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【摘要】目的探讨输血相关急性肺损伤(TRALI)时血浆和肺组织中血管生成素一2(Ang一2)

的表达及其意义。方法选择60只SD大鼠，按随机数字表法分为生理盐水(NS)对照组、脂多糖

(LPS)对照组、TRALI模型组、急性肺损伤(ALl)对照组，每组15只。采用“LPS一血浆二次打击”法复

制TRALI大鼠模型。NS对照组腹腔注射NS 2 mL，移除大鼠血液1 mL后输注等体积NS。LPS对照

组大鼠腹腔注射2 mg／kg LPS(1 min内注完)1 mL 2 h后静脉输注等体积NS。TRALI模型组腹腔注射

2mg／kgLPS 1 mL，2 h后静脉输注血浆1 mL。ALI对照组静脉输注5mCkgLPS 1 mL诱导ALI。制模完

成后处死大鼠取肺组织观察病理学改变并进行肺损伤评分；取支气管肺泡灌洗液(BALF)检测细胞总

数、中性粒细胞比例(NEUT)；用蛋白质免疫印迹试验(Western Bolt)检测血浆中Ang一2蛋白表达；免

疫组化法观察肺组织中Ang一2阳性表达；实时荧光定量反转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测大鼠肺

组织中Ang一2 mRNA表达水平。结果光镜下可见，Ns对照组大鼠肺组织结构清楚，肺泡壁结构完整，

肺泡内未见炎性细胞渗出及肺泡萎陷，肺泡间隔均一无增宽；LPS对照组肺泡间隔轻度增宽、有少量炎

性细胞浸润；TRALI模型组肺泡间隔增宽、中等量出血并有较多炎性细胞浸润；ALl对照组肺内大量

炎性细胞浸润，间质水肿加重，伴出血、微血栓及灶性肺不张。ALI对照组、TRALI模型组血浆Ang一2

蛋白和肺组织Ang一2mRNA表达均显著高于Ns对照组、LPS对照组[Ang一2蛋白(灰度值)：0．58±0．09、

0．43±0．07比0．12_+0．03、0．20+0．05，Ang一2 mRNA(2。A“‘)：0．39±0．10、0．29+0．09比0．10+0．05、

O．16±O．04，P均<0．01]；ALI对照组、TRALI模型组BALF细胞总数(×106／L：361±78、310±76比

101±63、165±65)、NEUT(0．396±0．125、0．335±0．115比0．098±0．035、0．114±0．041)均明显高于NS

对照组和LPS对照组(P均<0．05)；ALI对照组、TRALI模型组病理学评分、肺湿重／体重比值和动脉

血氧分压(PaO：)均显著高于NS对照组和LPS对照组(P均<0．05 o ALl对照组与TRALI模型组各项

指标比较差异无统计学意义(P均>0．05 o结论TRALI大鼠肺组织和血浆中Ang一2的表达升高，提

示Ang一2可能参与了TRALI病理生理过程。

【关键词】肺损伤，急性，输血相关；血管生成素一2；脂多糖；血浆

Expression of angiopoietin-2 in plasma and lung tissue of rats with transfusion-related acute lung

injury

GONG Yan-jie，WEI Ming，TU Ling，LIU Jia，LIANG Ying—hong，ZHANG Yi—hua，YANG Lu．Department of

Transfusion，the Fifth Affiliated Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou 450052，China

【Abstract】objective To study the expression of angiopoietin-2(Ang-2)in plasma and lung

tissue of rats with transfusion—related acute lung injury(TRALI)and its significance．Methods Sixty

Sprague—Dawley(SD)rats were randomly divided into normal saline(NS)control group，lipopolysaccharide

(LPS)control group，TRALI model group，and acute lung injury(ALI)control group，with 1 5 rats in each

group．The rat model of TRALl was reproduced by”LPS-plasma two-hit”method．The rats in NS control

group were intraperitoneally injected 2 mL NS。the same volume of NS was intravenously injected after l mL

blood collection．The rats in LPS control group were intraperitoneally injected 2 mg／kg LPS l mL within

