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内皮微粒在急性移植物抗宿主病内皮损伤

发生中的作用及机制研究进展∗
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Researchprogressontheroleandmechanismofendothelial
microparticlesinacutegraft-versus-hostdisease

　　Summary　Manystudieshaveprovedthatendothelialcellinjuryplaysanimportantroleintheinitiationand
developmentofacutegraft-versus-hostdisease(aGVHD)andisanearlyeventoftissueinjurycausedbyaGVHD.
Endothelialmicroparticles(EMPs)arecell-membranevesiclesthatshedfromperipheral-bloodendothelialcells
whensubjectedtostressconditions,suchasactivation,apoptosisandsoon.Severalstudieshaveindicatedthatthe
riseofEMPssuggestssevereendothelialdamageinpatientswithaGVHD.EMPsmaypaticipateintheimmunein-
juryofaGVHDthroughtheapoptosisinducedbyFas/FasL.WewillreviewtheresearchprogressofaGVHDafter
allogeneichematopoieticstemcelltransplantationandendothelialcellinjury,anddiscusseEMPsanditspossible
mechanismsinendothelialcellinjuryduringaGVHD.
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　　异基因造血干细胞移植(allo-HSCT)是彻底根

治恶性血液病和遗传性疾病的主要手段,但其临床

应用仍存在许多问题,其中急性移植物抗宿主病

(aGVHD)是移植失败和患者死亡的主要原因之

一。据欧洲骨髓移植登记中心统计资料,非亲缘

allo-HSCT患者的aGVHD发生率为40%~60%,
病死率为30%~50%。因此,深入研究aGVHD发

病机制并探讨其防治新策略,对提高临床移植成功

率和拓展allo-HSCT 的临床应用具有重要意义。
目前,aGVHD与内皮细胞损伤的相关性成为研究

的热点。本文就aGVHD 与内皮细胞损伤的相关

性进展做一综述。
1　内皮损伤在aGVHD中的作用

血管内皮细胞是血液和组织间的重要屏障,是
机体重要的代谢及内分泌器官之一,具有选择性通

透、产生细胞因子、表达各种膜分子、参与血管修复

和重塑等功能。内皮细胞损伤是众多疾病的共同

病理过程,如动脉粥样硬化、高血压、血栓性疾病和

移植排异反应等。
aGVHD的本质是供者 T 淋巴细胞对宿主靶

细胞表面 MHC抗原产生免疫应答所致的炎症反
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应,而内皮细胞是供者 T细胞最先接触到的宿主细

胞及重要的靶组织。研究证实,内皮细胞损伤在

aGVHD 的 启 动 和 发 展 中 发 挥 重 要 作 用,是

aGVHD所致受者组织损伤的早期事件〔1-2〕:①供

者T细胞接触到内皮细胞后直接损伤内皮细胞,并
导致内皮微粒(EMPs)的释放;②内皮细胞表面抗

原能激活 T细胞,促进炎症因子的分泌和淋巴细胞

在组织器官的募集,细胞毒性 T淋巴细胞(CTL)则
通过穿孔素/颗粒酶和Fas/Fas配体(Fas/FasL)途
径清除抗原表达的内皮细胞;③越来越多的临床、
病理及实验室证据表明,aGVHD中存在内皮细胞

的免疫损伤〔3-4〕。对急性皮肤 GVHD患者的皮肤

中内皮损伤的半定量研究发现,其皮肤中血管性血

友病因子(vWF)的外渗、外周血管的核尘、内膜淋

巴细胞浸润以及血管增生等内皮损伤的征象显著

多于未发生aGVHD 的患者〔3〕。在aGVHD 患者

小肠血管内皮细胞损伤的区域观察到毛细血管出

血,其严重程度与临床出血性小肠结肠炎的严重程

度相关。
移植后的早期内皮损伤综合征可代表内皮形

式的 GVHD,它们可能是移植相关毒性、超急性排

斥反应和供者反应性 T淋巴细胞对受者血管内皮

细胞损伤综合作用的结果,包括移植相关的微血管

病、肝静脉闭塞病、弥漫性肺泡出血、植入综合征和

毛细血管渗漏综合征。内皮细胞是aGVHD 免疫

介导损伤的靶组织,内皮损伤综合征与aGVHD有
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共同的特点,通过 CTL细胞的浸润导致内皮细胞

