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HMGB1 在 a2A- 肾上腺素受体介导脓毒血症大鼠急性肺损伤的作用 *
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摘要 目的：探讨 HMGB1 在 a2A- 肾上腺素受体介导脓毒血症大鼠急性肺损伤（ALI）的作用。方法：64 大鼠建立盲肠结扎穿孔法

（CLP）脓毒症模型，随机均分为以下两组：CLP 组及 CLP+ 马来酸钠组。各组分别于模型建立后 2（T1）、6（T2）、12（T3）、24 h（T4）时

检测大鼠血清 TNF-、高迁移率族蛋白 1（HMGB1）及 IL-10 含量。CLP24 h 后检测肺组织干湿重比（W/D）和髓过氧化物酶活性

（MPO）及 HMGB1 表达；并采用 HE 法进行肺组织学评分。结果：CLP+ 马来酸钠组 T2 时的 TNF- 水平明显低于 CLP 组（P<0.05）；

而 HMGB1 在 T2、T3 及 T4 均明显低于 CLP 组（P<0.05）；IL-10 在各个时间点比较结果差异无统计学意义（P>0.05）。CLP+ 马来酸

钠组肺组织 W/D、MPO 活性、肺组织损伤评分均明显低于 CLP 组（P<0.05）。CLP+ 马来酸钠组肺组织 HMGB1 表达明显低于 CLP
组（P<0.05）。结论：HMGB1 参与了 ALI 的病理过程, a2A- 肾上腺素受体阻断可以通过抑制 HMGB1 从而改善 ALI 时的肺功能。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of high mobility group box-1 protein on α2A-adrenaline receptors-mediated acute
lung injury in a rat model of sepsis. Methods: In a sepsis model by cecal ligation and puncture (CLP), sixty-four SD rats were randomly
divided into the following groups: CLP group and CLP + maleate group. Plasma levels of TNF-α, HMGB1 and IL-10 were determined at
the following time points: 2 (T1), 6 (T2), 12 (T3) and 24 h (T4) after CLP. Lung was removed for the determinations of pulmonary
wet-to-dry ratio (W/D), myeloperoxidase activity (MPO), total histological scores and HMGB1 immunohistochemistry analysis 24 h after
CLP. Results: Plasma levels of TNF-α at T2 and HMGB1 at T2, T3 and T4 were significantly lower in CLP + maleate group than CLP
group (P<0.05). There was no difference in IL-10 over time between groups (P>0.05). Pulmonary levels of W/D, MPO, total histological
scores and HMGB1 expression were significantly lower than those in CLP group (P<0.05). Conclusions: HMGB1 plays a key role in the
pathophysiology of ALI, and antagonism of α2A-adrenoceptors improves pulmonary function by inhibiting HMGB1.
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前言

急性肺损伤(ALI)的本质是早期和晚期炎性介质共同参与

的肺内失控性炎症反应[1]。最近文献报道通过阻断 a2A- 肾上腺

素受体可以降低脓毒血症 TNF-α、IL-1β 等 " 早期 " 炎症介质

的表达从而改善 ALI[2]，但 " 晚期 " 炎性因子如高迁移率族蛋

白 B1（high mobility group box 1，HMGB1）在 a2A- 肾上腺素受

体介导脓毒血症 ALI 的作用目前还不清楚。本实验拟采用大鼠

盲肠结扎穿孔（CLP）模型，观察 HMGB1 在 a2A- 肾上腺素受

体介导脓毒血症大鼠 ALI 的作用，旨在为有效防治 ALI 提供

新的线索。

1 材料与方法

1.1 一般材料及材料

健康雄性清洁级 SD 大鼠 64 只，体重 300-420g（由南京军

区总医院动物实验中心提供），随机均分为以下两组（n=8）：

CLP 组及 CLP+ 马来酸钠组。大鼠肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）和

自细胞介素 -10（IL-10）酶联免疫吸附法(ELISA)检测试剂盒

（美国 Biosource International 公司生产）；大鼠 HMGB1 ELISA
检测试剂盒(日本 Shino-Test 公司产品)。马来酸钠（美国 Tocris
Bioscience 公司）

1.2 动物模型制备和药物处理

采用盲肠结扎穿孔法（CLP）复制脓毒血症模型，术前禁食

12 h，乌拉坦（1250 mg/kg）腹腔注射剂量麻醉，沿腹正中线做一

1 cm 长的切口，游离肠系膜和盲肠，以 4-0 丝线环形结扎盲肠
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注：a P<0.05 与 CLP 组比较

Note: a P<0.05 vs CLP group

注：a P<0.05 与 CLP 组同时间点比较

Note: a P<0.05 vs CLP group at the same time point

根部，用 18 号针头在结扎端贯通穿刺 1 次，挤出粪便少许，还

纳肠段，依次缝合腹膜和皮肤。对照组仅做剖腹、分离盲肠远

端、关腹手术。术后立即皮下注射生理盐水 1 ml，补充术中液体

丢失。对应时间点腹腔内注射同等剂量生理盐水。CLP+ 马来酸

钠组于 CLP 后 4 及 12 h 腹腔分别注射马来酸钠 2.5 mg/kg；

CLP 组于 CLP 后 4 及 12 h 腹腔分别注射生理盐水 1 ml。
1.3 检测指标及方法

分别于 CLP 后 2（T1）、6（T2）、12（T3）、24 h（T4）取股静脉血

3 ml，离心 10 min 后取血清，-80℃保存。采用 ELISA 法检测血

清中 TNF-α、HMGB1 及 IL-10 的水平。按试剂盒说明书步骤进

行操作，根据标准品吸光度(A)值分别求出标准曲线回归方程，

将样品值代人标准曲线并乘以相应的稀释倍数，计算出样品浓

度；免疫组织化学检测肺组织 HMGB1 表达。此外，CLP24 h 后

检测肺组织干湿重比（W/D）和髓过氧化物酶活性（MPO）；并采

用 HE 染色法进行肺组织学评分。
统计学处理 采用 SPSS16.0 统计软件进行分析，计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，组间比较采用成组 t 检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血浆炎性因子水平（表 1）
CLP+ 马来酸钠组 T2 时的 TNF- 水平明显低于 CLP 组