1 minute，and the same volume of NS was intravenously injected 2 hours later．The rats in TRALI model
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group were chMlenged by intraperitoneal injection of 2 mg／kg LPS 1 mL at 2 hours before the transfusion of

1 mL plasma．The rats in ALI control group were challenged by intraperitoneal injection of LPS 5 mg／kg to

reproduce the model of ALI．The lung tissues were harvested to observe the pathological changes，and lung

injury score was evaluated．The total cells and neutrophils(NEUT)in bronehoalveolar lavage fluid(BALF)were

determined．Western Blot was used to detect Ang-2 protein expression in plasma，and immunohistochemical

method was used to detect Ang-2 positive expression in lung tissue．The real—time fluorescent reverse

transcription—quantitative polymerase chain(RT-PCR)was used to detect Ang一2 mRNA expression in

the lung tissue．Results Under the light microscope，rat lung tissue structure in the NS control group was

clear，the alveolar wall was intact，no alveolar exudate，alveolar collapse or inflammatory cells in alveolar

septum was found，and alveolar septum did not increase．The alveolar septum was widened slightly in LPS

control group，a small amount of inflammatory cell infiltration was found．The alveolar septum，moderate

bleeding and more infiltration of inflammatory cells were found in TRALI model group．Lung inflammatory

infiltration，interstitial edema，hemorrhage，micro—thrombosis and focal atelectasis were found in the ALI

control group．Compared with NS control group and LPS control group，Ang-2 protein expression in plasma and

Ang一2 mRNA expression in the lung tissue were significantly increased in ALI control group and TRALI

model group[Ang-2 protein(gray ralue)：0．58±0．09，0．43±0．07 VS．0．12±0．03，0．20+0．05，Ang一2 mRNA

(2—666'：o．39±o．10，0．29±o．09 VS．o．10+0．05，o．16±0．04，P all<0．011．The total cells【total ceils(x 106／L：

361±78，310±76 VS．101±63，165±65)and NEUT(0．396±0．125，O．335±0．115 VS．0．098±O．035，

0．114+0．041)】inBALF ofALI control group andTRALImodelgroupwere significantlyhigherthanthose ofNS

control group and LPS control group(P all<0．05)．The pathological score，wet lung weight／body weight ratio and

arterial partial pressure of oxygen(Pa02)in ALl control group and TRALI model group were significantly higher

than those of NS control group and LPS control group fP all<0．05)．There were no significant differences in

above parameters between AU control group and TRALI model group fP all>0．05)．Conclusions Expression

of Ang-2 in the lung tissue and plasma were increased in rats with TRALI．Ang-2 may be involved in the

TRALI pathophysiolo百cal process．

【Key words】Transfusion—related acute lung injury；Angiopoietin-2；Lipopolysaecharide；Plasma

