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HMGB1在脓毒症心肌损害小鼠中的表达及炎症促进作用研究 

冯宣云，艾 山木 ，刘 琼 

(重庆医科大学附属第一医院急诊医学科 ＆重症医学科。重庆 400016) 

【摘 要】目的：探究高迁移率族蛋白B1(high mobility group box一1 protein，HMGB1)在脓毒症心肌损害(sepsis induced myocal-- 

dial depression，SIMD)中的表达以及通过 HMGB1抑制剂甘草酸(glycyrrhizin，GL)在 SIMD中的作用。方法：将小鼠分为正常组、 

盲肠结扎穿孔 cecal ligation and puncture，CLP)模型组、CLP+PBS对照组和 CLP+GL干预组，每组随机分配 5只 C57BL／6雄性 

小鼠，通过ELISA检测小鼠血清、心脏匀浆液中高迁移率族蛋白B1(high mobility group box一1 protein，HMGB1)的表达，RT-PCR 

对小鼠心肌组织中HMGB1进行定量分析，使用GL干预CLP小鼠模型后检测外周血中肿瘤坏死因子一c~(tumor necms1’s factor一 

，TNF一0【)、白介素一113(interleukin一113，I lB)、IL～6、IL一10、IL-33等细胞因子水平变化。结果：①cLP诱导SIMD小鼠模型中， 

HMGB1以及心肌损害标志物cTn I的表达较正常对照组明显升高(P<0．05)；②GL处理 SIMD小鼠模型后，TNF-a,IL一]13、IL一 

6、IL-IO、I 33等细胞因子以及心肌损害标志物cTn I表达较对照组和模型组明显降低(P<O．01)。结论：抑制HMGB1可降低机 

体各种炎症因子水平 ，调控脓毒症的失控性炎症效应 ，减轻脓毒症心肌损害。 
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Expression of HMGB1 in sepsis myocardial injury and its role 

in promoting inflammatiOn 

Feng Xuanyun，A i Shanmu，Liu Qiong 

(Department of Emergency Medicine&Critical Care Medicine， 

The First Affiliated Hospital ofChongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore expression of hi gh mobility group box-l protein(HMGB1)in sepsis induced myocardial depression 

(SIMD)and the role of inhibiting glyeyrrhizic(GL)in SIMD．Methods：Mice were divided into normal group，cecal ligation and per— 

foration(cecal ligation and puncture，CLP)model group，CLP+PBS control group and CLP+GL group，each group were randomly as— 

signed to 5 male C57BL／6 mice．Expressions of HMGB 1 ELISA in serum，heaa homogenate，RT-PCR of HMGB 1 in myocardial tissue 

of mice were detected by quantitative analysis of changes the factor level in peripheral blood of tumor necrosis factor一~(TNF—o1)，in— 

terleukin—lp(IL-113)，IL-6，IL一10 and IL一33 cells were detected by GL CLP mice after intervention．Results：CLP induced mouse 

model of SIMD．HMGB 1 and myocardial damage marker expression in cTn 1 was obviously higher than that of normal control group 

(P<0．05)．SIMD mice model of GL after treatment，TNF-e，IL-ll3，IL-6，IL-IO，1L-33 cytokines，myocardial damage marker cTnI 

expression was significantly lower than that of control group and the model group(P<0．01)．Conclusion：Inhibiting HMGB1 can reduce 

the level of inflammatory factors in the body，control the uncontrolled inflammatory effect of sepsis，and reduce the myocardial damage 

in sepsis． 

【Key words]high mobility group box protein B1；sepsis myocardial damage；inflammatory cytokines 

