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CD40／CD40L在兔失血性休克肺组织中的表达 

吴 彬 ，但 伶 

(重庆医科大学附属第二医院麻醉科。重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨 CD40／CD40L在兔失血性休克肺组织中的表达及作用。方法：选取健康家兔 18只，随机分为正常对照组(A 

组)，失血性休克 1h组(B组)和失血性休克2h组(c组)，每组6只。除对照组外，其余动物通过Wiggers改良法制作失血性休克 

肺损伤模型。采用酶联免疫吸附试验(ELISA法)测定血浆中TNF一0【、IL-IO浓度，免疫组织化学法检测 CD40／CD40L在肺组织 

中的表达，观察肺组织含水量及肺组织病理学变化。结果：与对照组相比，B、c组肺组织可见明显肺损伤病理改变，肺含水量增 

]II(P<O．05)，且血浆TNF一0【、IL-IO含量较A组明显增高(P<0．叭)，休克 2h后血浆中TNF一0【含量较休克 1h血浆中含量明 

显增高(P<0．叭)；免疫组化结果显示失血性休克后肺组织中可见CD40、CD40L在肺泡上皮细胞及支气管粘膜上皮细胞表达， 

而正常肺组织内少见或未见表达。结论：失血性休克后肺损伤的发生可能与CD40／CD40L的异常表达有关。 
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Expression of CD40／CD40L in lung tissue of rabbits with hemorrhagic shock 

日 ．e￡ 

(Department of Anesthesiology，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the expression and the effects of CD40／CD40L in lung tissue of rabbits with hemorrhagic 

shock．Methods：18 healthy rabbits were randomly divided into control group(group A)，hemorrhagic shock 1 hour group(group 

B)and hemorrhagic shock 2 hours group(group C)，with 6 rabbits in each group．Except the rabbits in the control group，rest 

rabbits were made into hemorrhagic shock models with lung injury according to Wiggers modified method．TNF-0【、IL一10 in 

plasma were measured by ELISA、Expressions of CD40 an d CD40L in lung tissue were measured by immunohistohemistry． 

Water quantity and pathological change in the lung were observed ．Resu／ts：The lung of group B an d C displayed obvious 

injury．water quantity increased(P<0．05)．Compared with group A，plasma concentration of TNF-0【and IL-IO in group B 

and C increased obviously(P<0．01)．and the concentration of TNF-0【at the 2nd hour of hemorrhagic shock increased 

obviously than at the 1st hour(P<0．01)．Th e immunohistohemistry results revealed that CD40 and CD40L expressed in the 

lung tissue after hemorrhagic shock but not in the norma1．Conclusion：Th e alteration of CD40 and CD40L expression may 

participate in the generation and development of lung injury during hemorrhagic shock． 
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失血性休克是临床常见急症，失血性休克后可 

导致急性肺损伤(Acute lung injury，ALI)[’1，甚至引 

起多器官功能障碍综合症(Mutiple organ dysfunc- 

t]on syndrome，MODS)。失血性休克后肺损伤是多种 

炎症细胞介导的肺部炎症反应和炎症反应失控所 

致的肺毛细血管损伤，多种细胞因子在其局部炎症 

反应中起着至关重要的作用，目前认为肺内炎性因 

子和抗炎因子的平衡失调导致肺损伤的发生发 
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展I21。CD40／CD40L是炎症反应中重要的信号转导系 

统 ，与多种细胞因子的产生有关。本研究通过复制 

失血性休克动物模型 ，观察 CD40／CD40L在肺组织 

中的定位及表达变化 ，探讨 CD40／CD40L与失血性 

休克后肺损伤中的作用及其机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及主要 试剂 

3 6月龄新西兰兔 18只，体重 2．0—2．5kg，雌雄兼有， 

由重庆医科大学实验动物中心提供。兔抗 CD40、CIMOL多克 
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隆抗体 (BA0729，BA1583)，DAB显 色剂及 SABC试 剂盒 

