解。见图１。

　　注：Ａ表示正常对照组（×２００）；Ｂ表示ＴＲＡＬＩ组（×２００）；Ｃ表示

ＥＰＣ组（×２００）。

图１　　各组小鼠肺组织病理变化

２．２　小鼠肺组织湿干比变化　各组小鼠进行肺组织湿干比结

果比较，正常对照组的湿质量较损伤后的肺组织明显减弱，湿

干比也相对较小，所以ＴＲＡＬＩ组小鼠肺组织的湿干比增高，

各组间比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。如表１、图２。

表１　　各组小鼠肺组织湿干比结果比较（狓±狊）

组别 正常对照组 ＴＲＡＬＩ组 ＥＰＣ组

湿干比 ４．２３±０．１５ ８．７４±０．２１ ６．２１±０．１２

图２　　各组小鼠肺组织湿干比结果比较

表２　　各组ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量结果比较（狓±狊）

组别 ＩＬ１０ ＩＬ１β ＴＮＦα

正常对照组 １７．１５±９．７６ １１．２８±９．８９ ４３．４１±１０．１１

ＴＲＡＬＩ组 ５９．２６±１４．１３ ３９．５１±８．１２ １１７．７０±１１．１６

ＥＰＣ组 ３３．１８±９．０３ ２２．１４±８．２１ ７０．２７±１０．２２

图３　　各组ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量结果比较

２．３　各组ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量结果比较　正常对照组

ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα３种炎性因子的含量均显著低于 ＴＲＡＬＩ
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组和ＥＰＣ组。ＥＰＣ移植后，小鼠支气管肺泡灌洗液中３种炎

性因子水平均显著低于 ＴＲＡＬＩ组，且各组间比较，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。见表２、图３。