脓毒症(sepsis)是由感染引起的全身失控性炎 

症反应综合征(systemic inflammatory response syn— 

drome，sins)，具有高发病率、高死亡率等特点，对 

人类健康造成极大威胁【lJ。目前脓毒症发病机制尚 

未明确 ，涉及组织损伤 、免疫功能障碍、基因多态 

性、全身炎症网络效应等多个方面[21。脓毒症、严重脓 

毒、脓毒性休克及多器官功能障碍综合征(multiple 

organ dysfunction syndrome，MODS)是反映体内一系 

列病理生理及临床病情恶化的动态过程，其本质是 

机体全身失控性炎症反应持续恶化的结果f31。在急 

诊、重症医学领域中，脓毒症患者往往来势迅猛，大 

多已处于休克或MODS状态，治疗上面临极大的困 

难。而脓毒症心肌损害(sepsis induced myocardial 

depression，SIMD)是机体发生脓毒症时引起心脏射 

血分数降低，在临床上发生率可达 60％，是导致脓 

毒症患者死亡的重要原因 。心脏作为脓毒症最常 

受累的器官，其功能受损严重程度与脓毒症病死率 

升高密切相关。有研究表明脓毒症伴有 SIMD患者 

其病死率显著增加(70％ 90％)，而不伴有SIMD患 

者其病死率约为20％圈。因此研究SIMD的病理机制 

有着重大意义，改善脓毒症心肌功能障碍．能够在 
一 定程度上降低脓毒症的病死率。 

高迁移率族蛋白 B1(high mobility group box一1 

protein，HMGB1)作为高度保守的蛋白广泛分布于所 

有类型细胞的细胞核和细胞质中[61。1999年 Wang 

等 首次报道了HMGB1作为新型潜在的晚期炎症 

介质参与脓毒症的发病过程，是内毒素致死效应的 

重要炎症介质。有研究证明 HMGBI参与了脓毒症 

局部脏器功能损害【81，那么在脓毒症心肌损害 中 

是否发挥作用目前还没有相关确切的报道，本文就 

HMGB1在脓毒症心肌损害中的作用作如下研究。 

1 材料和方法 

1．1 小鼠和分组 

C57BL／6雄性小鼠(8～12周)购 自重庆医科大学实验动 

物中心。小鼠保持在无特定病原、(22±2)℃、30％ 40％潮湿 

度和 12 h光／暗周期的环境条件，食物和水 自由采食。所有研 

究方案均经机构动物护理和重庆医科大学使用委员会的相 

关指南。将小鼠分为正常组、CLP模型组、CLP+PBS对照组以 

及 CLP+GL实验组 ，每组随机分配 5只 C57BL／6雄性小鼠 

1．2 构建盲肠结扎穿孔(cecal ligation and puncture，CLP)小 

鼠模 型 

小鼠腹腔注射水合氯醛(3．5％)进行麻醉，麻醉效果满意 

后将小鼠固定于--tJ,木板上，进行腹部常规消毒，取正中切 

口约 1．5 cm，逐层切开进入腹腔 ，寻找到游离盲肠 ，结扎盲肠 

游离端 112长度，18G针头在结扎端中点沿肠系膜纵轴方向 
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贯通穿刺 1次，两穿刺孔各挤出肠内容物一小滴，然后将结 

