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肝移植急性肺损伤患者围手术期血清细胞因子的
比较蛋白组学分析

郭娜 黑子清庞红宇

【摘要】 目的 分析肝移植围手术期急性肺损伤(ALl)的细胞因子表达特点，以期为筛选肝移植ALI的

早期标志物和早期治疗靶点奠定基础。方法 乙型肝炎肝硬化行同种异体原位肝移植术后发生ALI男性患

者4例，术前无肺、肾、脑等重要脏器异常，术中尿量、出血量、腹水量、血制品输入量、手术时间、无肝期时间及

血管活性药物用量、利尿药使用情况及循环情况等差异无统计学意义。采集麻醉后、新肝3 h、新肝24 h的血

清，利用RayBioq3人抗体芯片试剂盒分析细胞因子的表达特点。结果与健康者比较，肝移植ALI患者在麻醉

后就已有部分细胞因子表达增强，包括白细胞介素(IL一3、IL一6、IL一12 p40、IL一12 p70)、单核细胞趋化蛋白2

(MCP一2)、巨噬细胞集落刺激因子(M—CSF)、7一干扰素诱导单核因子(MIG)、巨噬细胞炎性蛋白一la(MIP-la)、

可溶性肿瘤坏死因子受体I(sTNFR I)，其中尤以sTNFRⅡ表达上调的幅度大，正常T细胞表达和分泌因

子(RANTES)、血小板衍化生长因子一BB(PDGF—BB)表达明显下调。在新肝3 h时表达上调的细胞因子种类

有所增加，其中尤以IL一12 p70、sTNFR I、sTNFRⅡ表达上调的幅度较大；RANTES、PDGF—BB、IL—la表达

明显下调。在新肝24 h时表达上调的细胞因子种类和程度大幅增加。与新肝3 h相比，新肝24 h嗜酸粒细胞

选择性趋化因子(eotaxin)、IL—la、IL一1／3、IL一4、IL一15、MCP一2表达明显上调，IL一3、IL一6表达上调的幅度大，

IL一2表达上调幅度最大。结论在麻醉后、新肝3 h、新肝24 h分别有不同的炎症因子表达减弱或增强，且表

达增强的幅度不同，某些因子的变化可能是重要的早期标志物和治疗靶点，提示需要进行大样本研究。
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[Abstract] Objective To investigate the characteristics of serum cytokine expression in acute lung

injury(ALl)patients in peri—operative stage of liver transplantation with the aim of setting the basis for

screening the early markers and treatment targets of ALI．Methods Four male patients with ALI occurring

in peri—operative stage of liver transplantation for hepatitis B liver cirrhosis，with no lung，renal，or brain

abnormality，without difference inclinical findings(urine volumn，blood lOSS，ascites，amount of blood

transfusion，operation time，anhepatic time，the use of vaso—active drugs，diuretics and condition of

circulation)were included for study．Blood was taken after anesthesia，3 hours and 24 hours after new liver．

RayBi护human antibody array was used to analyze the cytokine expression．Results Compared with healthy

people， in the patients with ALI in peri—operative stage of liver transplantation， upregulation of some

cytokines appeared as early as after anesthesia，including interleukins(IL一3，IL一6，IL一12 p40，IL一12 p70)，

monocyte chemoattractant protein-2(MCP一2)，macrophage—colony stimulating factor(M—CSF)，monokine

induced by interferon一7(MIG)，macro—phage inflammatory protein—la(MIP—la)，soluble tumor necrosis

factor receptor I(sTNFR I)，especially sTNFRⅡwhich showed even stronger expression，while normal

T cells expression and secretory factor(RANTES)and platelet—derived growth factor—BB(PDGF—BB)

showed downregulation in expression．Some more cytokines showed upregulation in expression at neohepatic

3 hours。especially IL一12 p70，sTNFR I，sTNFRⅡshowed upregulation，while RANTES，PDGF—BB and

IL—la showed downregulation in expression．The number of cytokines showing upregulation was

significantly increased at neohepatic 24 hours．Compared with those at neohepatic 3 hours，eotaxin，IL一1a，