凋亡从而使微血管变得稀疏,在 CTL细胞诱导内

皮细胞凋亡的过程中,蛋白酶活化受体-1(PAR-1)
亦参与内皮细胞的凋亡过程〔5〕。Biedermann 等

(2002)研究显示,移植相关微血管病患者的血浆能

诱导正常微血管内皮细胞的凋亡,并且患者血浆中

内皮损伤的标志物(如vWF等)与内皮损伤一致升

高。Spitzer(2001)研究发现,allo-HSCT死亡患者

中有40%尸解发现广泛的肺出血,并且aGVHD与

肺泡出血的发生密切相关。异基因干细胞移植后

小鼠aGVHD模型发现,小鼠发生急性肺损伤的肺

毛细血管高度扩张充血、淋巴细胞浸润,导致血管

内皮细胞脱落、凋亡,进而导致血管周围的炎症〔6〕。
2　内皮损伤的信息载体EMPs

EMPs是内皮细胞遭受应激(激活或凋亡)时
脱落于血循环中的直径为0.1~1.0μm 的小囊泡,
其具备内皮细胞特有的细胞膜、细胞质和细胞核结

构(少量的核碎片),微粒表面含有磷脂酰丝氨酸和

内皮细胞来源的蛋白,其蛋白质成分与内皮细胞产

生EMPs时的状态有关。血液中 EMPs的水平与

性质可反映其来源内皮细胞的功能,检测血浆中

EMPs水平是新近发展的一种评估内皮功能损伤

的方法〔7〕。EMPs并非是简单的细胞脱落物,而是

携带多种生物学信息与生物活性分子的“载体”,其
可作为细胞介质和黏附素的扩散载体,促进细胞信

号的传导和效能,从而影响细胞的生物学功能,并
具有促凝、促炎、加重内皮功能障碍等多种病理作

用〔8-9〕。
健康人体内存在基础水平的 EMPs,心血管疾

病患者可检测到EMPs水平的升高,如急性冠状动

脉综合征、糖尿病、动脉性高血压和高 TG血症等。
其他一些内皮细胞受损的疾病,如狼疮抗凝物、血
小板减少性紫癜、先兆子痫、夜间阵发性血红蛋白

尿、多发性硬化症等患者亦均存在EMPs水平的升

高,而这些疾病都存在内皮激活或凋亡状态,EMPs
水平的升高提示内皮损伤的发生。Werner等〔10〕对

50例冠心病患者进行研究发现,循环血液中EMPs
的数量与冠状动脉的损伤有显著相关性,而增多的

EMP能独立预测内皮依赖性血管舒张功能的受损

情况,且不受高血压、血脂异常、吸烟、糖尿病、年
龄、性 别 等 传 统 危 险 因 素 的 影 响。Vanwijk 等

(2002)研究发现,严重高血压患者体内循环 EMPs
大量增加。因此,EMPs不仅是内皮细胞功能障碍

的标志,还能导致血管的损伤。此外,EMPs还表

达黏附分子,如细胞间黏附分子-1、E 选择素或

vWF等,检测这些分子可作为内皮细胞损伤的标

志。由于EMPs也表达这些细胞损伤的标记,因而

EMPs也能反映内皮功能障碍的程度。
目前,EMPs的测量方法没有统一标准,主要

有酶联免疫吸附法和流式细胞术,其中后者快速准

确,易操作,是目前检测 EMPs的主要方法。目前

提取EMPs的方法主要有2种,第1种得到乏血小

板血浆后高速离心10000×g 约1h,使 EMPs沉

淀至血浆最下层;另1种是得到乏血小板血浆后低

速离心将细胞碎片等大颗粒沉淀至下层,EMPs则

悬浮于血浆上清中。由于 EMPs比正常细胞小得

多,其携带的蛋白数量很少,导致荧光强度较弱,目
前常使用0.8μm 和3μm 或1μm 和10μm 的标

准微球作为参照来检测。0.8μm 和1μm 的标准

微球用于定位,3μm 和10μm 的标准微球不仅用

于区别EMPs,而且可以对其进行定量分析。
EMPs具有细胞间信息传递的功能,可提高其

预测疾病的特异性。今后对 EMPs的研究重心将

会从单纯检测其数量转向对携带某些特定抗原的

EMPs的信号传递机制的分析。
3　EMPs与aGVHD

内皮细胞受到刺激后可以释放 EMPs到外周

中。在干细胞移植术后的患者,大剂量化疗及照射

都可导致内皮细胞的损伤,化疗药物的毒性作用及

活化单核细胞释放的细胞因子等对内皮细胞有直

接的杀伤作用,故移植后严重的并发症与内皮细胞

及EMPs关系密切。
近年来,不少研究均证实了 EMPs与aGVHD