(SA1022)均为武汉博士德生物工程有限公司产品。TNF-d、 

IL-10ELISA试剂盒(SR023、SR087，上海轩昊科技发展有限 

公司)。 

1．2 失血性休克模型的建立及实验分组 

用质量分数为 3％的戊巴比妥钠 30mg／kg经兔耳缘静脉 

麻醉，再由耳缘静脉注射肝素 2～4mg／kg致全身肝素化。行 

右侧股动脉穿刺，接换能器进行有创血压测定。左股动脉插 

管连接无菌储血袋，左股静脉穿刺备输血用。采用 Wiggers改 

良法制作失血性休克模型：左股动脉放血 『速度为2～3m]／ 

(kg·min)】至平均动脉压降为(4O±5)mmHg，维持此血压。在 

此期间根据平均动脉压的波动情况给予放血或回输血液，以 

维持血压在此范围内。新西兰兔 18只随机分为正常对照组 

(A组，6只)，失血性休克 1h组(B组，6只)，失血性休克2h 

组(C组 ，6只)。各组在静脉穿刺后采血 1次。对照组仅行动 

静脉穿刺操作，2h后采集血液及肺组织标本 ；B组于放血、成 

功建立模型后 1h采集血液及肺组织标本 ；C组于放血、成功 

建立模型后 2h采集血液及肺组织标本。 

1．3 观察指标及方法 

1．3．1 肺水含量测定 于以上各时间点分别处死实验动物。 

开胸取右肺上叶，迅速用吸水纸吸干表面水分及血液后称湿 

重，然后将标本置于 80％烘箱中干燥 36h称干重，计算肺湿 

／干重(w，D)比。 

1．3．2 血浆 TNF-Ot、IL-10检测 于以上各时间点在动物处 

死前取静脉血 5ml注入抗凝管中混匀，在 4℃ 3 O00r／min 

对照组 未发生休克 

离心 10min取血浆 。采用 ELISA法检测血浆中 TNF—d， 

IL-10含量 ，按说明书操作。单位以pg／ml表示。 

1．3．3 肺组织病理学检查 解剖取肺组织观察，然后取右肺 

下叶，多聚甲醛浸泡固定，常规石蜡包埋切片，HE染色，光镜 

下观察。 

1．3．4 肺组织中 CD40、CD40L的表达 取适量右肺下叶固 

定石蜡包埋切片后免疫组化检测。免疫组化染色步骤：石蜡 

切片常规脱蜡至水，3％H O 室温处理 10min灭活内源性酶。 

进行高温水浴抗原修复，5％山羊血清封闭，室温 20min，滴加 

相应一抗，4℃过夜。滴加生物素化二抗，37％孵育 20min。滴 

加第二代辣根酶标记链酶卵白素工作液 ，37％孵育 20min， 

DAB显色剂显色。最后苏木素复染 ，脱水透明，封片。阴性对 

照以 PBS代替一抗。胞膜或胞浆出现棕黄色颗粒为阳性。 

1-4 统计学方法 

计量资料用均数±标准差(互±s)表示，采用 SPSS11．5统 

计软件进行分析 ，组间对比应用 t检验，P<0．05为差异有显 

著性。 

2 结 果 

2．1 肺组织病理学改变 

解剖取肺组织观察见B、c组肺体积均有增大， 

肺叶表面有大小不等的散在淤斑和淤点，切面可见 

部分红色实变，有粉红色液体渗出。光镜下见B组、 

失血性休克 1h 失血『生休克 2h 

图 1 肺组织病理学改变(HE染色，x250) 

表 1 各组血浆 TNF-a、IL-10与肺组织 W／D变化(互±s，n=6) 

注：·表示与A组比较P<0．05，”表示与A组休克后比较P<0．01， 表示与同组休克前比较P<0．01， 表示与B组休克 

后比较P<0．05。 
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对照组 CD40染色结果阴性 休克 lh CD40染色呈阳性 休克 2h CDdO染色呈阳性 

图2 CD40在肺组织中的表达(免疫组织化学法x400) 

对照组 CD40L染色结果阴性 休克 lh CD40L染色呈阳性 休克 2h CD40L染色呈阳性 

图 3 CD40L在肺组织中的表达(免疫组织化学法×4oo) 

c组肺组织内有大量的红细胞，肺泡隔明显增宽，肺 

泡壁增厚，肺间质水肿侵润 ，肺泡腔内有红细胞及 

炎性细胞侵润，与对照组肺组织的正常形态对比明 

显，其中c组较 B组改变更明显(见图 1)。 

2。2 肺组织湿／干重比(W／D) 

