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高迁移率族蛋 白B1表达水平与大鼠脓毒症 

严重程度及预后关系的实验研究 

邵义明 姚华国 梁小仲 夏 炎火 

【摘要】 目的 探讨 高迁移率族蛋 白 B1(HMGB1)与脓毒症严 重程度及预后 间的关 系 ，寻找致死性脓毒 

症的可靠监测及治疗指标。方法 9O只sPF级雄性 SD大鼠(体重 25O～300 g)被随机分为假手术组(A组)、 

盲肠结扎穿孔术(CI P)组(B组)及丙酮酸乙酯(EP)治疗组(C组)，每组 3O只，分别施以假手术(A组)或 CI P 

(B组和 c组)。术后立即腹腔注射生理盐水(Ns)2 ml(A组和 B组)或EP 2 ml(130 mg／kg，C组)，12 h重复 

1次。以术后 0、6、12、24、48和 72 h为观察点，观察各组大鼠术后活动、进食、竖毛、腹泻、眼球凹陷、呼吸等情 

况 ；活杀并观 察腹 腔肠 管扩张 、充血 、腹水 、病灶包裹 、肺 表面充血 等情况 。另取 2O只大 鼠以 B、C两组 同样 的 

模型及处理方式观察生存时间。采用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)技术检测肝组织 HMGB1 mRNA表达 

水平，酶联免疫吸附法(EI ISA)检测血浆白细胞介素一l~(II 一113)、II 一6及肿瘤坏死因子一a(TNF—a)水平； 

绘制各组生存曲线，并进行相关分析。结果 B组大鼠术后脓毒症表现最强，c组明显减轻，而 A组没有相关 

表现或表现轻微。B组血浆 II 一1p、II 一6和TNF—口水平于术后 6 h显著升高，至 12 h已明显下降；而c组 

上升的幅度明显低于B组，但明显高于 A组。B组肝脏 HMGB1 mRNA表达水平在 12 h开始升高，24 h达高 

峰，并维持至 48 h后开始下降，且 HMGB1表达水平与 II 一6水平呈正相关(r一0．91)。C组生存时间较 B组 

明显延长(P<O．O1)，HMGB1表达水平与脓毒症严重程度及动物生存率显著相关。结论 脓毒症晚期释放的 

HMGB1是脓毒症致死效应的关键炎症介质，其表达水平与实验动物的脓毒症严重程度及预后高度相关。 

【关键词】 脓毒症 ； 高迁移率族蛋白B1； 早期炎症介质； 预后； 丙酮酸乙酯 

Relation between level of expression of high mobility group protein B I in hepatic tissue with the severity and 

prognosis of sepsis in rat S H AO Yi-ming，YAO H ua-guo，I I ANG X iao—zhong。xI A Yan—huo．Intensive 

Care Unit·Affiliated Hospital of Guangdong Medical College，Zha iang 524001．Guangdong，China 

[Abstract] Objective To investigate whether the levels of expression of high mobility group protein 

B1(HMGB1)in hepatic tissue are related with severity and prognosis of sepsis in rat．in order to look for a 

dependable marker for monitoring
． and evaluating the efficiency of the treatment of sepsis．Methods Ninety 

SD rats(specific—pathogen free，male·250—300 g)were randomly divided into sham operation group(group 

A)，cecal ligation and puncture(CLP)group (group B)and CLP followed by ethyl pyruvate (EP)treatment 

group (group C)．Laparofury was done aseptically，and the cecum was returned to the abdomen (group A) 

or CI P was carrled out(group B and C)．The ahdominal wall was then closed layer by layer．Normal saline 

(NS)2 ml(group A and B)or EP 2 ml(130 mg／kg．group C)was intraperitoneally injected and repeated 

every 1 2 hours．Five animals were sacrificed at 0．6，1 2，24，48 and 72 hours after the operation．blood 

samples and 1 OO grams of hepatic tissue were harvested before the animal died．Before sacrifice，activity． 

f0od taking，piloerection，diarrhea，enophthalmia，respiration．distention of intestine。hyperemia，ascites， 

and omental adhesion to the cecum，and hyperemia of lung were observed．Another group of 2O rats were 

used to observe the survival rate after CLP．The level of HMGB1 mRNA expression in the hepatic tissue was 

assessed by reverse transcriptase—polymerase chain reaction (RT —PCR)，and the levels of interleukin一1 8 

