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【摘要】 目的 探讨高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）对心肌缺血 / 再灌注（I/R）损伤后内质网应激（ERS）
的影响。方法 按随机数字表法将 40 只雄性 SD 大鼠分为假手术组、I/R 模型组、基因沉默 （HMGB1-siRNA） 

组和空载体（Scrambled-siRNA）组，每组 10 只。结扎冠状动脉（冠状）血流 30 min、再灌注 2 h 建立心肌 I/R 损

伤大鼠模型；假手术组不进行结扎。各组分别于术前 24、12、0 h 采用水压法经尾静脉相应注射磷酸盐缓冲液

（PBS）、HMGB1-siRNA 或 Scrambled-siRNA 混合液各 1 mL 进行预处理；再灌注 2 h 后取血并处死大鼠取心肌

组织。采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素（IL-6、IL-8）水平；

用免疫组化法检测心肌损伤部位HMGB1 蛋白表达；用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）和实时荧光定量反

转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）分别检测心肌组织 HMGB1 以及 ERS 相关因子，如糖调节蛋白 78（GRP78）、

增强子结合蛋白同源蛋白（CHOP）、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 12（caspase-12）的蛋白和 mRNA 表达。

结果 I/R 可使大鼠血清炎性因子水平和 HMGB1 阳性细胞以及心肌组织 GRP78、CHOP、caspase-12 的蛋白

和 mRNA 表达较假手术组明显增加。HMGB1-siRNA 预处理后可致大鼠血清炎性因子水平较 I/R 模型组明显

降 低〔TNF-α（ng/L）：783.4±203.4 比 963.9±214.1，IL-6（ng/L）：358.8±94.8 比 452.3±103.7，IL-8（ng/L）：
180.5±73.6 比 347.3±90.3， 均 P＜0.05〕，HMGB1 阳性细胞以及心肌组织 GRP78、CHOP、caspase-12 的蛋白
和 mRNA 表达也明显低于 I/R 模型组（HMGB1 蛋白：1.59±0.26 比 3.21±0.40，GRP78 蛋白：2.59±0.28 比
4.21±0.42，CHOP 蛋白：2.01±0.23 比 3.21±0.43，caspase-12 蛋白：1.48±0.22 比 3.01±0.48； HMGB1 mRNA： 
2.35±0.26 比 4.67±0.45，GRP78 mRNA：6.59±0.26 比 11.21±0.40，CHOP mRNA：2.01±0.43 比 5.21±0.63，
caspase-12 mRNA：4.48±0.32 比 8.41±0.52，均 P＜0.05）。Scrambled-siRNA 组各指标与 I/R 模型组比较差异
均无统计学意义。结论 HMGB1 可能参与了大鼠心肌 I/R 损伤中 ERS 的激活，从而加重心肌细胞损伤。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of high mobility group protein B1 (HMGB1) inhibition on 
endoplasmic reticulum stress (ERS) after myocardial ischemia/reperfusion (I/R) in rats. Methods Forty male 
Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into four groups (n = 10): sham operation group, I/R model group, 
Gene silencing (HMGB1-siRNA) group, and empty vector (Scrambled-siRNA) group. Coronary blood flow of the 
rats were ligated for 30 minutes, relaxed the ligament line for 2 hours, to establish I/R injury model; not ligation 
with the sham operation group. Each group was injected 1 mL phosphate buffer (PBS), HMGB1-siRNA mixture or 
Scrambled-siRNA mixture preoperative by tail vein 0 hour, 12 hours, and 24 hours before surgery. After 2 hours 
reperfusion, the levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukins (IL-6, IL-8) in the serum were detected 
by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA); the expression of HMGB1 protein in myocardium was detected by 
immunohistochemistry; the protein and mRNA expressions of HMGB1, GRP78, CHOP and caspase-12 in myocardium 
were detected by Western Blot and real-time fluorescence quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction  
(RT-PCR). Results Compared with sham operation group, the levels of serum inflammatory factor, HMGB1 positive 
cells, and the protein and mRNA expressions of GRP78, CHOP, caspase-12 were significantly increased in I/R model 
group. The levels of serum inflammatory factor in HMGB1-siRNA group were significantly lower than those in the  
I/R model group [TNF-α (ng/L): 783.4±203.4 vs. 963.9±214.1, IL-6 (ng/L): 358.8±94.8 vs. 452.3±103.7, IL-8 
(ng/L): 180.5±73.6 vs. 347.3±90.3, all P < 0.05], HMGB1 positive cells, and the protein and mRNA expressions of 
GRP78, CHOP, caspase-12 in HMGB1-siRNA group were significantly lower than I/R model group (HMGB1 protein: 
1.59±0.26 vs. 3.21±0.40, GRP78 protein: 2.59±0.28 vs. 4.21±0.42, CHOP protein: 2.01±0.23 vs. 3.21±0.43, 
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caspase-12 protein: 1.48±0.22 vs. 3.01±0.48; HMGB1 mRNA: 2.35±0.26 vs. 4.67±0.45, GRP78 mRNA: 6.59±0.26 
vs. 11.21±0.40, CHOP mRNA: 2.01±0.43 vs. 5.21±0.63, caspase-12 mRNA: 4.48±0.32 vs. 8.41±0.52, all P < 
0.05). There was no significant difference between the Scrambled-siRNA group and the I/R model group. Conclusion  
HMGB1 may be involved in the activation of ERS in myocardial I/R injury and increase the damage of myocardial cells.