３　讨　　论

本实验ＴＲＡＬＩ模型根据“２次打击”学说设计。该学说认

为ＴＲＡＬＩ患者在炎性状况下引起肺内炎性免疫细胞的活化；

缺血进行输血时，所输入的血液中含有某些抗体或生物活性物

质，刺激机体活化的炎性细胞释放炎性免疫因子；进而引起患

者的肺部组织损伤和呼吸衰竭［８１０］。本实验结果表明，ＴＲＡＬＩ

组小鼠肺部发生明显病变，与正常对照组比较，肺部充血，间隔

变宽，有纤维性黏液浸润，炎性细胞渗出聚集等，提示建模

成功。

ＥＰＣ主要来源于骨髓，是循环中特征性祖细胞之一，可迁

移归巢到血管新生部位增殖、分化为新的血管。目前在改善心

肌缺血、肢体缺血、促进肺部血管损伤重建等方面表现出良好

的疗效。近年来，其在修复肺部损伤等方面的研究逐渐增加，

取得满意结果。国内外大量研究显示，发生急性肺损伤后机体

外周血中的ＥＰＣ数量显著上升，这是由于发生组织损伤后，机

体内多种趋化因子或信号分子通过信号转导通路动员ＥＰＣ释

放出骨髓并参与肺损伤的修复。ＥＰＣ进入外周血之后，经过

干细胞因子、集落刺激因子等多种活性因子的活化或刺激向组

织损伤部位归巢，到达靶组织之后，ＥＰＣ将开展损伤修复工

作。主要机制包括：分化为新的血管并改善肺部血管内皮功能

和结构，维系屏障的完整性并重塑肺部正常的生理结构；通过

抑制ＮＦκＢ等信号转导通路，进而降低ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα

等炎性介质水平，缓解炎性反应；提高损伤部位抗氧化体系的

活性，抑制氧化应激对损伤部位的伤害。

本研究结果证实，静脉移植ＥＰＣ可改善ＴＲＡＬＩ组小鼠的

肺部病理损伤，缓解肺水肿，降低炎性因子水平。这可能是通

过上述ＥＰＣ归巢定植并发挥其修复急性肺损伤的作用而实

现。然而对于ＥＰＣ改善肺损伤方面的研究都是基于ＬＰＳ、缺

氧、油酸等诱导的ＴＲＡＬＩ模型，针对ＴＲＡＬＩ模型的研究还较

为缺乏。本实验初探了ＥＰＣ移植对ＴＲＡＬＩ的作用，结果表明

ＥＰＣ可以保护肺部因“２次打击”造成的损伤，缓解炎性反应，

但是其分子机制还有待进一步验证。

参考文献

［１］ 张志永，高艳，黄宇光．输血相关急性肺损伤的研究进展

［Ｊ］．临床麻醉学杂志，２０１３，２９（４）：４１４４１６．

［２］ 魏明，涂玲，梁颖红，等．输血相关性急性肺损伤患者免疫

调节性Ｔ淋巴细胞表达与预后的关系［Ｊ］．广东医学，

２０１３，３４（５）：７２６７２８．

［３］ 张京臣，谢慧，陈莹，等．内皮祖细胞对兔急性肺损伤血管

通透性的影响［Ｊ／ＣＤ］．中华危重症医学杂志（电子版），

２０１４，７（２）：８３８７．

［４］ 吴倩，朱佳丽，李金宝．中和ＩＬ１７Ａ对输血相关急性肺损

伤小鼠的保护作用［Ｊ／ＣＤ］．中华临床医师杂志（电子版），

２０１５，１３（８）：８３８７．

［５］ 魏明，梁颖红，刘佳，等．输血相关急性肺损伤小鼠肺组织

血管生成素２ｍＲＮＡ及蛋白表达［Ｊ］．中华实验外科杂

志，２０１５，３２（９）：２１．

［６］ 邓晓杨，徐蕾，朱晓莺，等．子宫腺肌病患者血清的ＩＬ１０、

ＩＦＮγ测定及其临床意义［Ｊ］．中国实验诊断学，２０１４，１８

（１０）：１６５７１６５９．

［７］ 张京臣，翁杰，周飞，等．内皮祖细胞对急性肺损伤保护作

用的研究进展［Ｊ／ＣＤ］．中华细胞与干细胞杂志（电子版），

２０１４，４（３）：２１７２２１．

［８］ ＣｈｅｎｇＹ，ＪｉａｎｇＳ，ＨｕＲ，ｅｔａｌ．Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｆｏｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｔｈｅｒａｐｙｉｎａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎ

ｆａｒｃｔｉｏｎ：ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＶＥＧＦＰＩ３Ｋ／ＡｋｔｅＮＯＳｐａｔｈｗａｙ

［Ｊ］．ＡｎｎＣｌｉｎＬａｂＳｃｉ，２０１３，４３（４）：３９５４０１．

［９］ 毛梅，王健瑜，汪丽，等．内皮祖细胞对急性损伤肺组织的

抗炎作用［Ｊ］．第三军医大学学报，２０１５，２４（１２）：２４４４

２４４７．

［１０］王海峰，郭伟新，谢南姿，等．乌司他丁注射液改善急性肺

损伤兔循环内皮祖细胞成血管能力及对ＰＫＢ／ｅＮＯＳ／ＮＯ

通路的影响［Ｊ］．中西医结合心脑血管病杂志，２０１４，１０

（１０）：１２５０１２５２．

（收稿日期：２０１６０８１４　　修回日期：２０１６１０２２）

（上接第５１３页）

［２］ ＢｈａｇａｖａｔｈｕｌａＶｅｎｋａｔａＳＳ，ＡｒｉｍａｐｐａｍａｇａｎＡ，Ｌａｆａｚａｎｏｓ

Ｓ，ｅｔａｌ．Ｓｙｒｉｎｇｏｍｙｅｌｉａｓｅｃｏｎｄａｒｙｔｏｃｅｒｖｉｃａｌｓｐｏｎｄｙｌｏｓｉｓ：

ｃａｓｅｒｅｐｏｒｔａｎｄｒｅｖｉｅｗｏｆｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉＲｕｒａｌ

Ｐｒａｃｔ，２０１４，５（Ｓｕｐｐｌ１）：Ｓ７８Ｓ８２．

［３］ 邹晓刚．中药、针灸、推拿、牵引综合治疗神经根型颈椎病

１９例［Ｊ］．中国现代药物应用，２０１２，６（３）：４２４３．

［４］ ＷａｎｇＣ，ＴｉａｎＦ，ＺｈｏｕＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｃｅｒｖｉｃａｌ

ｓｐｏｎｄｙｌｏｓｉｓｄｅｃｒｅａｓｅｓｗｉｔｈａｇｉｎｇｉｎｔｈｅｅｌｄｅｒｌｙ，ａｎｄｉｎ

ｃｒｅａｓｅｓｗｉｔｈａｇｉｎｇｉｎｔｈｅｙｏｕｎｇａｎｄａｄｕｌｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ：ａ

ｈｏｓｐｉｔａｌｂａｓｅｄｃｌｉｎｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＩｎｔｅｒｖ Ａｇｉｎｇ，

２０１６，１１（５）：４７５３．

［５］ 王会刚，宋全生，朱祥兰．针灸推拿加中药湿热敷治疗神

经根型颈椎病１２０例临床观察［Ｊ］．航空航天医学杂志，

２０１４，１２（５）：６２９６３１．

［６］ 刘洋，肖飞．针灸罐并用治疗颈椎病临床研究［Ｊ］．中医学

报，２０１３，２８（２）：２９５２９６．

［７］ 沙志静．针灸推拿配合中药治疗神经根型颈椎病的临床

疗效分析［Ｊ］．现代诊断与治疗，２０１２，２３（１０）：１６４４１６４５．

［８］ 林穗双．推拿配合针灸治疗椎动脉型颈椎病疗效观察

［Ｊ］．中医临床研究，２０１３，１０（１）：３９４０．

［９］ 刘亮，李曦光，徐蓉．运动疗法联合推拿治疗颈椎病的临

床效果观察［Ｊ］．检验医学与临床，２０１５，１１（２４）：３７２６

３７２７．

［１０］付忠全．颈椎硬膜外置管注射臭氧联合复方倍他米松治

疗颈椎病［Ｊ］．检验医学与临床，２０１４，１１（８）：１０８７１０８８．

［１１］邱建文，王禹燕，麦少云，等．杨刺风池法对椎动脉型颈椎

病血流动力学的影响［Ｊ］．广州中医药大学学报，２０１３，３０

（２）：１７９１８０．

［１２］胡兆斌．中医药治疗椎动脉型颈椎病临床与实验研究

［Ｊ］．长春中医药大学学报，２０１３，２９（１）：１０９１１１．

（收稿日期：２０１６０８１６　　修回日期：２０１６１０２４）

·６１５· 检验医学与临床２０１７年２月第１４卷第４期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．４