IL一18，IL一4，IL一15，MCP一2 showed significantly higher upregulation at neohepatic 24 hours，and among

them IL一3 and IL一6 especially IL一2 showed even more upregulation in expression．Conclusion There are

changes in expression of different kinds of cytokines in various extent before operation，at neohepatic 3 hours

and neohepatic 24 hours．Some of them may be considered as important early markers and treatment targets．

Further researches with large samples would be necessary to elucidate the elinieal implication．
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原位肝移植(OLT)患者术后早期肺部并发症

的比例很高，其中急性肺损伤(ALI)又是与肝移植

患者术后死亡相关的主要并发症，炎症反应在ALI

中起到了重要作用。有研究报道，在分析血清或肺泡

灌洗液中肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、自细胞介素

(IL一6和IL一8)水平后，证明炎症反应是导致肝移植

术后ALI的重要机制[1]。由于细胞因子种类繁多，

单纯研究数种细胞因子并不能完全反映肝移植ALI

患者所有细胞因子的变化规律。本研究中拟利用

RayBio圆人抗体芯片分析肝移植围手术期ALI的细

胞因子表达特点，以期为筛选肝移植ALI的早期标

志物和早期治疗靶点奠定基础。

1资料与方法

1．1病例资料：本试验在中国临床试验注册中心的

注册号为ChiCTR—PNRC一00000043，入选的患者

及健康对照者术前均签署知情同意书。选择乙型肝

炎(乙肝)肝硬化并进行同种异体OLT术后发生

ALI患者4例，ALI诊断符合文献E23标准，均为男

性，年龄30～50岁，术前无肺、肾、脑等重要脏器异

常，术中尿量、出血量、腹水量、血制品输入量、手术

时间、无肝期时间及血管活性药物用量、利尿药使用

情况及循环情况等差异无统计学意义。1例健康对

照者为33岁健康男性志愿者。

1．2麻醉方法：麻醉前肌肉注射(肌注)苯巴比妥和

阿托品。患者人手术室后面罩吸氧，常规监测心电

图、无创动脉血压及脉搏血氧饱和度，建立静脉通

路。用咪唑安定、异丙酚、维库溴铵和芬太尼联合诱

导麻醉，气管插管后行机械通气；呼气末二氧化碳分

压(PETC02)维持在35～45 mm Hg(1 mm Hg一

0．133 kPa)；行右锁骨下静脉穿刺，置人双腔管，用

于输血、补液及给药；行右颈内静脉穿刺，置于

Swan—Ganz漂浮导管，连接连续心排量监测仪，吸

入七氟醚维持麻醉，维库溴铵维持肌松，术中酌情追
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加芬太尼。使用液体加温器和充气式加温毯实行全