【Key words】 High mobility group protein B1; Myocardial ischemia/reperfusion; Inflammatory factor;  
Endoplasmic reticulum stress
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 早期再灌注治疗急性心肌梗死 （AMI）可明显

减小心肌梗死面积、改善临床预后，但也可引起严

重心肌缺血 / 再灌注（I/R）损伤，出现再灌注心律失

常［1］、心肌舒缩功能障碍、代谢异常及心肌超微结

构改变［2-3］，是临床常见的病理生理过程。内质网

应激（ERS）在许多疾病发生发展中都起到了重要作

用，对缺血、缺氧等应激刺激极为敏感［4］，其中 I/R

是心肌细胞产生 ERS 的强烈刺激因素［5］，调控 ERS

为干预心肌 I/R 损伤提供了新的思路和方向。高迁

移率族蛋白 B1（HMGB1）在 DNA 结构中起着重要

的作用，其最重要的职能是在各种刺激下释放到细

胞外发挥促炎作用，参与组织的损伤［6］。研究表明

HMGB1 可能与 ERS 有着不可分割的联系［7］。本

研究旨在探讨抑制 HMGB1 对大鼠心肌 I/R 损伤后

ERS 的影响。

1 材料与方法
1.1 实验动物及分组：雄性 SD 大鼠 40 只，体重
380～400 g，由内蒙古医科大学实验动物中心提供，

动物合格证号：114013000678E8。按照随机数字

表法将大鼠分为假手术组、I/R 模型组、基因沉默 

（HMGB1-siRNA）组和空载体（Scrambled-siRNA）

组，每组 10 只。HMGB1-siRNA 慢病毒载体由内蒙

古医科大学实验室构建和鉴定。

1.2 模型制备及处置：采用结扎冠状动脉左前降
支（LAD）30 min、再灌注 2 h 建立心肌 I/R 损伤大

鼠模型；假手术组不进行结扎。HMGB1-siRNA 组

和 Scrambled-siRNA 组于术前 24、12、0 h 分别采用

水压法经尾静脉注射HMGB1-siRNA 或 Scrambled-

siRNA 混合液各 1 mL；假手术组、I/R 模型组则分

别注射等量磷酸盐缓冲液（PBS）。

 以六导心电图肢体导联 ST 段抬高＞0.5 mV 判
断为心肌缺血；松开结扎线后，抬高的 ST段下降 1/2

以上、增高的 R波振幅降低、伴有心律失常或 Q波

出现判断为再灌注损伤形成。未到观察终点死亡以

及模型制备不成功的大鼠被剔除。

 本研究通过医院伦理委员会批准，实验过程中

动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 检测指标及方法
1.3.1 血清炎性因子测定：于再灌注 2 h 取大鼠右
心房血 1 mL，离心 15 min 取上清液，用酶联免疫吸

附试验（ELISA）检测肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、

白细胞介素（IL-6、IL-8）含量，严格按试剂盒（购于

南京建成生物工程研究所）说明书步骤操作。

1.3.2 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测心
肌组织HMGB1 及 ERS 相关因子的蛋白表达：于再