随着血液采集、血制品制备过程中消毒灭菌

技术的提高和操作规程的不断完善，多数输血相关

并发症已得到了较满意的控制。但免疫相关性输

血并发症问题却日益突出⋯，输血相关急性肺损

伤(TRALI)就是其中之一，TRALI通常发生于输血

期间或输血后6 h内，以急性缺氧和非心源性肺水

肿为特点，因其病死率高而越来越受到重视o 2-3],但

TRALI的发病机制目前尚不明确。

血管生成素(Ang)在炎症和血管动态平衡中

扮演着重要的角色，被认为可能具有前炎性介质的

作用¨J，在急性肺损伤(ALI)过程中发挥着重要作

用b。6]，但其在TRALI发病中的作用尚不清楚。研

究表明，脂多糖(LPS)诱导的小鼠ALI程度与剂量

和时间呈正相关⋯。

本研究通过“LPS一血浆二次打击法”¨o建立

TRALI大鼠模型，观察Ang一2在TRALI肺组织中表

达水平的变化，探讨Ang一2在介导TRALI大鼠肺损

伤中的作用。

1材料与方法

1．1实验动物及材料

1．1．1实验动物6。7周龄雄性SD大鼠180只，

体重(235±25)g，无特定病原体条件下饲养，标准

颗粒饲料、饮水、垫料及一切物品均经无菌处理。

1．1．2主要材料实时荧光定量反转录一聚合酶

链反应(RT—PCR)检测仪、SybrGreen PCR混合液

(美国ABI公司)；低温高速离心机(美国Beckman

公司)；一80℃冰箱(日本SANYO公司)；电热恒温

水浴箱(上海净化设备有限公司)；LPS(美国Sigma

公司)；氯胺酮(福建古田药业有限公司)；蛋白质

免疫印迹试验(Western Bolt)检测试剂(上海生物工

程技术服务有限公司)；第1链cDNA合成试剂盒、

TRIzol试剂、氯仿、异丙醇(美国BBI公司)；无水

乙醇(上海生物工程技术服务有限公司)。

1．2动物模型制备及处理将60只SD大鼠按随

机数字表法分为生理盐水(NS)对照组、LPS对照

组、TRALI模型组、ALI对照组，每组15只。参照
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文献[8]方法采用“LPS一血浆二次打击”法复制

TRALI模型。①NS对照组经腹腔注射NS 2 mL，并

移除大鼠血液1 mL后输注等体积NS。②LPS对照

组经大鼠腹腔注射LPS 2 rag／ks(1 min内注完)1 mL

2 h后输注等体积NS。③TRALI模型组腹腔注射

LPS 2 mg，kg(1 min内注完)l mL，回笼后2 h，腹腔

注射氯胺酮80 mg／kg麻醉大鼠分离股血管并插管，

内充50％肝素一NS混合液，5。10 min内移除约大

鼠10％血容量的血液(1 mE)，再输注1 mL血浆，输

注速度为≤4 mL／h。④ALl对照组：移除约为大鼠

10％血容量的血液(1 mL)后输注1 mL5 mCkgLPS。

各组大鼠取血浆一80℃冰箱保存备用。

1．3伦理学本实验中动物处置方法符合动物伦

理学标准。

1．4观察指标及方法

1．4．1血浆制备参照文献[9一10]方法，无菌条件

下采集120只SD大鼠全血1．5 U(1 U含全血150mL

及枸橼酸钠、枸橼酸、葡萄糖、腺嘌呤与磷酸二氢钠

混合制成的灭菌水溶液45 mE)，(4±2)℃储存28 d

后，3 000 r／min(离心半径10 cm)分离血浆100 mL，

无菌条件下分装100份，每份1 mL，一80 oC保存备

用，输注前将血浆56℃水浴30 min。

1．4．2肺组织相关指标检测及病理学观察腹腔

注射0．35 mg／kg水合氯醛麻醉大鼠后开胸，暴露心

肺，右心室采血处死动物，左心室取血，检测动脉血

氧分压(PaO：)；取左肺称重，计算肺湿重／体重比

值；取支气管肺泡灌洗液(BALF)，检测细胞总数及

中性粒细胞比例(NEUT)；取右肺石蜡包埋，苏木

素一伊红(HE)染色，光镜下观察肺组织病理损伤

程度，并按Mikawa等⋯1方法进行肺损伤评分：按

肺泡充血、出血、肺泡腔或血管壁中性粒细胞浸润

或聚集、肺泡壁增厚和(或)透明膜形成4项指标，

分别依病变程度评分：0分为无病变或非常轻微；

1分为轻度病变；2分为中度病变；3分为重度病变；

4分为极重度病变。各项评分相加为AU总评分。

1．4．3 Western Blot检测血浆Ang一2蛋白表达

从血浆中提取总蛋白，取50嵋蛋白质行十二烷基

硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)后转

移到硝酸纤维素膜上。将膜放入含50玑脱脂奶
粉的磷酸盐吐温缓冲液(PBS—T)中封闭，4℃过夜

后用PBS—T洗膜3次，每次10 min；然后加入一抗

(1：500 Ang一2)、B一肌动蛋白(B—actin，l：1 000)

37℃孵育2 h；除去一抗，用PBS—T洗膜3次，每

次10 min；然后加入与一抗相应的二抗(1：2 000)