肠回纳腹腔并逐层缝合关腹。正常对照组仅用作平行对照。 

假手术组开腹后，探查取出盲肠后 ，还纳腹腔，关腹。 

1．3 血浆及心脏匀浆液细胞因子的测定．血浆肌钙蛋 白 I 

(cTnI)的测定 

血浆及心脏匀浆液中HMGB1(美国R&D公司制造)、血 

浆中肿瘤坏死因子一c~(tumor necrosis factor一 。TNF一01)、白介 

素(interleukin，IL)1B、IL一6、IL一10、IL一33、cTn I(中国上海制 

造)采用 ELISA试剂盒进行定量测定。 

1．4 组织病理 

将心脏组织固定于 4％甲醛溶液 24 h．然后脱水石蜡包 

埋，最后4 Ixm苏木精一伊红染色，在光下观察心肌组织病理 

改变。根据心肌组织间质水肿、中性粒细胞浸润程度评估心 

肌损伤程度。 

1．5 RT—PCR 

TRIzol试剂(大连 Takara公司)，放射免疫试剂盒(大连 

Takara公司)，cDNA第 1链合成试剂盒及 PCR扩增试剂盒 

(大连 Takara公司)，引物基因序列通过 GenBank获得 ，引 

物序列设计由Takara公司合成，引物序列：GAPDH(上游引 

物：5一 rrCACCACCATGGAGAAGGC一3’，下游引物 ：5-GGC— 

ATGGACTGTGGTCATGA一3’)。HMGB1(上游引物：5’-TGGC— 

AAAGGCTGACAAGGCTC一3’，下游弓l物 ：5’一GGATGCTCG— 

CCTITGATITrGG一3’)。 

1．6 HMGB1抑制剂 

在造模前 1 h．按照 O．5 mL生理盐水中溶解 10 mg甘草 

酸(glycyrrhizin．GL)剂量予以小鼠腹腔内注射 HMGB1抑制 

剂，对照组予以同等剂量的生理盐水进行腹腔注射，分别取 

6、12、24 h小鼠血清标本进行定量分析。 

1．7 数据分析 

采用 SPSS 19．0统计软件分析 ，实验数据以均数 ±标准 

差( ± )表示，HMGB1(外周血、心脏匀浆液以及心肌组织)、 

外周血 cTn I在正常和模型小鼠中的数据比较采用两独立 

样本t检验方法，其余数据采用两因素重复测量方差分析， 

组间的两两比较使用LSD—t法，检验水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 HMGB1在正常组以及模型组外周血 、心脏 匀浆液和心 

