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多器官功能障碍综合征小鼠脾脏高迁移率族蛋白B1

及免疫细胞功能变化的研究

吕艺 陆江阳 赵敏李志宏 杨毅

【摘要】 目的 观察多器官功能障碍综合征(MODS)d、鼠脾脏高迁移率族蛋白B1(HMGBl)与主要组

织相容复合体(MHC)一1类分子I—A6表达变化的规律，探讨HMGBl对脾脏免疫细胞功能状态的影响及其与

MODS病程发展的关系。方法 选择57BL／6小鼠90只，按随机数字表法分为正常对照组，致伤后3、8、12 h

及1、2、3、5和10～12 d组，每组10只。采用腹腔注射酵母多糖的方法复制小鼠MODS模型；检测小鼠脾脏

HMGBl和I—A5表达水平及脾脏免疫细胞的凋亡率。结果正常小鼠脾脏中仅有少量HMGBl mRNA表达；

在MODS病程中呈双峰升高，表现为伤后1～2 d HMGBl manA表达量达高峰(P<o．01)，随后表达下调，

伤后5 d明显减少，但在lo～12 d时表达再次升高(P<o．05)；HMGBl蛋白表达量的变化与mRNA表达变

化规律基本一致。在伤后8 h脾脏单核细胞I—A6与HMGBl蛋白表达同时升高(P<o．01)，随后两者在病程

中呈反相变化。脾脏免疫细胞凋亡率在伤后呈双峰升高，与HMGBl变化规律一致。结论MODS小鼠脾脏

HMGBl表达上调与淋巴细胞凋亡密切相关，并影响脾脏抗原呈递细胞对MHC—I类分子的表达，由此削弱

细胞免疫应答能力，影响MODS的病情发展。

【关键词】多器官功能障碍综合征}脾脏； 高迁移率族蛋白B1； 主要组织相容复合体一I类分子；
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[Abstract] Objective To explore the regularity ot high mobility group protein box 1(HMGBl)

expression and major histocompability complex I I—A5 in spleen of mice with multiple organ dysfunction

syndrome(MoDS)，and its effect on the activity of immunocytes and relationship with pathogenesis of

MODS．Methods MODS model was replicated by injecting zymosan into abdominal cavity of mice．The mice

were randomly divided into normal control group，and 3，8，12 hours，and 1，2，3，5，10—12 days after

injection groups．The expression levels of HMGBl，I—A6 and apoptosis rate in the spleen were detected．

Results There was a little HMGBl expression in the spleen of control mice．After zymosan administration，

HMGBl expression was increased。it reached the highest level on 1—2 days(P<O．01)，decreased on day 5，

then elevated on 10一12 days(P<0．05)．Change in HMGBl mRNA expression was in accordance with that

of the protein．At 8 hours following injury，the I-A6 expressed on the splenocytes was enhanced similar to

that of HMGBl，and then it reversed．The occurrence of splenocyte apoptosis was also consistent with

change in HMGBl content in the spleen．Conclusion The increased apoptosis of splenocytes in mice with

MODS is closely related with up—regulation of HMGBl expression。which inhibits the expression level of I-A6

on antigen presenting cells，thus weakens the capability of immune responses and affected the development of

MODS．

[Key words]multiple organ dysfunction syndrome，spleen；high mobility group protein box 1；

major histocompability complex I； apoptosis

多器官功能障碍综合征(MODS)是严重创、烧

伤后最严重的并发症，也是脓毒症发展的终末阶

段[13。其主要病理机制是失控性炎症反应，且与机体
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免疫失衡有密切关系。近年来研究发现，脓毒症晚期