37℃孵育2 h；用PBS-T洗膜3次，每次10 min；最

后用电化学发光法(ECL)进行检测，压片、显影、定

影，胶片进行图像分析。以目的蛋白与B—actin的

灰度值比值作为目的蛋白的表达量。

1．4．4免疫组化链霉素一亲和素一生物素一过氧

化物酶(SABC)法检测肺组织Ang-2阳性表达浓

缩型Ang-2兔抗鼠多克隆抗体、SABC试剂盒及

3，3’一二氨基联苯胺(DAB)显色试剂盒均购自中杉

金桥生物技术有限公司，操作严格按说明书进行。

1．4．5实时荧光定量RT—PCR检测肺组织Ang一2

mRNA表达采用TRIzol方法提取细胞总RNA。

cDNA合成RT—PCR前使用DNA Eraser去除基因组

DNA，纯化的RNA反转录合成cDNA，反转录体系

20止。各样品目的基因和管家基因全部进行实时

荧光定量PCR，采用SYBRGreen法。引物设计参

照Genebank的基因序列和Primerbank的推荐，

Ang_2扩增产物大小236 bp，上游引物：5'-TrCGGA

CTCTGTCACAAGCAA一3’，下游弓l物：5'-ACAAGAC

GGAACAACGAACTG一3’；B—actin扩增产物大小

229 bo，上游引物：5’—CGrAAAGAC[胍臌TGOCAACA-3I；

下游引物：5'-CGGACTCATCGTACTCCTGCT一3’。引

物由上海英骏生物技术有限公司合成。每个样品按相

同条件重复3次，与管家基因B-actin均一化以消除

误差后取平均值，用TA△Q法计算基因表达水平。

1．5统计学方法采用SPSS 17．0统计软件分

析数据，正态分布的计量资料以均数±标准差

(孑±s)表示，多个样本均数采用单因素方差分析

(one—way ANOVA)，方差齐时采用Bonferroni法进行

多重比较，方差不齐时采用Welch分析；P<0．05为

差异有统计学意义。

2结果

2．1各组肺组织病理学观察光镜下可见，NS对

照组大鼠肺组织结构清楚，肺泡壁结构完整，肺泡内

未见炎性细胞渗出及肺泡萎陷，肺泡间隔均一无增

宽；LPS对照组肺泡间隔轻度增宽，有少量炎性细

胞浸润；TRALI模型组肺泡间隔增宽、中等量出血

并有较多炎性细胞浸润；ALl对照组肺内大量炎性

细胞浸润，间质水肿加重，伴出血、微血栓及灶陛肺

不张。见图1。表1显示，ALI对照组和TRALI模

型组肺组织病理学评分明显高于NS对照组及LPS

对照组(P均<0．05)；而ALI对照组与TRALI模型

组比较差异无统计学意义(P均>0．05 o
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2．2各组肺湿重／体重比值和PaO，比较Au对

照组和TRALI模型组大鼠肺湿重／体重比值显著高

于NS对照组和LPS对照组(P均<0．05)，同时伴有

换气功能的障碍，表现为PaO：降低(P均<O．05)；

而ALI对照组与TRALI模型组比较差异无统计学

意义(P均>0．05 o见表1。

表1各组大鼠肺湿重／体重比值、PaO：
及肺组织病理学评分比较(i+s)

删冀筹肺湿甜重
Pa02 病理学评分

(mmHg) (分)

注：与Ns对照组比较，ap<0．01；与鹏对照组比较，bp<0．05；
1 mmHg=O．133 kPa

2．3各组BALF细胞总数和NEUT比较ALl对照

组和TRALI模型组BALF细胞总数及NEUT均显

著高于NS对照组和LPS对照组(均P<0．05)；而

AU对照组与TRALI模型组比较差异无统计学意

义(均P>0．05 o见表2。

表2各组大鼠BALF细胞总数和NEUT比较(互±s)