身加温，维持体温在36～37℃。手术各期持续泵人

多巴胺以利于肾功能保护。

1．3检测指标及方法：分别于患者麻醉后(术前)、

新肝3 h、新肝24 h从右锁骨下静脉置管取血，制备

血清标本，经BCA蛋白质定量试剂盒进行蛋白定

量，按照RayBio①人抗体芯片试剂盒操作流程进行

封闭和孵育、检测、图像采集，分析细胞因子的表达

特点，并与健康者比较。

1．4统计学分析：X线胶片曝光后，将胶片上的图

像用扫描仪扫描，用ScanAlyze软件转化为数字型

数据(原始数据)，然后减去Blank值做修正，并用

POS做标准化，进行比较分析。

2结果

2．1 RayBid日人抗体芯片的40个细胞因子分布情

况(表1)：每个细胞因子重复检测两遍，并设阳性对

照、阴性对照和空白对照组。

2．2健康者及肝移植围手术期发生ALI患者的血

清细胞因子检测结果(图1)：与健康者比较，麻醉后

肝移植ALI患者RANTES、PDGF—BB表达明显下

调，而细胞因子IL一3、IL一6、IL一12 p40、IL一12 p70、

MCP一2、M—CSF、MIG、MIP—la、sTNFR I表达明显

上调，尤以sTNFRⅡ表达上调的幅度大。新肝3 h

肝移植ALI患者RANTES、PDGF—BB、IL—la表达

明显下调，而细胞因子eotaxin、IL一3、IL一4、IL一6、

IL一8、IL-10、IL一12 p40、MCP一2、M—CSF、MIG、

TNF—a表达明显上调，尤以IL一12 pT0、sTNFR I、

sTNFRⅡ表达上调的幅度大。新肝24 h肝移植ALI

患者RANTES、PDGF—BB表达明显下调，而细胞因

子IL一8、IL一15、IL一16、MIP一1口、TNF—a表达明显上

调，尤以eotaxin、IL一1p、IL一2、IL一3、IL一4、IL一6、

IL-12 p70、MCP一2、M—CSF、MIG、MIP一1 o【、

sTNFR I、sTNFRⅡ表达上调的幅度大。

裹1 RayBio@人抗体芯片的40个细胞因子分布情况

注：Pos：阳性对照，Neg：阴性对照；eotaxin：嗜酸粒细胞选择性趋化因子，GCSF：粒细胞集落刺激因子，GM—CSF：粒一巨噬细胞集落刺激

因子，ICAM一1：细胞间黏附分子一1 IFN～7：Y-干扰素：I-309：过敏性C—C化学激活受体R8的配体，II。～6sR：白细胞介素一6可溶性受

体a，IP一10：7-干扰素诱生蛋白一10，MCP一1：单核细胞趋化蛋白1，M—CSF：巨噬细胞集落刺激因子，MIG：7-干扰素诱导单核因子，

MIP—la：巨噬细胞炎性蛋白一la，RANTES：正常T细胞表达和分泌因子，TGF一61：转化生长因子一B1，sTNFR I：可溶性肿瘤坏死因

子受体I，PDGF—BB：血小板衍化生长因子一BB，TIMP一2：金属蛋白酶组织抑制因子2，Blank：空白对照
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①：健康者；②麻醉后(术前)；③新肝3 h；④新肝24 h；