肌组织中的表达 

采用 ELISA方法检测正常和 24 h CLP模型小鼠HMGB1 

(外周血、心脏匀浆液)、外周血 cTn I的表达，RT—PCR检测 

正常和 24 h模型小 鼠心脏组织 HMGB1表达 ，结果见表 1． 

其表达均增高，差异有统计学意义(P<0．05)。 

2．2 抑制 HMGB1后相关细胞因子在 CLP模型组、CLP+GL 

干预组以及 CLP+PBS对照组 中的表达 

抑制 HMGB1后取小鼠外周血 ，采用 EL1SA方法检测其 

中 TNF— 、IL一1B、IL一6、IL一10、IL一33的表达，结果见表 2。 

TNF_d因子在 6、12、24 h各个时间点 中 CLP模型组高于 

CLP+GL干预组 (tD=2．88、3．02、2．76，P=0．041、0．039、0．043)， 

而 CLP模型组和 CLP+PBS对照组无明显差异(tD=0．29、0．38、 

0．13，P=-0．79、0．720、0．903)，CLP+PBS对照组高于CLP+GL干 

预组(tD=2．98、2．92、3．18，P=0．037、0．043、0．033)；IL—lB因子在 

6、12 h时间点中 CLP模型组高于 CLP+GL干预组(tD=3．07、 

3．02，P=-0．037、0．039)，而 CLP模型组和 CLP+PBS对照组无明 

显差异(tD=0．57、0．47，P=0．599、0．661)，CLP+PBS对照组高于 

CLP+GL干预组(tD=3．74、4．73，P=0．020、0．009)，在 24 h时间 

点各组之间差异均无统计意义 ；IL一6因子在 12 h时间点中 

CLP模型组高于 CLP+GL干预组(tD=4．77，P=0．008)，而 CLP 

模型组和 CLP+PBS对照组无 明显差异(tD=0．13，P=0．899)， 

CLP+PBS对照组高于 CLP+GL干预组(tD=4．95，P=0．007)，在 

6、24 h时间点各组之间差异均无统计意义；IL一10因子在 

6 h中 CLP模型组高于 CLP+GL干预组 (to=4．78，P=0．008)， 

而 CLP模型组和 CLP+PBS对照组无明显差异(tD=2．49，P= 

0．695)，CLP+PBS对照组高于 CLP+GL干预组 (tD=4．91，P= 

0．008)，在 l2、24 h时间点各组之间差异均无统计意义；IL一33 

因子在 6、12 h时间点各组之间差异均无统计意义，在 24 h中 

CLP模型组高于CLP+GL干预组(tD=3．64，P=0．022)，而 CLP 

模型组和 CLP+PBS对照组无明显差异(tD=1．69，P=0．166)， 

CLP+PBS对照组高于 cLP+GL干预组(tD=3．77，P=0．019)。通 

过小鼠外周血相关细胞因子在 3组模型之间的数据比较， 

提示在给予 HMGB1抑制剂 GL后小鼠体内各种炎性细胞因 

子的表达水平明显降低。 

2．3 抑制 HMGB1后小鼠心肌损害标记物 cTn I表达结果 

抑制 HMGB1后取小鼠外周血采用 ELISA检测心肌损 

害标记物 cTn I，cTn I在各组之间总体差异比较有统计学意 

义(P<0．05)，见表 3。在 6、12、24 h各个时间点中 CLP模型 

组高于 CLP+GL干预组(tD=5．98、4．15、4．46，P=0．003、0．014、 

表 1 正常小鼠和 CLP模型小鼠外周血、心脏匀浆液以及心肌组织中 HMGB1的表达 

t值 

P值 

9．51 

0．00 

6．O5 

O．oo 

9．88 

O．0o 

22．88 

O．0o 
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0．011)，而 CLP模型组和 CLP+PBS对照组无 明显差异( = 

0．46、0．21、0．67，P=0．670、0．847、0．542)，CLP+PBS对照 组高 

于CLP+GL干预组 (tD=4．32、4．96、3．52，P=0．012、0．007、 

0．024)。通过小鼠心肌损害标记物cTn I在3组模型之间的 

数据比较，提示在给予HMGB1抑制剂 GL后小鼠体内心肌 

损害标记物cTn I的表达水平明显降低。 

2．4 不同处理心肌组织病理结构 变化 

在给予 HMGB1抑制剂甘草酸前和甘草酸后分别取各组 

心肌组织进行苏木精一伊红染色，在光下观察心肌组织病理改 

变(图 1)。根据心肌纤维变性或断裂，心肌细胞溶解、水肿、 

坏死，间质水肿以及淋巴细胞、单核细胞浸润程度判断其心 

肌损伤严重度。 

表2 抑制 HMGB1后小鼠外周血中各相关细胞因子的表达 

Tab．2 Inhibitory effect of HMGB1 on the expression of c~okines in peripheral blood of mice 
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图 1 心肌组织 HE染色结果(40×) 

Fig．1 HE staining of cardiac muscle tissue(40×) 