组别 动物数(只)细胞总数(×106／L) NEUT

注：与NS对照组比较，ap<0．01；与LPS对照组比较，bp<0．05

2．4各组血浆Ang一2蛋白表达比较ALI对照组

和TRALI模型组大鼠血浆Ang一2蛋白表达均显著

高于NS对照组及LPS对照组(P均<0．01)；而NS

对照组与LPS对照组血浆Ang一2蛋白表达比较差

异无统计学意义(P>0．05)。见表3和图2。

表3各组大鼠血浆Ang一2蛋白和肺组织

Ang一2 mRNA表达比较(五±s)

注：与NS对照组比较，ap<0．01；LPS对照组比较，6P<0．01

NS对照组LPS对照组TRALI模型组 A LI对照组

Ang一2 一一■—I『●—●，

-arlin●--_●—-●—_
图2 westerm B1m检测m浆Ang一2蛋白表达

2．5各组肺组织Ang_2蛋白表达比较NS对照

组和LPS对照组支气管上皮细胞、内皮细胞、平滑

肌细胞均有Ang一2表达，而肺泡腔内无异常表达；

TRALI模型组和ALI对照组Ang一2除与NS对照组

相同部位的表达之外，TRALI模型组在支气管上皮

细胞存在高表达，甚至黏膜下层有表达，肺泡腔内巨

噬细胞高表达Ang一2；ALI对照组肺泡腔内巨噬细

胞Ang一2表达增高，在血管外膜和浸润巨噬细胞亦

存在Ang一2高表达。见图3。

2．6各组肺组织Ang一2 mRNA表达比较Au对

照组和TRALI模型组大鼠肺组织Ang一2 mRNA表

达均显著高于NS对照组及LPS对照组(P均<0．01)；

而NS对照组与LPS对照组比较差异无统计学意义

(P>O．05 o见表3。

3讨论

关于TRALI的机制有多种学说，“二次打击学

说”对TRALI发病机制的解释较为合理：第一次打

击是患者输血当时的临床病理状态(如脓毒症、近

期外科手术、大量输血)，这种状态导致循环中的中

性粒细胞(PMN)被激活并隐蔽在肺内¨2J；呼吸系

统细菌感染患者PMN体积参数的变化可为临床诊

断呼吸系统疾病起到很好的提示作用o
13

J。第二次

打击是输入含白细胞抗体血液和(或)含生物活性

～

●他

。¨
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图3免疫组化法检测肺组织Ang一2阳性表达NS对照组支气管上皮细胞、内皮细胞rl『见Ang一2阳性表达(A—B)。肺

泡腔无Ang一2阳性表达((：)；LPS对照组支气管L皮细胞、平滑肌细胞、支气管黏膜下层可见Ang一2蛋白表达(D～E)，

啼泡腔无Ang一2阳性表达(r)；TRALI模型组支气管I：皮细胞、肺池腔、支气管黏膜下层可见Ang一2阳性表达(G～I)；

ALl对照组支气管上皮细胞、怖泡腔、血管内皮细胞和浸润巨噬细胞均可见Ang一2阳性表达(J—L)箭头所示为

Ang一2蛋F1表达(SABC高倍放大)