(IL一1p)，IL一6 and tumor necrosis factor—a(TNF—a)in plasma were determined by enzyme linked 

immunoadsorbent assay(ELISA)．Results The mortality of sepsis was higher in group B than other groups 

(both P< 0．01)，that of group C was significantly lower than B but higher than A (both P< 0．01)．The 

levels of IL一1p，IL一6 and TNF—a in plasma rose to the peak at 6 hours after CLP in all groups，and group 

B> group C> group A (P< 0．01)．and they descended at 12 hours．The HMGB1 mRNA expression levelin 

hepatic tissue was measurable at 6 hours and rose at 1 2 hours in group B，and maintained a high level up to 

48 hours after CLP．The HMGB1 expression was positive correlated with IL 一6 (r一0．91)．The value in 

group C was significantly lower than group B at all time points (all P< 0．01)．The degree of severity and 

survival rate of sepsis were highly correlated with HMGB1 Ievels． Conclusion As a late—released 

inflammatory mediator，HMGB1 plays a key role in lethal effect of sepsis．the surviving time and the severity 

degree of sepsis are highly correlated with HMGB1 expression level in hepatic tissue
． 

[Key words] sepsis； high mobility group protein B1； pro—inflammatory mediator； prognosis； 

ethyl pyruvate 
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脓毒症正严重威胁着人类 的健康 ，虽然近年来 

人们对脓毒症发病机制 的认识有 了更加深入 的了 

解，但脓毒症的治疗并未取得满意效果。过去10年， 

针对引起脓毒症的早期关键促炎因子 ，如肿瘤坏死 

因子一a(TNF—a)、白细胞介素一1口(II 一113)、II 一6 

等的拮抗治疗失败，使人们认识到必定存在晚期释 

放 的炎症介质参与了脓 毒症的致 死效应。1999年 

Wang等⋯发现了高迁移率族蛋白B1(HMGB1)，这 

是一种分子质量 30 ku的非组蛋 白DNA结合蛋白， 

由坏死细胞和活化的单核／巨噬细胞释放 ，参与脓毒 

症晚期的致死效应 。大量研究证实 ，HMGB1是脓毒 

症致死效应的关键因子，在脓 毒症 的发展中起决定 

性作用，但是 HMGB1的水平是否与脓毒症严重程 

度直接相关 ，能否用 HMGB1水平来衡量脓 毒症 的 

严重程度，HMGB1水平是否与脓毒症的病死率直 

接相关 ，能否用 HMGB1的表达水平来预测脓 毒症 

预后等诸多问题 尚未解决 。本研究 中采用盲肠结扎 

穿孔术 (CI P)制备大 鼠脓毒症模型 ，观察大鼠生存 

率和HMGB1水平以及血浆促炎介质 II 一1口、II 一6 

和 TNF—a水平间的相关关系 ，探讨 HMGB1水平 

与脓 毒症严重程度及预后之间的关系。 

1 材料与方法 

1．1 动物实验分组：SPF级SD雄性大鼠90只，体 

重 250～300 g(由广东医学院动物 中心提供 )，按随 

机数字表法分为 3组 ：假手术组 (A组 ，n一30)，无菌 

状态下开腹找 出盲肠后再将其还纳腹腔 ，然后逐层 

关腹 ，术后立 即腹腔注射生理盐水 (NS)2 ml，12 h 

重复 1次 ；术后 0、6、12、24、48和 72 h随机活杀5只 

大鼠并取标本 。CLP组 (B组 ，n一30)，CLP后立 即 

腹腔注射 NS 2 ml，12 h重复 1次；于 CLP后 0、6、 

12、24、48和 72 h随机活杀 5只大鼠并取标本 。丙酮 

酸乙酯(EP)治疗组(C组 ，n一30)，CLP后立即腹腔 

注射 EP 130 mg／kg，加 NS至 2 ml，12 h重复 1次 ； 

于 CLP后 0、6、12、24、48和 72 h随机活杀 5只大 

鼠并取标本。观察期间出现死亡的动物被排除。另 

取 20只相同条件的大鼠，以B、C两组同样的模型 

及处理方式(但不活杀)观察 CLP后大鼠的生存率， 

并绘制生存曲线。前述实验中，B、C两组被排除的 

基金项目：广东省社会发展领域科学计划项目(200425)；广东省 

医学科研基金资助项目(B2005109) 