密切相关。Pilusch等〔11〕检测了allo-HSCT患者血

浆中 EMPs的 变 化,发 现 aGVHD 患 者 血 浆 中

EMPs水平(18.5/μl)比无aGVHD患者(14.6/μl)
明显升高,且与病情的严重程度密切相关,但与预

处理强度、感染并发症等无关。Nomura等〔12〕发

现,患者移植早期血浆中EMPs水平较移植前明显

升高,同时伴有aGVHD 相关指标如白细胞介素

(IL)-6、肿瘤坏死因子(TNF)-α,可溶性IL-2受体

水平的相应升高。我们的研究也得出一致的结论,
EMPs在移植后1周即出现升高,且在aGVHD发

生时骤然升高,激光共聚焦显微镜观察到aGVHD
发生时 EMPs的分布比例明 显 增 多,在 移 植 后

EMPs升高的同时可检测到 TNF-α、血管内皮生长

因子的升高,且aGVHD组移植后3周EMPs水平

显著高于非aGVHD组〔13〕。同时,我们也在 TNF-
α的诱导下,观察到内皮细胞 EMPs的释放。以上

研究表明,EMPs水平升高提示aGVHD患者发生

了严重的内皮损伤,可作为预示aGVHD的敏感标

志物,其与aGVHD 密切相关,并作为一种细胞信

息载体参与了aGVHD的发生。
4　EMPs参与aGVHD的发生机制

业已证实,Fas/FasL及穿孔素/颗粒酶途径诱

导的凋亡是aGVHD中CTL和 NK细胞杀伤靶细

胞的经典效应机制。Fas是 TNF 受体超家族成

员,Fas与其配体 FasL结合后传导死亡信号进入
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细胞内,诱导细胞凋亡。Fas/FasL途径是aGVHD
中至关重要的一个环节。aGVHD动物模型中,血
管内皮细胞的凋亡几乎完全依赖于Fas与FasL之

间的相互作用〔6〕。
进一步的研究探讨了 EMPs参与内皮损伤的

机制。Mezentsev 等 (2005)通 过 观 察 不 同 浓 度

EMPs对内皮细胞的影响,发现随着 EMPs作用时

间和浓度的增加,其对内皮细胞凋亡率增加的影响

也加大,并加重内皮功能损害。韦祎等〔14〕报道显

示,缺血性股骨头坏死患者的细胞膜微粒在体外能

够增加内皮细胞凋亡基因 Fas/beta-actin的表达。
Nomura等〔12〕发现,HSCT 早期 EMPs升高的同

时,凋亡标志物sFasL 也明显升高;用 TNF-α和

sFasL诱导脐静脉内皮细胞,同样观察到EMPs释

放增加。我们的研究发现,aGVHD 发生时血浆

sFasL和EMPs水平均显著升高,而在无aGVHD
患者和aGVHD发生前保持较低的水平〔13〕。由于

靶细胞杀伤作用的启动伴随sFasL的释放,sFasL
的升高提示aGVHD中存在Fas/FasL途径凋亡效

应的增强〔12〕。我们进一步在培养的 Eahy926细胞

中 证 实 了 EMPs 与 Fas 系 统 的 关 系,在 0、
50、100ng/mlTNF-α的诱导下,随着 TNF-α浓度

的增大,Fas+EMPs占总 EMPs的百分比逐渐升

高,并伴有凋亡标志的CD31+EMPs的显著增高。
因此,EMPs可通过 Fas/FasL途径诱导细胞

凋亡,参与aGVHD的免疫损伤。EMPs通过Fas/
FasL途径诱导凋亡而参与aGVHD的内在机制尚

未清楚。鉴于EMPs具有携带生物学信息的作用,
其可能的分子信号传导系统尚待进一步研究。

综上,血管内皮细胞是aGVHD 时 CTL损伤

机制的关键靶点,血管内皮细胞的凋亡几乎完全依

赖于Fas/FasL途径,而EMPs能通过Fas/FasL途

径诱导内皮细胞凋亡,在aGVHD的发生发展中起

重要作用。阻断 EMPs的作用可能减轻aGVHD
的免疫损伤,更重要的是,阻断 EMPs的病理作用

并不影响肿瘤特异性 CTL的激活及功能,可有效

阻止aGVHD的发生,并保留对受者有利的移植物

抗肿瘤效应。
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