介质高迁移率族蛋白B1(HMGBl)参与炎症介质表

达、合成的调控，而且其自身具备炎症介质的某些特

性[213；同时还发现，HMGBl的增多与自身免疫性

疾病的发生发展密切相关n]。从而推论，HMGBl可

能通过影响机体免疫功能参与疾病的发生发展过

程。脾脏是人体内最大的网状内皮系统，对机体免疫

功能的调节至关重要。我们以往的研究结果提示，脾

万方数据



·26· 生垦蕉重疸鱼垫堡堂!!!!竿1月第21卷第1期Chin Crit Care』型,Ja—nu—ary 2009，!o!．!!!堕!．J

脏HMGBl表达上调可能参与炎症反应的持续性发

展机制，并与MODS形成有重要关系[5]。本研究拟

观察MODS病程中HMGBl表达变化与脾脏免疫

细胞功能状态变化的关系，探讨其在MODS免疫紊

乱中的作用。

1材料与方法

1．1 实验动物分组及模型制备：6～8周龄雄性

57BL／6小鼠90只，体重20,---25 g，购自军事医学科

学院实验动物中心。采用腹腔注射无菌酵母多糖的

方法¨1制作MODS动物模型。按随机数字表法将动

物分为正常对照组，致伤后3、8、12 h及1、2、3、5和

10～12 d组。

1．2检测指标及方法

1．2．1脾组织中HMGBl蛋白含量：用蛋白质免疫

印迹法(Western blotting)检测。脾组织加入磷酸盐

缓冲液匀浆，冰浴，离心取上清液进行蛋白定量

(BCA法，美国Pierce公司)。将上清液加入凝胶上

样缓冲液混匀、水浴，离心上样、分离凝胶电泳；转

膜，免疫印迹：一抗为抗小鼠HMGBl多克隆抗体，

二抗为辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔IgG

(北京中杉金桥公司)，用化学发光法进行检测(美国

Pierce公司)。

1．2．2脾脏HMGBl mRNA表达水平：将脾组织

加入TRlzol提取组织总RNA；取总RNA逆转录

为cDNA(Promega A3500逆转录试剂盒)后，用聚

合酶链反应(PCR)方法扩增HMGBl。引物序列[2]，

上游：57一ATG GGC AAA GGA GAT CCT一37，

下游：57一ATT CAT CAT CAT CAT CTT CT一37，

扩增产物大小为648 bp。PCR条件：95℃5 rain；

95℃55 S，53℃45 S，72℃45 S，共34个循环；

72℃，10 rain。取PCR产物lo pl进行电泳，凝胶成

像(UVP—GDS800，英国)，用bandlead 3．0软件分

析HMGBl的相对表达量。

1．2．3 脾脏单核细胞主要组织相容复合体

(MHC)一I类分子I—A6表达的检测：将脾组织包

埋，液氮速冻，切片，贴于APES胶片上室温干燥，

用间接酶标法标记。一抗为大鼠抗小鼠I—A6抗体，

二抗为HRP标记的羊抗大鼠IgG(Serotec生物技

术公司，美国)。

1．2．4脾脏细胞凋亡检测：用原位末端缺刻标记法

(TUNEL)检测，按试剂盒说明书操作(Boehringer

Mannheim公司，德国)。阴性对照用含有核苷酸混

合液代替TUNEL反应混合物。

1．3免疫组化和凋亡阳性细胞计数分析：在切片的

脾脏边缘区随机选取10个高倍视野(400倍)，计数

所有染色阳性的细胞及细胞总数，阳性细胞率=阳

性细胞数／细胞总数×100％。

1．4统计学处理：实验数据采用Stata 7．0统计分

析软件。计量资料以均数土标准差(z土s)表示，采用

方差分析和t检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1脾脏HMGBl mRNA表达(图1)：正常对照

组小鼠脾脏只有少量HMGBl表达。伤后3 h

HMGBl mRNA表达开始上调(P<0．05)，12 h表

达量进一步增加，至伤后1～2 d达高峰(P<o．01)，

随后表达下调，5 d时明显减少，但10～12 d再次升

高出现第二个高峰(P<o．05)。

I：正常对照组；2～9：伤后3、8、12 h及1、2、3、5和10～12 d组

圈1各组小鼠脾脏HMGBl mRNA表达RT—PCR电泳图

2．2脾脏HMGBl蛋白表达(图2)：正常小鼠脾组

织内有一定量的HMGBl表达。酵母多糖致伤后3 h

脾组织HMGBl蛋白含量即增加，至12 h后回降，

2 d又增加并达高峰，5 d明显降低，而10"--12 d又

有所升高。在整个病程中，蛋白变化和mRNA表达

变化规律一致。

正常 伤后 伤后 伤后 伤后 伤后 伤后 伤后 伤后

对照 3h 8 h 12h 1 d 2 d 3 d 5 d 10～12 d

组别

注：与正常对照组比较，。P<0．05，6P<O．01

豳2各组小鼠脾脏HMGBl蛋白含量变化

2．3脾脏单核细胞I—A6的表达(图3)：正常小鼠脾

脏白髓和脾索内的抗原呈递细胞(包括树突细胞、

B细胞、巨噬细胞和活化的T细胞)可见I—A6表达。

伤后8 h脾脏I—A6阳性表达细胞数较正常对照组

明显增多(P<0．01)，2 d则减少(P<0．05)，5 d有
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所回升，但10"-12 d又再次减少(P<o．05)，仅为正