灌注 2 h 取缺血区心肌组织，充分研磨后裂解细胞

提取总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度，取等量蛋白质

进行十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰氨凝胶电泳（SDS-

PAGE），电转移至硝酸纤维素（PVDF）膜；5%脱脂

牛奶封闭 1 h 后，分别加入HMGB1、糖调节蛋白 78

（GRP78）、增强子结合蛋白同源蛋白（CHOP）、天冬

氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 12（caspase-12）一抗

4 ℃孵育过夜，β-微管蛋白（β-tublin）作为内参；

次日用含吐温 20 的磷酸盐缓冲液（PBST）洗膜，分

别加入二抗室温孵育 1 h。用化学发光法显色，凝胶

成像系统采集图像，用 Imag J 软件对条带进行积分

吸光度分析。以假手术组为参照计算蛋白的表达量。

1.3.3 实时荧光定量反转录 - 聚合酶链反应 
（RT-PCR）检测心肌组织 HMGB1 及 ERS 相关因子

的mRNA 表达：于再灌注 2 h 取缺血区心肌组织约

100 mg，用 TRIzol 法提取 RNA，反转录得到 cDNA，

用 SYBR Green 染料结合法进行实时 PCR。目的基

因的表达量经过内参标化后分析。引物序列由上海

生工生物工程有限公司合成。

1.3.4 免疫组化法检测心肌组织HMGB1蛋白表达：
于再灌注 2 h 取缺血区心肌组织，固定后采用石蜡

包埋、切片，常规脱蜡水化，抗原修复后进行封闭处

理，加入HMGB1 一抗 4 ℃孵育过夜，清洗后加入二

抗常温孵育 2 h，3，3'- 二氨基联苯胺（DAB）显色，

复染后脱水透明、封片，采集图像。

1.4 统计学分析：使用SPSS 18.0软件对数据进行统
计分析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，多
组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用双侧 

样本 Student t检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。
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2 结 果
2.1 HMGB1 对大鼠心肌 I/R 后血清炎性因子的
影响（表 1）：与假手术组比较，I/R 模型组血清

TNF-α、IL-6、IL-8 水平均明显升高（均 P＜0.01）。
与 I/R 模型组比较，HMGB1-siRNA 组血清炎性因

子水平明显降低（均 P＜0.05），而 Scrambled-siRNA
组差异无统计学意义（均 P＞0.05）。

表 1 各组大鼠心肌 I/R后血清炎性因子水平比较（x±s）

组别
动物数

（只）

TNF-α

（ng/L）

IL-6

（ng/L）

IL-8

（ng/L）

假手术组 10 502.4±143.0 178.8±  40.9 110.2±39.5
I/R 模型组 10 963.9±214.1 a 452.3±103.7 a 347.3±90.3 a

HMGB1-siRNA 组 10 783.4±203.4 ab 358.8±  94.8 ab 180.5±73.6 ac

Scrambled-siRNA 组 10 953.2±221.6 a 447.2±  97.2 a 352.4±88.9 a

注：I/R 为缺血 / 再灌注，HMGB1-siRNA 组为高迁移率族蛋

白 B1（HMGB1）基因沉默组，Scrambled-siRNA 组为空载体组；

TNF-α为肿瘤坏死因子 -α，IL-6、IL-8 为白细胞介素 -6、-8；与

假手术组比较，aP＜0.01；与 I/R 模型组比较，bP＜0.05，cP＜0.01

表 2 各组大鼠心肌 I/R后心肌组织 HMGB1蛋白
和 mRNA表达比较（x±s）

组别
动物数

（只）

HMGB1 表达

蛋白 mRNA

假手术组 10 1.00±0.18 1.00±0.11
I/R 模型组 10 3.21±0.40 a 4.67±0.45 a

HMGB1-siRNA 组 10 1.59±0.26 bc 2.35±0.26 ad

Scrambled-siRNA 组 10 3.10±0.32 a 4.51±0.38 a

注：I/R 为缺血 / 再灌注，HMGB1-siRNA 组为高迁移率族蛋白

B1（HMGB1）基因沉默组，Scrambled-siRNA 组为空载体组；与假手

术组比较，aP＜0.01，bP＜0.05；与I/R模型组比较，cP＜0.05，dP＜0.01

2.2 心肌 I/R 后 HMGB1 的表达
2.2.1 Western Bolt 和 RT-PCR 结果（图 1；表 2）：
与假手术组比较，I/R 模型组心肌组织HMGB1 蛋白