与正常对照组相比，休克 1h、2h组W／D值明显 

增高(P<O。05 o而休克lh组与休克 2h组W／D值 

则无明显差异(P>O．05)。见表 1。 

2．3 血浆 TNF-仅．IL_1O浓度的变化 

组间比较：休克前各组 TNF一仅及 IL_1O浓度 

对 比无显著性差异(P>0．05)；休克后 B、C组血浆 

TNF一仅、IL_lO浓度明显高于 A组(P<0．01)，且 C 

组血浆 TNF-仅 浓度较 B组浓度明显增高 (P< 

0．01)，但 B组与C组血浆 IL一1O含量无显著性差异 

(P>0．05)。组内比较：A组动静脉穿刺前后血浆 

TNF一仅、IL_1O浓度无显著性差异(P>0．05)，B、C 

组休克后血浆TNF一仅、IL_1O浓度较各自休克前明 

显增高(P<O．05)。见表1。 

2．4 肺组织 CD40、CD40L的表达 

免疫组织化学法结果显示 B组与 C组 CD40、 

CD40L染色均呈阳性反应 ，但强度无明显差异。 

CD40及 CD40L主要在肺泡上皮细胞及支气管粘膜 

上皮细胞呈不同程度棕染阳性反应，其中细胞膜及 

细胞浆均可见棕黄色颗粒，而 A组正常肺组织内未 

见表达(见图 2，3)。 

3 讨 论 

CD40与其配体 CD40L是一对互补的蛋白质分 

子，分别属于 TNF受体和 TNF超家族成员。CD40 

表达在 B细胞、活化 T细胞、内皮细胞、血小板、单 

核细胞等细胞上，CD40L主要表达在活化的 CD4~1" 

细胞 、血小板及单核细胞等细胞上。CD40／CD40L的 

相互作用促进 B细胞增殖 、分化和免疫球蛋白的转 

化；另外 CD40／CD40L的相互作用上调各种刺激因 

子，并促进多种细胞因子的产生[31。因此，CD40及 

CD40L不仅在体液免疫和细胞免疫中发挥重要作 

用，而且在炎症反应中起重要作用。炎性损伤时，血 

中炎性细胞渗出，在趋化因子作用下聚集在某一部 

位肺组织，通过CD40／CD40L机制与组织细胞相互 

作用，引起细胞生物学行为改变，如炎症介质的释 

放 ，细胞间黏附分子的表达 、环氧合酶 COX一2的合 
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成 。炎症后期，通过 CD40／CD40L交联，成纤维细胞 

增生、聚集，合成并释放胶原蛋 白，沉积在组织局 

部，引起纤维化。 

本研究结果显示，失血性休克后肺组织中出现 

CD40及 CD40L表达，主要表达在肺泡上皮细胞及 

支气管粘膜上皮细胞，而正常肺组织未见表达。本 

研究还观察到，失血性休克兔肺组织W／D重比正常 

对照组明显增高，光镜下肺组织病理学检查结果显 

示肺充血 ，间质水肿及炎症细胞聚集，提示失血性 

休克后肺组织有炎症反应的发生。由此可见，CD40 

及 CD40L在失血性休克后的肺组织中的表达与肺 

组织炎症反应的发生有一定关系。根据本研究结果 

发现在失血性休克后，血浆中TNF—Ot浓度随休克 

时间的延长而增高。同时血浆中抗炎介质 IL—l0浓 

度在休克后较休克前明显增高，但休克后 lh和休 

克后 2h相比无明显变化。这表明失血性休克后机 

体炎症介质 TNF—Ot的释放强度强于抗 炎介 质 

IL—l0的释放，这进一步说明了失血性休克后机体 

内发生了失控的炎症反应，这正是引发肺损伤的重 

要原因。但我们发现，CD40及 CD40L在休克后 lh 

及休克后 2h肺组织中的表达无明显差异 ，说明在 

失血性休克后肺组织中 CD40及 CD40L的表达与 

炎症介质 TNF—Ot浓度变化、肺组织的炎症反应及 

病理损伤程度不一致 ，可能是此时水平的 CD40／ 

CD40L足够介导失血性休克后肺组织的炎症反应， 

也可能是其他因素参与了这种炎症反应，或者是某 

些抗炎介质如 IL—l0抑制了 CD40／CD40L的相互作 

用 。 

根据本研究结果并结合相关文献报道可以知 

道，失血性休克后，机体可被激活合成和释放大量 

TNF—Ot，TNF—Ot又可促进其他细胞因子和炎症介 

质的释放，形成炎性网络，产生炎症瀑布效应[51。在 

炎症反应早期 ，肺组织中CD40及 CD40L的数量和 

分布与 TNF—Ot等炎症因子的释放具有共增长的关 

系[61。CD40／CD40L的表达与炎症介质的刺激有关， 

同时，又促进了炎症介质的产生。CD40／CD40L的表 

达参与了肺组织炎症反应的发生，促进了呼吸道中 

的炎症反应。但只观察了单纯性失血性休克 2h内 

CD40／CD40L表达 的变化 ，尚不清楚更长时间后 

CD40／CD40L的变化规律。由于肺组织内炎性反应 

的信号转导机制较为复杂，CD40／CD40L对失血性 

休克肺损伤确切的分子机制，还有待进一步研究。 
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