常对照组的41％。

正常对照 伤后8 h 伤塥2 d 伤后5 d伤后10～12 d

组别

注：与正常对照组比较，1P<0．05，6P<o．01

圈3各组小鼠脾脏I—Ab表达阳性细胞率的变化

2．4脾组织细胞凋亡结果(彩色插页图4)：正常对

照组小鼠脾脏的白髓和红髓中可见少量单个散在分

布的细胞胞核呈深棕色的TUNEL染色阳性细胞

(凋亡细胞)；伤后早期(3"--12 h)脾脏自髓与红髓中

有散在的小片状阳性细胞；伤后24---48 h白髓和红

髓中的凋亡细胞数明显增加，呈大片状或巢状分布，

与正常对照组比较差异显著；伤后5 d凋亡细胞数

明显减少，略多于正常对照组；伤后10～12 d凋亡

细胞数再次增加，白髓与红髓中可见大量阳性细胞

呈片状分布，与正常对照组比较差异显著。

3讨论

本研究中通过腹腔注射酵母多糖诱发过度的免

疫反应与过度炎症反应，进而引起炎症反应迁延失

控，导致脓毒症和MODS。该模型基本上模拟了临

床MODS的“双相打击”病程：第一次打击为伤后

12 h～3 d，此阶段由过度炎症反应引发了全身炎症

反应综合征；第二次打击是指MODS期(伤后10～

12 d)，主要表现为免疫失衡。

HMGBl是致死性炎症反应的必要和充分介

质，在内毒素血症、脓毒症及缺血／再灌注损伤等实

验性动物模型和患者中均观察到HMGBl水平的升

高[3,7J，并与病情严重程度相关[8]。而抗HMGBl治

疗措施可以改善动物的生存状态，降低死亡率[91州。

以往对细胞外HMGBl在脓毒症发展中作用的研究

注重体液中HMGBl对机体的影响[11|，而较少观察

脏器中HMGBl表达和分布的变化与病情发展的关

系。我们采用酵母多糖腹腔注射诱发的小鼠MODS

具有脓毒症的特征表现，脾脏HMGBl表达的消长

与MODS病情的缓解和加重密切相关口]。伤后早期

(8 h)，脾脏HMGBl的表达已经开始增加，此时也

·27·

正是早期炎症介质表达的高峰；伤后1～3 d脾脏

HMGBl mRNA和蛋白表达量均大幅度增加，此时

正值动物全身性损伤的急性进展期，也是动物死亡

的第一个高峰；伤后5～7 d HMGBl表达量减少

时，动物的病情也进入缓解状态；伤后10"-12 d动

物病情再次恶化，出现第二个死亡高峰，其脾脏

HMGBl的表达也再次升高。动物病情发展过程与

脾脏HMGBl表达的变化密切相关。进一步分析发

现，脾脏HMGBl表达的增加早于以往报道的脓毒

症动物血清HMGBl升高的时间【3]，提示血清中

HMGBl的增加不仅源于外周血单核细胞，可能更

多地源自脏器中的单核／巨噬细胞的活化和主动分

泌，以及组织细胞损伤、坏死后释放[1卜12]。因此，脏

器来源的HMGBl可能更早地通过旁分泌或自分泌

途径发挥其致病效应。最近有研究报道，盲肠结扎

穿孔大鼠血清HMGBl浓度在术后4 h就开始升

高[1叩；在肝缺血／再灌注小鼠血中HMGBl的升高

出现在伤后6 h[13|。因此，以往根据血清中HMGBl

升高较晚而将其定位于“脓毒症晚期介质”的观点已

经面临部分实验结果的挑战。失控炎症反应早期动

物脏器中HMGBl表达增加这一现象提示，在血清

HMGBl含量升高前实施抑制HMGBl表达、释放

的措施，可以更加有效地防治脓毒症。

机体免疫功能衰竭是脓毒症及MODS重要的

致死机制[1]。而抗原呈递细胞表面MHC—I类分子

低表达是机体免疫功能低下的关键因素，它影响T

细胞的活化水平和免疫应答能力。本研究中发现，伤

后8 h脾脏HMGBl蛋白量与脾脏单核细胞I—A6

表达量同向升高，但随后则表现为反向变化，即伤后

2 d HMGBl增加，I—A6表达减少；伤后5 d HMGBl

减少，I—A6表达增加；伤后10 d HMGBl再次增加

时，I—A6表达又减少。可以看出，I—A6表达的消长不

仅与脾脏HMGBl浓度的增减相关，而且与病情严

重程度相关。提示HMGBl对MODS预后的影响可

能与其抑制抗原呈递细胞MHC—I类分子表达、抑

制细胞免疫应答能力有关。