作者单位：524001 广东湛江，广东医学院附属医院危重医学科 
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动物纳入该观察部分的相应分组 ，计算生存率 。 

1．2 CLP模型制备方法 ：动物 在乙醚吸入麻 醉 

下无菌开腹手术 ，在距盲肠末端 1 cm处用 7-0丝线 

结扎盲肠，用 22 G 针头在被结扎盲肠上对穿 3次， 

注意避免粪便污染，并用 NS 2 ml湿润肠管 ，按生理 

位置还纳肠管。术毕逐层关腹 ，并于腹壁皮下注射林 

格液 (50 ml／kg)抗休克。术后 自由进食、饮水。 

1．3 大鼠脓毒症严重程度评分标准(表 1)：采用改 

良的评定标准 进行评分 。 

表 1 大 鼠 CLP后脓毒症严重 程度评分标准 

Table 1 Evaluation criterion of sepsis severity 

for rat after CLP 

观察指标及评分标准 分值 观察指标及评分标准 分值 

一 般情况 病灶包裹情况 

正常进食，正常活动 1 未包裹，周围无坏死．渗H{ 1 

进食少，疲倦，少活动 2 被大网膜、肠管包裹良好 2 

不进食，嗜睡，不活动 3 未包裹，周围有明显坏死、渗出 3 

昏睡，对刺激反应低 4 脓液扩散．包裹不佳 4 

肠管情况 肝脏体积(与 A组对照) 

红润，蠕动良好 1 >0～20 1 

充血，轻度扩张，蠕动良好 2 >20 ～40 2 

发乌，中度扩张，蠕动欠佳 3 >40 ～60 3 

发紫，高度扩张，蠕动消失 4 >60 4 

腹水情况 肺湿／干重比(W／D) 

<3 ml，腹水清，无臭味 1 <4．5 1 

3～6 ml，腹水浊，无臭味 2 4．5～5．0 2 

>6 ml，血性腹水，微臭 3 5．o～5．5 3 

>6 ml，脓性腹水，恶臭 4 >5．5 4 

结扎盲肠情况 

水肿，缺血 1 

乌黑，坏死 2 

发白，坏疽 3 

坏疽，周围大量脓液 4 

1．4 观察指标及标本处理 ：乙醚吸入麻醉动物 ，开 

腹经腹主动脉抽取全血 5 ml，3 000 r／min(离心半 

径为 5 cm)离心 10 min，收集上清液 ，用 乙二胺 四 

乙酸(EDTA)处理 ，留取右叶肝缘组织约100 mg，磷 

酸 盐 缓 冲 液 (PBS)冲洗 后 立 即置 液 氮 冻 存 ，置 
一 80 C冰箱待测。观察大鼠术后活动、进食、竖毛、 

腹泻、眼球凹陷、呼吸以及活杀后腹腔肠管扩张、充 

血、腹水、病灶包裹、肝肿大、肺表面充血等情况。 

1．5 检测指标及方法 

1．5．1 肝组织 HMGB1 mRNA 表达水平 ：采用逆 

转录一聚合酶链反应(RT—PCR)进行技术检测。取 

肝组织100 mg，置碾钵 中用液氮制备肝组织 匀浆 ， 

采用Trizol(Sigma公司提供)一步法提取肝组织总 

RNA。采用两步法 RT—PCR试剂盒 (Invitrogen公 

司 ，1 1 904—01 8 Super Script 1 AtrandSynthesis， 

11615—010 Taq DNA Polymerase)进行RT—PCR， 
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以 肌动蛋 白(13 ~LCt J TI)作为内参 照，以 10 1扩增 