3 讨 论 

脓毒症是临床上一个高发病率、高死亡率的疾 

病 ，它常合并多器官功能障碍，据相关数据统计脓 

毒症合并心肌损害约为 60％t ，在此基础上合并心 

功能障碍患者病死率为 70％～80％，未合并心功能 

障碍患者病死率为20％ts1。一项最新 Meta分析研究 

发现。在636名脓毒症患者中，有48％的患者合并 

有心肌舒张功能障碍并且与死亡率成正相关，而在 

581名脓毒症患者中，有近 30％的患者合并有心肌 

收缩功能障碍，但却与死亡率没有明显关系，可见 

脓毒症心肌功能损害导致的心脏舒张功能障碍是 

SIMD患者死亡的主要原因 I。SIMD临床主要表现 

为心肌收缩力下降、左心室射血分数降低 、外周血 

管扩张、可逆性的双心室扩张等，其发病机制十分 

复杂 ．早期研究显示脓毒症心肌损害时一氧化氮、 

心肌细胞凋亡、钙离子稳态失衡以及自主神经功能 

失调等环节发挥了重要作用。但近期研究显示心肌 

抑制因子在脓毒症休克进展中是导致心肌抑制的 

最重要因素，包括TNF— 、IL一1p和IL一6等， rNF— 

是脓毒症早期导致心脏收缩功能障碍的主要炎症 

因子，其主要机制是诱导一氧化氮合成酶产生，一 

氧化氮浓度增高，导致心肌抑制；IL一1p则是由巨噬 

细胞等多种效应细胞经 TNF— 刺激后产生的心肌 

抑制因子，它与TNF一仅有协同作用，可见机体内各 

种炎症因子在 SIMD中发挥着重要作用，因此研究 

体内细胞因子间的作用机制可能是探索治疗 SIMD 

的新方向。 

HMGBI是一大类富含电荷的低分子量核蛋 

白，其分子结构包括 DNA结合区(A盒和 B盒)和 
一 个负性的 c末端[91。有研究表明B盒最初的40个 

肽段能诱导 TNF—Ot和 IL一6产生 ，是 HMGB1发挥 

促炎作用的有效区域1 “1。HMGBl几乎存在于所有 

哺乳动物体细胞中，广泛分布于淋巴组织 、脑、肝、 

肺 、心、脾、肾等组织 ，正常生理情况下，HMGBI为 
一

种 DNA结合蛋 白，能调节基因转录；能与线性 

DNA结合维持其螺旋结构：能调节甾体类激素受体 

的活性，胞内的 HMGB1对细胞或生物体的存活有 

重要意义．但当机体遭受炎症打击或者损伤应激情 

况下，单核巨噬细胞等免疫细胞被激活而主动释放 

HMGBl，使其作为促炎细胞因子启动晚期炎症免疫 

应答 I。目前研究证明，HMGB l主要通过坏死细 

胞的被动释放、单核巨噬细胞系统的主动释放这 2 

种途径被分泌到胞外 ，其表达量与脓毒症严重程度 

呈正比l15l。动物实验证实，小鼠在遭受致死剂量内毒 

素攻击后数天死亡，HMGB1仍在小鼠血清中有较 

高表达，因此相对于早期炎症介质而言，HMGB1具 

有释放时间长 、维持时间长等特点，对机体炎症反 

应的发生 、发展以及转归等均具有调控作用 ，因而 

HMGB l则可能成为脓毒症治疗的新靶点i 1。在本实 

验研究中．发现 CLP模型中给予 HMGB1抗体后， 

小鼠血清的各种炎症细胞因子有明显下降，且心肌 

组织的损害程度也较使用抗体前有所减轻 ，因此 

HMGB 1可能会给临床治疗脓毒症及其并发症提供 

新的思路和更大范围的治疗时间窗。 

脓毒症时，HMGB1在血循环中高表达，并作为 

晚期炎症因子参与全身炎症反应，随着炎症级联反 

应的加重 ，心脏也同样受到各种炎症因子、氧化应 

激、缺血再灌注等病理因素的打击 ，多种炎症因子 

等都可能会作为心肌抑制物质导致脓毒症心功能 

障碍I l。有报道指出脂多糖能够诱导有活力的心肌 

细胞通过TLR4或磷脂酰肌醇 3激酶 信号转导通 

路分泌 HMGB1，在脓毒症期间，受损的心肌细胞可 

能扮演一个免疫细胞作用产生危险信号 HMGB I，按 

旁分泌的方式作用于邻近心肌细胞表面 RAGE和 

TLR4受体，从而降低心肌收缩力I 91。又有研究发现 

HMGBl诱导促炎因子分泌的作用在很大程度上依 

赖 RAGE。在 RAGE基因敲除小鼠CLP模型中炎症 

因子的表达明显下降，在同一模型中使用 RAGE中 

和抗体则显著减弱了HMGB1对心肌细胞的负性肌 
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力作用[20-2 1。同样对比研究发现，使用TLR4中和抗 

体同样使接受 HMGB1处理的心肌细胞肌小节缩短 

程度有了明显的改善，说明 HMGB1可能某种程度 

上通过结合RAGE和TLR4介导对心肌细胞的负性 

肌力作用[22-23l，提示有必要进一步研究HMGB1与脓 

毒症心肌损害的具体机制，积极寻找干预的靶点，改 

善脓毒症心功能，从一定程度上降低脓毒症病死率。 

本文通过实验发现盲肠结扎穿孔造模后小 鼠 

的心肌组织中 HMGB1表达含量明显升高，并持续 

至数小时仍呈高表达，在给予HMGB1抑制剂后相 

关促炎因子表达明显降低，说明HMGB1在小鼠的 

脓毒症心肌损害中发挥着重要作用。但动物实验的 

研究与临床应用还具有一定的差距，因此将来的研 

究应结合临床探索其表达水平与脓毒症患者心功 

能障碍的相关性，并积极寻找适合临床应用的拮抗 

的药物，尽可能降低脓毒症心肌损害患者的病死率。 
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