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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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（１．山东省济南市血液供保中心检验科　２５０００１；２．山东省千佛山医院消化内科，济南２５００１４）

　　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（ＩＬ１０）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）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ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量均显著高于正常对照组和ＥＰＣ组（均犘＜０．０５），ＥＰＣ组ＢＡＬＦ中ＩＬ１０、ＩＬ１β、

ＴＮＦα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
［１２］。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（ＩＬ１０）等炎性因子大量渗出，引发机体

的急性肺部损伤［３４］。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［５６］。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ＩＬ１０、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、

肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）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（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）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ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量结果比较（狓±狊）

组别 ＩＬ１０ ＩＬ１β ＴＮＦα

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ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量结果比较

２．３　各组ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量结果比较　正常对照组

ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα３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［８１０］。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ＮＦκＢ等信号转导通路，进而降低ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＴＮＦα

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。
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