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　　[摘要]　目的:观察多次输血患者、输血相关性急性肺损伤(TRALI)疑似患者和健康献血者3个队列的

TRALI相关致病因子,探讨 TRALI的发病机制。方法:选取54例输血患者(多次输血患者27例,TRALI疑似

患者27例)的外周血标本,另选36例正常献血者的外周血作为对照。用流式细胞仪检测多形核中性粒细胞

(PMN)表面CD11a与CD11b抗原的分布与表达,用 ELISA 法检测外周血细胞间黏附分子-1(ICAM-1)蛋白含

量。结果:与 TRALI疑似患者、多次输血患者相比,献血者(97.50%±1.68%)PMN 含 CD11a和 CD11b抗原的

阳性率均显著高于 TRALI疑似患者(79.37%±18.57%)和多次输血患者(87.93%±8.91%),差异有统计学意

义(P=0.0036,P=0.0022)。与献血者(64.39±21.08ng/mL)比较,TRALI疑似患者血浆中ICAM-1蛋白含

量(99.69±28.10ng/mL)相对较高,差异有统计学意义(P=0.0024);而多次输血患者(85.41±35.54ng/mL)
与献血者比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论:本研究发现献血者人群PMN细胞的 CD11b激活状态比例

较高,而多次输血患者和TRALI疑似患者的PMN细胞可能由于炎症因子等因素干扰逐渐丧失CD11a和CD11b
抗原活性。此外,PMN的致敏黏附聚集和ICAM-l参与的炎症反应有关。
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Abstract　Objective:Toinvestigatethepathogenesisoftransfusedacutelunginjury(TRALI)byobserving
theTRALI-relatedpathogenicfactorsinthreegroupsamongpatientswithmultiplebloodtransfusions,TRALI
suspectpatientsandhealthyblooddonors.Methods:ThedistributionandexpressionofCD11aandCD11banti-
gensonPMN weredetectedbyflowcytometry.ThecontentofICAM-1proteininplasmawasdeterminedby
ELISA.Results:ThepositiveratesofCD11aandCD11bantigensinPMNofblooddonors(97.50%±1.68%)

weresignificantlyhigher(P=0.0036,P=0.0022)thanthoseofTRALIsuspectpatients(79.37%±18.57%)

andmultipletransfusionspatients(87.93%±8.91%).Comparedwiththeblooddonors(64.39±21.08ng/mL),

theICAM-1 protein content of the TRALI suspect patients (99.69 ± 28.10 ng/mL) was relatively
high(P=0.0024).However,therewasnosignificantdifferencebetweenmultipletransfusionpatients((85.41±
35.54ng/mL))andblooddonors(P>0.05).Conclusion:Inthisstudy,CD11bactivationrateofPMNcellsin
blooddonorswashigher,whilePMNcellsinmultipletransfusionspatientsandTRALIsuspectedpatientsmay
graduallylosetheirCD11aandCD11bantigensduetoinflammatoryfactors.Inaddition,thesensitized,adhesion
andaggregationofPMN mayberelatedtotheinflammatoryreactioninvolvingICAM-1.
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　　输血相关性急性肺损伤(transfusion-related
acutelunginjury,TRALI)一般指在输注血液制剂

后6h内出现,以急性非心源性肺水肿、低氧血症

为主要临床表现的急性呼吸窘迫综合征,是导致输

血相关性死亡的主要原因之一[1]。在国内,TRA-

LI由于其诊断标准尚未确定、流行病学资料不完

善等原因,尚未引起广泛关注,对其报道和临床研

究较 少,故 临 床 误 诊、漏 诊 率 较 高。目 前 关 于

TRALI确切的发病机制尚不十分清楚。
因为 TRALI是急性肺损伤的一种形式,并且

在临床上与急性呼吸窘迫综合征相似,推断其有相

似的发病机制,同时 TRALI一般是由输血导致

的,其外周血临床指标与多次输血的患者也应有一

定相关性。本研究结合多次输血患者、TRALI疑

似患者和健康献血者3个队列的外周血多形核中
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性粒细胞(polymorphonuclearneutrophils,PMN)
表面CD11a、CD11b抗原分布和细胞间黏附分子-1
(intercellularadhesionmolecule-1,ICAM-1)蛋白

含量等 TRALI相关致病因子探讨 TRALI的发病

机制,现报告如下。
1　资料与方法

1.1　对象

随机选取2020年1月—6月在我站多次申请

血小板(5次以上)的患者27例,在宁波市鄞州人

民医院呼吸科就诊的TRALI疑似患者27例,以及

我站36例献血者作为正常对照,年龄18~55岁。
采用流式细胞检测其外周血标本:多次输血患者

14例(男7例,女7例);TRALI疑似患者14例(男
7例,女7例);献血者25例(男12例,女13例)。
采用ICAM-1蛋白含量检测外周血标本:多次输血

患者13例(男7例,女6例);TRALI疑似患者13
例(男7例,女6例);献血者11例(男6例,女5
例)。文中 TRALI疑似患者的定义为:在输血过

程中或输血后6h内发生呼吸困难等疑似 TRALI
症状,需排除心源性肺水肿及容量过负荷。抽取患

者和献血者 EDTA 抗凝全血标本5mL/人份,血
细胞3d内用于流式细胞分析,剩下的标本经离心

分离血浆于-20℃冻存备用。
1.2　试剂与仪器

Sunrise酶标仪(瑞士Tecan公司),FACSCali-
bur流式细胞仪(美国BD公司)。人ICAM-1蛋白

ELISA试剂盒(美国 R&D公司,LOT:P210639),
CD11a-FITC(美 国 BD 公 司,LOT:9070768),
CD11b-PE(美国BD公司,LOT:9204345)。
1.3　流式细胞仪检测表面 CD11a与 CD11b抗原