和mRNA均高表达（均P＜0.01）。与I/R模型组比较，
HMGB1-siRNA 组心肌组织 HMGB1 蛋白和 mRNA

表达明显降低（均 P＜0.05），而 Scrambled-siRNA 组
差异无统计学意义（均 P＞0.05）。

2A 2B

2C 2D

图 2 光镜下观察各组大鼠心肌组织高迁移率族蛋白 B1
（HMGB1）蛋白表达 HMGB1 阳性细胞呈棕黄色染色；假
手术组（A）有极少量阳性细胞；缺血 / 再灌注（I/R）模型组
（B）可见大量阳性细胞；基因沉默（HMGB1-siRNA）组（C）
阳性细胞较少；空载体（Scrambled-siRNA）组（D）可见大
量阳性细胞 免疫组化 低倍放大

2.2.2 免疫组化结果（图 2）：镜下观察显示，I/R
后大鼠 HMGB1 阳性细胞较假手术组明显增多；

HMGB1-siRNA 组 HMGB1 阳性细胞少于 I/R 模型

组；而 Scrambled-siRNA 组 HMGB1 阳性细胞与 I/R

模型组相当。

2.3 HMGB1 对大鼠心肌 I/R 后心肌组织 ERS 相关
因子的蛋白和mRNA表达的影响（图 3；表 3）：与假

手术组比较，I/R 模型组 GRP78、CHOP、caspase-12 

的蛋白和 mRNA 表达均明显升高（均 P＜0.01）。
HMGB1-siRNA 组 GRP78、CHOP、caspase-12 的蛋

白和mRNA表达明显低于 I/R 模型组（均 P＜0.05）；
而 Scrambled-siRNA 组与 I/R 模型组比较差异无统

计学意义（均 P＞0.05）。

I/R 为缺血 / 再灌注，HMGB1-siRNA 组为高迁移率族
蛋白 B1（HMGB1）基因沉默组，Scrambled-siRNA 组为
空载体组；GRP78 为糖调节蛋白 78，CHOP 为增强子
结合蛋白同源蛋白，caspase-12 为天冬氨酸特异性
半胱氨酸蛋白酶 12，β-tublin 为β-微管蛋白

图 3 蛋白质免疫印迹试验（Western Bolt）检测各组
大鼠心肌 GRP78、CHOP、caspase-12 蛋白表达

GRP78

CHOP

cisPisC -12

假手术组 I／R模型组
HMGB1-
siRNA组

ScrimbICd-
  siRNA组

O- tubIin

I/R 为缺血 / 再灌注，HMGB1-siRNA 组为高迁移率族 
蛋白 B1（HMGB1）基因沉默组，Scrambled-siRNA 组

为空载体组，β-tublin 为β-微管蛋白

图 1 蛋白质免疫印迹试验（Western Bolt）检测
各组大鼠心肌HMGB1 蛋白表达

HMGB1

假手术组 I／R模型组
HMGB1-
siRNA组

ScrimbICd-
  siRNA组

O- tubIin
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3 讨 论
 内质网是细胞内重要的细胞器，在细胞的生命