（P<0.05）；而 HMGB1 在 T2、T3 及 T4 均明显低于 CLP 组（P<0.
05）；IL-10 在各个时间点比较结果差异无统计学意义（P>0.
05）。
2.2 肺组织 W/D、MPO 活性、肺组织损伤评分（表 2）

CLP+ 马来酸钠组肺组织 W/D、MPO 活性、肺组织损伤评

分均明显低于 CLP 组（P<0.05）。
2.3 肺组织 HMGB1 免疫组织化学结果（图 1）

CLP+ 马来酸钠组肺组织 HMGB1 表达明显低于 CLP 组

（P<0.05）。

表 1 两组血浆中 TNF-α、HMGB1 及 IL-10 比较（x±s）
Table 1 Comparison of plasma levels of TNF-α, HMGB1 and IL-10 in both groups after CLP

Group/Time T1 T2 T3 T4

TNF-α CLP group 116±15 306±51 78±20 59±14

(pg/mL) CLP+ maleate group 123±17 225±42a 67±17 51±13

HMGB1 CLP group 3±1 9±3 19±6 13±3

( g/L) CLP+ mal eate group 3±1 5±2a 10±4a 6±2a

IL-10 CLP+ maleate group 6±2 12±3 15±4 13±4

(pg/mL) CLP + maleate group 5±2 13±4 17±6 12±3

表 2 两组 W/D、MPO 活性、肺组织损伤评分比较（x±s）
Table 2 Comparison of lung W/D, MPO and histological scores 24 h after CLP in both groups

Group W/D MPO(U/g) Total histological scores

CLP group 5.4±0.3 12±4 12.6±1.4

CLP + maleate group 4.9±0.2a 7±2a 10.2±1.1a

3 讨论

本实验采用了临床相关的 CLP 脓毒症模型，病理学检查

显示肺组织充血明显，大量炎性细胞浸润、肺泡壁严重水肿、肺
泡完整性破坏，肺泡腔内可见出血和渗出，肺呈现急性弥漫性

炎症表现，上述病理结果表明脓毒症性 ALI 模型制备成功。本

研究发现 a2A- 肾上腺素受体拮抗剂马来酸钠可以降低脓毒血

症大鼠 HMGB1 表达及改善 ALI。
肺脏是脓毒症时最易受累的靶器官，TNF- 及 IL-1β 是导

致炎症反应和急性肺损伤发病过程中最早释放的细胞因子，为

炎症中重要的启动因子。然而，这些炎性因子在血浆中上升快

而降低也快，这也是既往炎性因子拮抗方案临床应用失败的主

要原因。HMGB1 为分子量为 30000 的非组 DNA 结合蛋白，因

其在凝胶电泳时泳动速度快而得名。HMGB1 较 TNF- 及 IL-1β
等早期释放的炎性因子产生迟且持续高水平释放时间持久，因

此 HMGB1 也被称作为 " 晚期 " 炎性介质[3]。研究显示 HMGB1
的释放在脓毒血症及 ALI 的发生发展中扮演了重要角色。
Ueno 等[4]报道 ALI 时血浆中 HMGB1 浓度明显升高，而使用抗

HMGB1 抗体可以明显改善 LPS 引起的 ALI[5]。HMGB1 可诱导

多种促炎介质的表达进而加重肺脏损害，这促使人们将

HMGB1 等分泌较晚、体内持续时间较长、且与临床脓毒症患

者死亡时相接近、临床治疗 " 窗口 " 较宽炎症因子作为新的干
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图 1 肺组织 HMGB1 免疫组织化学结果。A，CLP+ 马来酸钠组；B，CLP 组

Fig. 1 Pulmonary HMGB1 stained by immunohistochemistry 24 h after CLP in both groups

预目标。
研究发现脓毒血症时巨噬细胞 a2A- 肾上腺素受体表达显

著增加[1]，且 a2A- 肾上腺素受体兴奋在介导去甲肾上腺素的释

放起了关键作用。而去甲肾上腺素水平升高又促进 TNF-α、
IL-6 的释放，从而扩大全身炎症反应，对机体不利[2,6]。新近的一

项研究支持了这一观点，Zhang 等[7]应用 a2A- 肾上腺素受体拮

抗剂马来酸钠明显降低脓毒血症大鼠血浆中的 TNF-、IL-6 及

乳酸水平，并且减轻肠组织中的炎症反应和延长动物的生存

率。

本研究结果显示：马来酸钠组在 6 h 时血浆中的 TNF- 低

于 CLP 组；而血浆中 HMGB1 的浓度在 12、18 及 24 h 时均明

显低于 CLP 组，同时肺组织 HMGB1 的表达也明显低于 CLP
组。这一结果与肺组织病理学结果一致；此外，作为中性粒细胞

活化的指标 MPO、肺水肿指标 W/D 也明显低于 CLP 组，提示

HMGB1 在 ALI 的发病过程中起到重要的作用。这一结果显示

马来酸钠的保护作用持续至 24 h，而 TNF- 仅在 6 h 有差异，仅

用马来酸钠抑制 TNF- 释放的作用难以充分解释其后期保护效

应。
总之，本实验表明马来酸钠可显著抑制 HMGB1 的合成与

释放，从而发挥明显抗炎作用，对 ALI 具有保护作用。
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