的分布与表达

取抗 凝 全 血 100μL 加 入 FITC 标 记 的 抗

CD11a 单 抗5μL 和 PE 标 记 的 抗 CD11b 单

抗5μL混匀后室温避光反应15min,进行直接免

疫荧光染色。然后加红细胞裂解液1mL,涡旋混

匀后置室温避光反应10min,以裂解红细胞。再离

心(1500r/min,5 min),弃上清液,PBS洗2次。
最后,弃上清后加入400μLPBS悬浮细胞,上机测

定CD11a与 CD11b的表达量。在 FSC-SSC散点

图上,设门于 PMN 区,每个样本计数10000个

PMN细胞,并分析其CD11a与CD11b的表达。结

果用%表示CD11a与CD11b均阳性的细胞。
1.4　ELISA检测外周血ICAM-1蛋白

按试剂盒说明书操作,简单步骤如下:将标准

品倍比稀释后与待检样品分别加入酶标板的孔中,
另外设空白孔1孔,37℃孵育30mim,洗涤后加入

酶标试剂(空白孔不加),37℃孵育30min,洗涤后

加入显色剂 A 和B,37℃避光显色15min后加终

止液终止反应,最后以空白调零,450nm 波长检测

各孔吸光度。先制作标准曲线,然后根据标准曲线

公式,推算样品的原始浓度。
1.5　统计学分析

数据以 ■x±s 表示,并使用 Graphpadprism6
软件进行统计分析和制图。使用独立样本t检验

分别比较3者之间的差异,P<0.05为差异有统计

学意义。
2　结果

2.1　中性粒细胞表面CD11a与CD11b抗原分布

在FSC-SSC散点图上,将PMN区设为门P1,
淋巴细胞区设为门P5(图1a),分析P1门中的细胞

分布,横纵坐标轴分别为 CD11a-FITC和 CD11b-
PE,另设只加入单一荧光抗体的细胞为补偿管,调
整电压和补偿后,调整十字门的位置如图1b所示,
将细胞来源改为 P5,则可分析 P5门中的细胞分

布,如图1c所示。符合在通常情形下,CD11a几乎

所有白细胞中表达,而 CD11b则主要在单核细胞、
粒细胞表面表达,而淋巴细胞表面几乎不存在。

a:外周血细胞前向角与侧向角散射分布;b:P1门内细胞 CD11a、CD11b相对荧光强度分布;c:P5门内细胞 CD11a、
CD11b相对荧光强度分布。

图1　流式细胞仪分析图
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　　分析25例献血者、14例 TRALI疑似患者和