产物 经质 舅=分数 为 1．s 的琼 脂糖凝 胶 电泳 后 ，用 

I ahWork 4．0 VP或像系统照相并分析结果 以 

目的基因与内参照在凝胶上的灰度值比值为基因 

表达 枢对含 量，太 鼠HMGBI序列 (扩增 片段长度为 

292 bp)： 游 5。一CGG ATG CTT CTG TCA 

AC_r TL V 3 ．下 蝣 5 AGr TTC _rTC ( A 

ACA 1"CA L’LA 3 ；大鼠0 actin序刊(扩增片段 

长 度 为4 76 bp)：I-．赫 5L CCA TTG AA(’ACG 

t A TTG TC 3 ，下游 5l_一GGC(、A F C'I、c T_rG 

cTc GAAG—t 3 PC：R反应条件 ：g4(、5min预 

变 陛．9d(、40 堂性 ，53 c 、45 s退 火 72(、45 s 

延伸．共 32个循环 ．72(、l0mtn蜒伸 ，RT PCR 

操作严格按 照 |兑明书进 行，所有 实验用 具均严格 采 

用焦碳酸二乙酯(DEPC)浸泡 灭酶Jt"高温消毒， 

1．5．2 血浆细 胞因子 柃测 ：采用 酶联 免疫 吸附法 

(E1 ISA． 剂 盒 购 自武 汉 博 l 德 公 司，EK 0303、 

EK0,l1 2、EK0526)榆测 m浆 ‘}1 I【 1口、I1 6以 及 

TNF一 水平 ．严格按 试剂盒说明 书操作 ．采用美 国 

Bio Rad 550伞自动旆标仪检测，绘制标准曲线。 

1．6 统计 学址理 ：采I【_}j SAS v8．1统 计较件包对 所 

得资料进行统计分析 针对各维动物生仔时间绘制 

生存曲线 ，并进行 LogistIr回归分析。计量资料 采用 

检 验、方差分析 ．计数 资料 采用 检验；P<0．0j 

为差异有统计学意 义 

2 结 果 

2．i 大 鼠 一般 隋况 ：B组大 鼠术后2 h活动 度明显 

下降 ．并逐渐 出现厌食 ，竖毛 、眼球下陷 、呼 lf授急 促 、 

对外 界刺激反应淡漠 、腹腔肠 系膜充血、腑 曹显著 扩 

张 、结 扎盲肠坏 死、血性腹 水 、病灶处大 网膜包裹 不 

佳 、肝 肿大、肺表面充血明显等 。(1组亦出现厌食 、竖 

毛、活动少等情况．但明盟较B绀轻微．H C组肠管 

仅轻度扩张．腹水减少．坏死盲肠被大网膜及周围肠 

管包裹明 硅 A组没有相关表现 。各组 大鼠雕毒症 

严重程度评分见表 2 

2 2 大鼠肝组织 HMGBI mRNA 表达 (图 1．图 2． 

达开始 升高 ．至 24 h达高峰 ，并维持至 48 h后开 始 

下降 ．显著 高于 A组 和 C组(P均<u．01) 

蛆̂ 
300 b口 

500 b 

300 b 

50fi bp 

500 bP 

M：Marker c梯 堑 I I )jI～ 丹 别为 1．71 P后 

I、 I 2、2．1 { 和 !hIlMGBI最刈扩 埔 片断 292 ． 

化 于 l̈l bp址 ． _ ㈨̈n扩 埔 晰 I ． i于择近 5II(i bp扯 

围 I RT-I'CR方 法检测 3组★ 鼠不同 时闻点 

旰组 织 ttM'GBI mHNA 表选 

Figure I ItM GB1 m RNA expres．~iDn in Inepatic tissue detected 

h’ RT PCR in three grlmps different time points 

洼 ：『司时 问点 ，与 ^蛆 较 ： ， < J．1I1： 

与 }{塑 }E较 ：’，’、ii I：I r。 。1 ii 0i 奉 封l内 ． ¨h比较 ： 

』 < l- ．’‘， ：o．_lI；‘ d h止较 ： flI ：I．tl 5， 

f】( ，'1：‘j_2 h比较 ：一P< f15． P II．0Il 

0 2I b比鞍 ： P< ．ii J 

图 2 3缉大 鼠不 同时闻点 肝组织 HMGBl mRNA表 选 

Figure 2 HM (；Bl m RNA expression Jn hepalie tiSSue 

in three groups different lime poin[s 

2．3 大 鼠血浆 II 一1口、11 一6及 TNF— 水平变化 

l表 4 ：B组血浆 11 一1B、11 一6驶 TNF d水平均 

于术后 6 h显著升高．1 2 h已明显下降；而c组上升 

幅度明显低 于 B组 ．但高 于 A 组 ，且 HMGB1表达 

表 3)：A组在 24 11和48 11有微弱表达；B组 1 2 h表 水平与 IL 6水平呈高度正相关(r 

表 2 3组犬 鼠脓毒症严 重程度评分比较( 二s． 一5) 