脂质的库存血，与受者白细胞发生反应并激活补体，

肺微血管内皮细胞Fc-y受体引起PMN在肺微血管

内黏附、聚集和滞留o 14-15]。PMN的脱粒产物导致肺

微血管内皮损伤和通透性增加，肺微血管渗漏使液

体和蛋白质渗入肺泡及间质中，发生渗透性肺水肿，

从而影响气体交换，出现低氧血症，引起TRALI的

临床表现。有关动物实验也证实TRALI依赖于机

体基本情况的严重程度以及所输注的血液制品¨6|。

危重患者往往有着可能激活PMN的基础条件，“二

次打击学说”或许能够解释TRALI在这类人群中的

高发病率‘1 7|。

PMN于肺内大量积聚可能是导致TRALI的关

键，但PMN聚集扣留于肺内的机制尚不清楚¨8|。

张如愿等¨钊对Ang一2在脓毒症和ALI／急性呼吸窘

迫综合征(ARDS)中作用的相关研究进行综述，认

为Ang_2动态变化的研究将为针对Ang一2进行特

异性干预的时机提供基础，此外，由于可溶性Tie一2

具有与Ang一1、Ang一2结合的能力，因此需要进一

步在临床研究中检测可溶性Tie一2水平，以加深对

Ang／Tie一2系统在危重症中作用的理解。钟明媚

等¨叫采用前瞻性观察性研究方法，通过检测53例

ARDS患者血浆Ang一2浓度，探讨Ang一2在ARDS

诊断及预后判断中的意义。结果显示，ARDS患者

血浆Ang一2水平显著升高，当Ang一2的最佳临界值

为1．79一L时，诊断ARDS的特异度为90．0％，敏
感度为92．5％，可以作为肺损伤病情严重程度判断

和预后评估的辅助指标。齐志江等心川前瞻性序贯

收集肠道病毒7l型(EV71)感染性肺水肿患儿和

EV71感染无肺水肿患儿各20例，观察EV71感染

患儿肺水肿的临床特点及血清Ang一2的变化，探讨

Ang一2与肺水肿发生的关系。结果显示，EV71感染

性肺水肿患儿肺水中富含蛋白，且血清及肺水中均

高表达Ang一2，Ang一2可能参与肺部血管渗漏、肺水

肿的发病过程。还有研究表明，Ang／Tie一2系统在炎

症反应、内皮细胞活化及炎性细胞渗出中起重要作

用∽2|。Fiedler等№31向小鼠腹腔注入金黄色葡萄球

菌，收集腹腔灌洗液显示Ang一2基因缺陷鼠未能有

效地招募PMN，炎症反应减轻。Lemieux等∽4发现，

Ang_2可诱导人脐静脉内皮细胞P选择素的定位，

而Ang一2可以激活PMN的Tie一2，增强其黏附能力，

说明Ang一2在介导PMN渗出方面其有重要作用。

本研究肺组织病理学显示，TRALI模型组肺组

织中有大量PMN浸润，可见肺泡壁增厚、充血、肺

泡萎陷、肺水肿等ALI的病理改变；同时伴有换气

功能障碍，表现为氧分压降低；BALF细胞总数和

NEUT较Ns对照组和LPS对照组增加；免疫组化

结果证实，肺泡腔内、支气管黏膜下层及大动脉、静

脉外膜存在Ang一2表达的PMN和巨噬细胞，表明

Ang一2厂I’ie一2可能与TRALI发病过程中PMN的浸

润和炎症反应有关，由此可以推测，在TRALI病理

生理过程中Ang一2可能发挥了一定作用，但其是否

参与了TRALI肺毛细血管通透性增加的机制，尚待

进一步探讨。

Ang-2能与血管内皮细胞上的Tie一2受体相结

合，导致血管失稳、增加血管渗漏、上调内皮对血管

内皮生长因子和细胞因子的反应，从而引起肺血管
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内皮细胞损伤，连续性破坏。本研究Western B10t

和RT—PCR结果显示，ALI对照组和TRALI模型

组Ang一2表达较NS对照组和LPS对照组明显升

高。也有资料显示TRALI模型组大鼠血浆Ang一2

表达明显高于正常对照组汹1；Gallagher等涵1发

现Ang一2是肺损伤时内皮屏障破坏的重要细胞因

子，体外应用患者血浆可破坏内皮细胞屏障，且破

坏程度与血浆Ang一2水平相关；体外单独应用重组

Ang一2也可破坏内皮屏障功能和结构，过度增高的

Ang-2水平可增加肺泡通透性。Ang一2基因敲除的

大鼠可以避免高氧所致的ALI№J，由此可以推测，肺

血管内皮细胞损伤可能参与了TRALI的病理生理

过程。

综上所述，通过“LPS一血浆二次打击”的方法建

立TRALI模型，大鼠血浆Ang一2蛋白表达和肺组织

Ang～2基因表达增高，免疫组化发现肺泡腔和血管

及小气道周围炎症区有大量Ang一2在PMN和巨

噬细胞表达，同时炎症附着区内皮细胞表达Ang一2

增强，说明Ang一2可能参与了TRALI的病理生理过

程，但其在TRALI发病过程中的具体作用机制尚有

待进一步深入研究。
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