14例多次输血患者的PMN含CD11a和CD11b抗

原的阳性率,其中献血者 (97.50% ±1.68%)与

TRALI疑似患者(79.37%±18.57%)、多次输血

患者(87.93%±8.91%)比较,PMN 含 CD11a和

CD11b抗原的阳性率均显著高于 TRALI疑似患

者 和 多 次 输 血 患 者,差 异 有 统 计 学 意

义(P=0.0036,P=0.0022),见图2。

图2　输血患者PMN中CD11a与CD11b抗原阳性率分布

2.2　血浆中ICAM-1蛋白含量

分析了11例献血者、13例 TRALI疑似患者

和13例多次输血患者血浆中的ICAM-1蛋白含

量,与献血者(64.39±21.08ng/mL)相比,TRALI
疑似患者(99.69±28.10ng/mL)相对较高,差异

有统计学意义(P =0.0024);而多次输血患者

(85.41±35.54ng/mL)与献血者比较差异无统计

学意义(P>0.05),见图3。

图3　输血患者血浆中ICAM-1蛋白含量分布

3　讨论

TRALI是输血反应常见的致死原因之一,死
亡率5%~8%[2],主要分为抗体介导的和非抗体

介导的 TRALI。对于抗体介导的 TRALI,其免疫

机制比较认可的是“抗原-抗体”学说,输血后不同

的抗体通过不同的途径激活内皮细胞、单核细胞、
血小板和淋巴细胞诱发 TRALI。而对于非抗体介

导 TRALI的发病机制主要包括:供体血液制品中

细胞衍生物质积累[3]和血液制剂本身的贮存损伤,
此外还有二次打击模型和阈值模型[4]。

PMN致敏在 TRALI中的重要作用已得到证

实[5],原先能诱导 TRALI发生的动物模型在无菌

饲养下不能诱导产生 TRALI,可能就是因为PMN
数量明显减少,加用LPS诱导可使PMN增加及致

敏,随之恢复诱导 TRALI[6]。TRALI中另一个重

要的因素是血小板,而中性粒细胞胞外阻滞(neu-
trophilextracellulartraps,NETs)可能是PMN 和

血小板依赖性肺损伤的潜在解释[7]。
细胞黏附分子参与了细胞的多种功能,参与细

胞黏附过程的黏附分子主要包括选择素、整合素和

免疫球蛋白超家族成员。其中 CD11b属于β2整

合素家族,是一种表达于PMN 表面的受体。当细

胞处于静息状态时,CD11b储存于细胞质内的三级

颗粒中,在细胞表面只呈基础性低表达;而在激活

状态下,CD11b的活性和表达均会增加。本研究结

果发 现 献 血 者 人 群 中 PMN 表 面 含 CD11a 和

CD11b抗原的阳性率相对较高,而多次输血患者和

TRALI疑似患者 PMN 表面 CD11a和 CD11b抗

原的阳性比率比献血者低很多。这似乎与之前的

理论相悖,超微结构证据证明在 TRALI患者外周

血中由于 CD11b/CD18区域的极化导致血小板在

PMN表面聚集[8],通过血小板消耗或者阿司匹林

阻断血小板激活能改善小鼠的肺损伤[6],由此推论

献血者人群PMN 细胞 CD11b的激活状态比例较

高,可能是血小板聚集导致,这有待进一步实验支

持。
ICAM-1又称 CD54,主要表达于内皮细胞表

面,是细胞黏附分子中免疫球蛋白超家族的一员。
ICAM-1蛋白是白细胞 CD11/CD18系统的配体,
ICAM-1的受体有 CD11a/CD18和 CD11b/CD18。
正常情况下,ICAM-1在大多数组织内不表达或低

水平表达,当其表达升高时,可与 PMN 表面的整

合素相互作用,是介导PMN 活化及与血管壁紧密

黏附等炎症反应的关键分子[9],从而促使PMN 通

过血管内皮屏障迁移至炎性区域,引起组织的过度

炎症反应。ICAM-1 分 为 sICAM-1(可 溶 型)和

mICAM-1(膜型)2种,ICAM-1在细胞外以可溶性

细胞间黏附分子(sICAM-1)形式存在,sICAM-1是

由 mICAM-1经蛋白酶裂解使细胞外成分脱落进

入血液而来,检测血清中sICAM-1水平可反映局

部ICAM-1的表达状况。本研究结果显示,TRA-
LI疑似患者组血浆ICAM-1含量明显比献血者组

高,表明肺组织损伤会导致ICAM-1表达增强,而
输血或多次输血与ICAM-1表达上调关联甚微,提
示在急性肺损伤发病过程中 PMN 的致敏黏附聚

集和ICAM-1参与的炎症反应有关。饶群等[10]通
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过大鼠实验证实TRALI大鼠ICAM-1蛋白高表达

可能与促进炎症因子释放,引起肺损伤有关。梁颖

红等[11] 研 究 证 明 ICAM-1 和 CINC-1 参 与 了

TRALI模型大鼠肺组织PMN 与内皮细胞的黏附

和聚集,可能在 TRALI发病过程中起重要作用。
CD11a和CD11b与内皮细胞上的ICAM-1相

互作用可导致白细胞与内皮细胞的黏附并介导白

细胞的移行[12]。PMN 与内皮细胞表面表达的炎

症因子相接触,是否会使会使PMN表面β2整合素

的表达上调,并增加其与内皮细胞配体ICAM-l的

亲和力呢? 大多数文献认为 CD11b表达及功能对

炎症早期宿主非特异性免疫功能的发挥起关键作

用,CD11b表达上调被认为是 PMN 被激活的标

志。也有文献指出 CD11b上调是炎症因子诱发

的,但是这个过程在体内存在时间很短,当诱发因

素没有得到有效控制,PMN 会转变为脓细胞从而

失去生物学活性[13]。本研究结果中多次输血患者

和 TRALI疑似患者CD11a和CD11b抗原的阳性

比率较献血者下调,提示一方面可能由于炎症因子

等因素干扰,使其 PMN 细胞逐渐丧失 CD11a和

CD11b抗原活性;另一方面可能因为多次输血患者

和 TRALI疑似患者其本身在发病前的 CD11a和

CD11b抗原表达水平并 不 高,由 于 疾 病 导 致 了

CD11a和CD11b抗原表达上调。
本研究结合多次输血患者、TRALI疑似患者

和健康献血者3个队列的TRALI相关致病因子探

讨TRALI的发病机制,研究发现献血者人群PMN
细胞的CD11b激活状态比例较高,而多次输血患

者和 TRALI疑似患者的PMN细胞可能由于炎症

因子等因素干扰逐渐丧失CD11a和CD11b抗原活

性。此外,ICAM-l实验结果提示 PMN 的致敏黏

附聚集和ICAM-l参与的炎症反应有关。
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