T~ble 2 Comparison or sepsis severity scale in Ihree groups( ± - 一5) 

洼 ：与 A蛆 同耐间点 比鞋 ： P< l̈ L}5 

与牵 组 I 2 h比较 ： P<0．05 

丹 

9  

O  
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表 3 3组大 鼠不 同时间点肝组织 HMGB1 mRNA表达 比较 ( 土 ，，l=5) 

Table 3 Comparison of HMGB1 mRNA expression in hepatic tissue in three groups(x-4-s，，l 5) 

· 671 · 

注：与 A组同时间点比较： P<O．O1；与B组同时间点比较：☆P<O．05，☆☆P<O．O1；与本组 0 h比较：’P<O·05，一P<O-O1； 

与本组 6 h比较 ： P<O．05，+ P<O．01；与本组 12 h比较 ：△P<O．05，△△P<O．O1；与本组 24 h比较 ：$ P<O．O1 

表 4 3组大 鼠不同时间点血浆 IL一1p、IL一6及 TNF—a水 平变化 比较 ( 土 ，，l=5) 

Table 4 Comparison of plasma levels of IL一18。IL一6 and TNF—a in three groups(x~s，，l=5) 

注：与 A组同时间点比较： P<O．05， P<O．O1；与B组同时间点比较：☆P<O．05，☆☆P<O．O1；与本组0 h比较： P<O．05， 

一 P<O．O1}与本组 6 h比较 ： P< 0．01；与本组 12 h比较：Ap<0．05，AAp<0．01 

2．4 大鼠生存率变化情况 ：实验过程 中 B、C两组 

分别有 15只和 8只大 鼠因未到观察终点死亡而被 

排除，归为相应的观察部分。从图 3结果看出，CLP 

导致了明显的致死效应，经 EP治疗后显著延长了大 

鼠的生存时间 。A组观察期 内无死亡，B组生存时间 

明显短于 C组 [(51．4±15．2)h比(83．7±16．3)h， 

t一 6．670，P< 0．01]。 

I。。 

8。 

主60 
静 

翁 。 

2。 

0 

圈 3 不 同 处 理 方 式 下 大 鼠 生 存 曲 线 圈 

Figure 3 Survival curves in three groups 

2．5 大鼠肝组织 HMGB1表达水平与脓毒症严重 

程度及生存率的相关分析：将大鼠各个时间点肝组 

织 HMGB1表达水平与相应组别大鼠脓毒症严重程 

度评分以及各时间点大鼠生存率分别进行 Logistic 

回归分析。结果显示：HMGB1表达水平与脓毒症 

严重程度评分呈显著正相关[相对比值 比(0R)一 

8．896，P<0．013；HMGB1表达水平与脓毒症大 鼠 

生存率之间呈显著正相关(OR一9．126，P<0．01)。 

3 讨 论 

在脓毒症早期 ，机体产生大量的炎症介质 ，形成 

炎症“瀑布效应”，可使炎症反应扩大甚至失控，最终 

导致以细胞 自身破坏为特征的全身炎症反应综合征 

(SIRS)，其中TNF—a、IL一1p、IL一6被普遍认为是 

引起机体损害和死亡的早期炎症介质中的核心因 

子，并对判断脓毒症的严重程度及预后起着重要作 

用 。然而，临床上针对这些炎症介质采用的拮抗剂 

治疗并未取得明显效果 ，推断可能存 在着某种晚期 

炎症介质参与了脓毒症的致死效应。HMGB1正是 

这样一种晚期炎症介质，它主要由感染、创伤等刺激 

引起免疫细胞(单核细胞、巨噬细胞)、坏死细胞释 

放，但不由凋亡细胞释放。 ，其释放的强度与脂多糖 

(LPS)、TNF—a、7一干扰素(IFN一7)、IL一1p等刺 