脾脏是各种免疫细胞居住、增殖、进行免疫应答

及产生免疫效应物质的重要基地，与抗原识别和随

后的抗体形成密切相关。因此，脾脏细胞的大量凋亡

将会直接影响机体的细胞和体液免疫功能。MODS

发生时，以器官损伤和脾脏、胸腺及其他器官的淋巴

细胞大量凋亡为特征口4。1钊。细胞凋亡不仅影响机体

免疫机能，还激活巨噬细胞释放HMGBl[1引。本研究

结果显示，动物脾脏细胞凋亡率在伤后呈双相升高，
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这两个时相不仅是动物病情严重、死亡率高的时间

段，也是HMGBl表达的高峰。提示脾脏HMGBl的

表达增加可能也与脾脏淋巴细胞的大量凋亡有关，

两者均可影响脾脏免疫状态而引起机体免疫紊乱，

从而导致MODS的发展及不良预后。
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·启事·

中华医学会系列杂志从2009年开始标注数字对象惟一标识符

数字对象惟一标识符(digital object identifier，DoI)是对包括互联网信息在内的数字信息进行标识的一种工具。在传统

的出版物中，书刊、磁带、光盘都有国际标准编号(ISBN、ISSN、ISCN)及其条形码，作为出版物的惟一标识。这些标识使出版物

得到有效的管理，便于读者查找和利用。而网上的文档一旦变更了网址便无从追索。数字信息标注DOI如同出版物的条形码，

是一个永久和惟一的标识号。随着时间推移，数字对象的某些有关信息可能会有变化(包括存储的物理位置)，而DOI可让使

用者直接由此链接到出版商的数据库、文献、摘要甚至是全文，识别码可直接指引到出版物的本身，使国内外各种来源、不同

物理地址的各种类型的学术信息实现互链互通。130I是一个可供全球期刊快速链接的管理系统，整个系统由国际DOI基金会

(IDF)进行全球分布式管理。随着DOI的普及，可借助其进行相关的科研评价，分析高被引频次作者、单位和论文等相关信息，

了解各领域学术研究的热点、影响和趋势，以及研究者在本研究领域的影响力及最新研究成果。中文和外文资源，一次和二次

文献，科技文献和数据通过DOI可实现动态、开放式的知识链接，整体提升包括期刊在内的数字资源的使用率，为读者提供更

好的服务。进而逐步提高中国期刊的被引率，整体上提高中国精品期刊在国际上的影响度和显示度，最终推动并建立一个与

世界接轨、永久、开放互动、成员主动参与、覆盖主要学术研究信息领域的知识链接系统，推动数字期刊的发展和繁荣。

为了实现中华医学会系列杂志内容资源的有效数字化传播，同时保护这些数字资源在网络链接中的知识产权和网络传

播权，为标识对象的版权状态提供基础，实现对数字对象版权状态的持续追踪，自2009年第1期开始，中华医学会系列杂志纸

版期刊和数字化期刊的论文将全部标注DOI。即中华医学会系列杂志除科普和消息类稿件外，其他文章均需标注DOI，DOI
标注于每篇文章首页脚注的第1项。由中华医学会杂志社各期刊编辑部为决定刊载的论文标注DOI。

参照IDF编码方案(美国标准ANSI／NISO Z39．84—2000)规定，中华医学会系列杂志标注规则如下：“DOl：统一前缀／学

会标识．信息资源类型．杂志ISSN．★★★★一★★★★．年．期．论文流水号”。即：“DOI：10．3760／cma．j．issn．★★★-k一★★★★．

YYYY．tin．ZZZ”。中华医学会系列杂志标注DOI各字段释义：“10．3760”为中文DOI管理机构分配给中华医学会系列杂志
的统一前缀}“crna”为中华医学会(Chinese Medical Association)缩写；“j”为journal缩写，代表信息资源类别为期刊；“issn．

★★★★一-k-k★-k”为国际标准连续出版物号(ISSN)；“YYYY”为4位出版年份；“an”为2位期号；“ZZZ”为3位本期论文流

水号。 (中华医学会杂志社)
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