r]框为下调，i：框为上调，-框为显著上调

图1 RayBio①人抗体芯片检测肝移植围手术期

ALI患者各时期与健康者血清细胞因子变化的比较

2．3肝移植ALI患者不同时期血清细胞因子比较

(图2～3)：新肝3 h与麻醉后相比细胞因子IL一8、

IL一10、IL一16、TNF—a、sTNFR I表达明显上调，

eotaxin、eotaxin一2、GCSF、IL一6、IL一12 p70表达上调

的幅度大。新肝24 h与麻醉后相比细胞因子IL一1a、

IL一1B、IL一8、IL一12 p70、IL一16、IP一10、MCP一2、

M—CSF、TNF—a、sTNFR I表达明显上调，eotaxin、

eotaxin一2、IL一2、IL一3、IL一4表达上调的幅度大，IL一6

表达上调的幅度最大。新肝24 h与新肝3 h相比细

胞因子eotaxin、IL一1a、IL一16、IL一4、IL一15、MCP-2表

达明显上调，IL一3、IL一6表达上调的幅度大，IL一2表

达上调的幅度最大。

①麻醉后；②新肝3 h；③新肝24 h；口框为下调，

：：框为上调，-框为显著上调，{：{框为上调幅度最大

图2肝移植围手术期ALI患者新肝3 h、24 h与麻醉后

细胞因子表达变化的比较

①新肝3 h；②新肝24 h；．框为上调，

-框为显著上调，i：；框为上调幅度最大

图3肝移植围手术期ALI患者新肝24 h与新肝3 h

细胞因子表达变化的比较
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3讨论

目前关于肝移植围手术期ALl的诊断仍主要

依据术后的血气分析、X线胸片结果和临床症状，防

治仍处于被动状态，往往是等到ALl出现时才采取

相应的措施，其结果是相当部分肝移植患者因此死

亡或治疗病程延长和费用增加。成功的早期预测、早

期诊断对后期有针对性的治疗可起到事半功倍的效

果。刘淳等[31研究发现肝移植术前测定氧自由基相

关指标可用于对高危的患者进行筛选，以提高肝移

植总体成活率。

ALl的基本病理生理改变是肺泡上皮和肺毛细

血管内皮通透性增高所致肺间质弥漫性液体渗出，

影响气体交换[4]。目前观点多认为炎症细胞被激活

释放炎症因子，引起的肺部炎症反应是主要的机

制[5]。我们以往研究已证实TNF—d、IL一6和IL一8等

水平的增高与ALI的发生呈正相关01。。本研究显

示，通过与健康者比较，肝移植ALl患者术前就已

有部分细胞因子表达增强，其中尤以sTNFRⅡ表达

增强的幅度大；在新肝3 h时表达增强的细胞因子

种类有所增加，新肝24 h时种类和程度则大幅增

加。有少量炎症因子表达较新肝3 h增强。这些结果

提示肝移植ALl患者术前细胞因子表达增加，启动

了炎症反应，经历肝移植手术不同时期，参与细胞反

应的细胞因子种类增多，表达程度加强，呈现出复杂

的网络特点。在这些细胞因子中，我们发现肝移植

ALl患者TNF—a和ILs簇细胞因子在围手术期增

高，新肝期表达较术前明显上调，是参与肺损伤的主

要细胞因子，这些结果与我们采用酶联免疫吸附法

检测的研究结果[13相符。

虽MCP一2、M—CSF、MIG、MIP—la、sTNFR I、

sTNFRⅡ和IL一12 p40、IL一12 p70在各期均有上

调，但上调幅度有意义的炎症因子是sTNFR I、

sTNFRⅡ、IL一12 p40和IL一12 p70，呈递增趋势。许

多研究显示这些炎症因子在炎症反应中发挥着重要

的作用哺。1引。sTNFR I是TNF—d结合的可溶性肿瘤

坏死因子受体，与TNF—a结合后可启动天冬氨酸特

异性半胱氨酸蛋白酶(caspase)依赖的细胞凋亡[1 4|，

导致组织损伤。Iglesias等口1发现，sTNFR水平是预

测中毒性休克急性肾功能衰竭(ARF)发展和死亡

的独立因素，代表了更广泛的炎症反应。IL一12 p40

特异性表达于巨噬细胞和树突细胞，其表达增强会

放大炎症反应，同时使炎症反应由急性转为慢性，使

得治疗难度加大；IL一12 p40还可进一步激活IL一12

p70的表达。IL一12 p70的活化可被T细胞来源的信

·77·

号所增强[7]，因此放大炎症反应。M—CSF是在炎症

反应中由损伤内皮细胞释放的一种多肽类激素样造

血生长因子，它可促进造血祖细胞分化成单核／巨

噬细胞，是炎症反应的敏感标志物[8]。MCP一2属于

趋化因子CC家族，可趋化激活多种免疫细胞、炎

症细胞，如肥大细胞、嗜酸粒细胞、嗜碱粒细胞、单

核细胞、T细胞、自然杀伤(NK)细胞[9]，促使炎症反