激因素呈剂量一时间依赖性。体内或体外实验均证实 

HMGB1是脓毒症发生、发展中的关键因子，是脓毒 

症致死效应的最重要晚期炎症介质。 ；拈抗或抑制 

HMGB1能显著提高实验大鼠的生存率 。临床研 

究也证实 ，HMGB1的表达水平 与患者急性生理学 

与慢性健康状况评分系统 Ⅱ(APACHEⅡ)评分高 

度相关 。但 HMGB1能否作为脓毒症严重程度及 

预后 的指标 目前 尚缺乏理论支持 。 

本结果 显示 ，CLP后 6 h大 鼠血浆 TNF—a、 
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IL一1B、IL一6水平 即达到峰值，至 12 h显著降低 ， 

24 h基本恢复至术前水平 。说明在 CLP致腹腔感 

染 、毒素吸收后大 鼠体 内单核／巨噬细胞 系统 被激 

活 ，迅 速释放大量 炎症介质 ，诱 导 了机体 的炎症 反 

应 。然而此时大 鼠脓毒症症状 、死亡率与这些早期炎 

症介质水平并不相符 ，说 明这些早期炎症介质并非 

脓毒症 高死亡率的直接原 因，但可能是诱 导晚期炎 

症介质释放的重要因素∽ 。A组虽然未进行 CLP， 

但开腹手术引起 的应激反应以及潜在的各类感染危 

险因素也可能引起炎症细胞的激活，诱导早期炎症 

介质的一过性升高 ，并最终导致 HMGB1在 24 h和 

48 h极其微弱的表达。B、C两组 HMGB1表达水平 

升高较文献报道有所提前 ，究其原因可能与正常肝 

细胞胞浆中亦有一定水平的 HMGB1表达并引起整 

体基线升高有关 ，亦可能与体 内、体外实验存在一 

定 的差异有关∽ 。 

TNF—a、I1 一1p、1L一6等早期炎症介质在疾病 

的早期一过性升高，使l临床上不能像 动物实验那样 

对其进行拮抗治疗，因为此时患者可能还没有入院 

治疗 ，这也正是临床针对早期炎症介质进行拮抗治 

疗失败的根本原因∽ 。晚期炎症介质在发病后 24 h 

才上升达到高峰，这为临床的监测和治疗提供了新 

的“靶点”“∞和“时 间窗”⋯。本研究结果显示，大鼠 

CLP后 24 h和 48 h HMGB1表达水平达到 高峰 ， 

与脓 毒症 严 重程 度 评 分、生存 率 高度 相 关，说 明 

HMGB1与脓毒症的密切关系。有研究表 明，血浆 

IL一6浓度无论作为单一 因素或联合 APACHEⅡ、 

多器官功能障碍综合征(MODS)评分均可作为重症 

脓 毒症 患者预后 的重 要参考 指标 ，HMGB1表 达 

与血浆 IL一6水平的一致性说明了两者的密切关系 

及 在脓 毒 症 预 后方 面 的重 要 作用 。采 用 重组 

HMGB1刺激小 鼠可使其死亡率超过 90 ，而应用 

抗 HMGB1抗体可显著降低内毒素大鼠的晚期死亡 

率 ，说明 HMGB1参 与了促进失控性炎症反应的发 

展 ，在致死性脓毒症效应中发挥关键作用“”。 

为 了更进 一步证实 HMGB1在脓 毒症 中的作 

用 ，我们采用 目前广泛用于抑制 HMGB1的药物 EP 

治疗 CLP引起的脓毒症 。结果显示 ，EP干预后 ， 

脓毒症大 鼠肝组织 HMGB1的表达水平显著降低， 

其脓毒症的临床表现减轻、死亡率也降低。这一方面 

显示 了 EP治疗脓毒症 的前景 ，同时也进一步证实 

了 HMGB1与脓毒症的密切关系。 

综上所述 ，HMGB1作为晚期释放的炎症介质 ， 

已被确认是脓毒症致死效应 的关键致炎因子 ，其在 

体 内的水平高低将直接影响机体对脓毒症反应的严 

重程度及脓毒症的预后。从 HMGB1 mRNA表达水 

平与大鼠脓毒症严重程度及生存率之间的密切关系 

看 ，HMGB1有望成为监测脓毒症严重程度及预后 

的重要指标。 
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