应网络的形成。MIG是趋化因子CXC亚族的一员，

体内主要由IFN一丫刺激的巨噬细胞产生，促使激活

的T细胞趋化[1⋯。MIP—la属于趋化因子CC家族，

在炎症早期可趋化和激活中性粒细胞等炎症细胞，

使之大量浸润聚集，从而启动与维持炎症反应[11|。

eotaxin一2与eotaxin同属于趋化因子CC家族成员，

趋化和激活嗜酸粒细胞，在呼吸系统的炎症反应中

起重要作用[12|。RANTES为趋化因子CC家族成员

之一，主要产生于活化的T细胞，通过活化的T细

胞控制免疫细胞定向迁移，向移植物内募集免疫炎

症细胞参与排斥反应[13|。但本研究中却发现，肝移

植围手术期发生ALl患者的RANTES蛋白表达较

健康者明显下降，这是否与围手术期应用激素和

免疫抑制药物有关尚不明确，还有待进一步研究。

PDGF—BB在维持血管内皮细胞的完整性方面起着

重要作用，Lu等D5]研究发现，联合应用成纤维细胞

生长因子一2(FGF一2)和PDGF—BB可改善缺血心肌

血管内皮完整。本研究中发现PDGF—BB下调，我们

推测可能与Martin等[163观察到的ALI早期血管内

皮细胞受损，进而导致肺泡一毛细血管膜损伤及血管

通透性增加有关，有待进一步证实。

综上所述，本研究中初步探讨了上述40个细胞

因子在肝移植围手术期ALI发生发展中的表达特

点，发现在麻醉后和新肝期分别有不同的炎症因子

表达减弱或增强，且表达增强的幅度不同，有一些因

子变化可能是重要的早期标志物和治疗靶点，提示

需要进一步进行大样本的研究。
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·启事·

第十三次全国复苏与中毒学术论文交流会征文通知

为了提高我国复苏与中毒救治水平，认真总结交流近几年来在这几方面基础与临床的经验和学术研究成果，经中华医学

会批准，急诊医学分会第十三次全国复苏中毒学术论文交流会定于2009年6月在湖北省武汉市召开，届时有我国复苏中毒的

专家作专题报告介绍这几方面的最新进展，并聘请相关学科的专家作精彩的专题报告。参会者可获得国家级I类继续教育学

分8分，为此现展开征文，内容如下。

征文内容：心肺复苏的基础和临床研究；各种中毒(co中毒、药物、农药、有害气体)的救治基础和临床研究；猝死、脑死

亡、溺水、触电、中暑等理化急诊；多脏器功能不全、心衰、肝、肾、呼吸衰竭救治；急诊的新技术、新业务及新经验交流；内、外、

妇、儿、皮肤及五官急性疾病的诊断处理及救治原则；人工气道、呼吸机的应用；危重病的各种监测技术和经验交流；急危重病

救治的新技术、新药物及新方法；复苏与中毒中的组织管理及救治体会；复苏、中毒、院前急救、现场救治及转运；急危重病救

治护理经验介绍。

征文要求：文章请用稿纸书写或打印，加盖公章或介绍信，来稿一律不退请自留底稿；文章全文3 000字以内，并附300～

500字摘要，同时附电子版。

稿件截止日期：2009年5月1日，以邮戳为准。

稿件邮寄地址：北京市朝阳区工人体育场南路8号北京朝阳医院急诊科邵菲收，邮编：100020；电话：13601332960，

Email：yinin92000@sina．corn。

稿件经审稿会审查录用后将于2009年5月31日前发出参会通知。 (中华医学会急诊医学分会)

第二届全军重症医学研讨会暨第三届全军危重病新进展学习班

最近，国家卫生部已将重症医学列为二级学科，并即将开展从业医师认证工作，规范ICU队伍建设。在此形势下，为系统

强化当前ICU医护人员专业知识和技能训练，全军重症医学专业委员会拟于2009年4月1～4日在湖南长沙举办第二届全

军重症医学研讨会暨第三届全军危重病新进展学习班。研讨会将以创伤、休克、感染、MODS、机械通气、CRRT以及监测与护

理等问题为主题(与资格认证考试密切相关)，邀请军内外知名学者进行专题讲座，同时还将开展基础操作培训。参会人员授

予国家级I类继续教育学分8分。

会议时间：2009年4月1—4日，1日全天报到，4日撤离。报到地点：湖南长沙华雅国际大酒店(长沙市万家丽中路二段81

号)。注册费：600元／人。食宿统一安排，费用自理(餐费会议给与部分补助)，请与会代表将“会议回执”以邮寄或传真方式务

必于2009年3月25日前寄：北京市朝阳区裕民路12号华展国际公寓A座901室赵霖收，邮编100029；Email：linzil949@

126．corn，电话：010—68700268，手机：13810330554。

(全军重症医学专业委员会解放军总医院第二附属医院)
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