活动中具有重要意义［8］。内环境失衡，如 I/R、氧化

应激、自由基蓄积、钙失衡等可引起内质网功能障

碍，导致 ERS。ERS 在许多疾病发生发展中都起到

了重要作用［9］，I/R 是心肌细胞产生 ERS 的强烈刺

激因素，ERS 诱导的心肌细胞凋亡是参与心肌 I/R

损伤发生发展病理过程中的重要机制之一［10］。I/R

时 ATP 耗竭、钙超载及大量自由基生成等因素诱导

过度 ERS，导致组织损伤。

 HMGB1 是致炎细胞因子调控网络中的一个重

要中心环节，在 DNA 的复制、 转录、重组和修复中

具有重要作用［11］；在动脉粥样硬化、心肌梗死、I/R

损伤、心力衰竭等多种心血管疾病中表达上调［12］；

在肿瘤的发生发展和转移中也起到重要作用［13］。

心肌 I/R 后，HMGB1、TNF-α、心肌肌钙蛋白 T 

（cTnT）含量和组织病理学评分均明显升高，提示心

肌 I/R 引起的损伤与 HMGB1 有密切联系［14］。有

研究表明，用外源性 HMGB1 单克隆抗体处理心肌

I/R 损伤大鼠后，血浆心肌酶升高，心肌梗死面积扩

大；在 I/R 早期给予抗 HMGB1 抗体干预，能减轻

心肌损伤程度，从而改善心功能［15］。研究显示，抗

HMGB1 抗体还可以减轻缺血后脑梗死损伤［16］。在

心肌 I/R 时，HMGB1 与 S100B 和糖基化终末产物受

体（RAGE）结合，激活炎症信号通路，最终导致心肌

损伤。外源性HMGB1 可以诱导内皮细胞细胞间黏

附分子 -1（ICAM-1）和 P- 选择素的过表达，通过

RAGE 通路刺激 ERS，表明 HMGB1 可能与 ERS 有

着不可分割的关系［17］。

 本研究中预先将 HMGB1-siRNA 导入大鼠体

内，再制备心肌 I/R 模型，以探讨 HMGB1 在心肌中

的表达及其对心肌 I/R 后 ERS 的影响。用Western 

Bolt 和免疫组化法检测 I/R 后心肌组织 HMGB1 表

达，结果显示，I/R 后大鼠心肌组织 HMGB1 蛋白高

表达，HMGB1-siRNA 预处理可使 HMGB1 蛋白表

达明显降低；RT-PCR 检测 HMGB1 mRNA 表达的

变化趋势与蛋白表达结果一致。提示HMGB1 基因

沉默预处理可从蛋白水平和核酸水平明显减少心肌

I/R 后 HMGB1 表达。

 本研究检测各组大鼠血清炎性因子水平显示，

I/R 后大鼠血清 TNF-α、IL-6、IL-8 水平明显升高，

HMGB1-siRNA 预处理可明显降低血清炎性因子水

平。心肌 I/R损伤主要机制之一是过度的炎症反应，

主要表现为核转录因子 -κB（NF-κB）激活和促炎
因子 IL-1、IL-6、IL-8、TNF-α、ICAM-1 等释放增 

加［18］。表明 HMGB1 基因沉默预处理可有效降低

炎性因子水平，说明其可能减轻炎症反应。

 ERS 跨膜蛋白受体的激活与 GRP78 表达密

切相关，ERS 后可促使 GRP78 基因表达升高［19］，

GRP78 基因表达是 ERS 的标志［20］。CHOP 又称生

长停滞及 DNA损伤基因，存在于细胞质内，ERS 状

态下其表达升高［21］；在 ERS 时 CHOP 被活化转位

至细胞核，通过下调Bcl-2表达而促进细胞凋亡［22］。 

caspase-12 存在于内质网膜上，在 ERS 时被特异激

活，caspase-12 是特异介导诱导 ERS 相关性细胞

凋亡的关键分子，通过不同于线粒体凋亡途径的独

立信号系统介导细胞凋亡［23］。Terai 等［24］研究表

明，缺氧诱导了 CHOP 的表达及 caspase-12 的活

化，引起 ERS，造成心肌细胞损伤。本研究结果显

示，与假手术组比较，I/R 模型组心肌组织 GRP78、

CHOP、caspase-12 的蛋白和 mRNA 表达均明显升

高，而HMGB1-siRNA 组 GRP78、CHOP、caspase-12

的蛋白和 mRNA 表达明显低于 I/R 模型组。提示

通过沉默 HMGB1，ERS 相关因子 GRP78、CHOP、

caspase-12 的表达明显受到抑制，HMGB1 可能参与

了心肌 I/R 损伤中 ERS 的激活，加重了心肌细胞的

损伤，而通过抑制 HMGB1 可降低心肌细胞 ERS 的

激活，减轻心肌损伤。

表 3 HMGB1对心肌 I/R后 GRP78、CHOP、caspase-12蛋白和 mRNA表达的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

蛋白表达 mRNA表达

GRP78 CHOP caspase-12 GRP78 CHOP caspase-12

假手术组 10 1.00±0.17 1.00±0.15 1.00±0.12   1.00±0.28 1.00±0.15 1.00±0.12
I/R 模型组 10 4.21±0.42 a 3.21±0.43 a 3.01±0.48 a 11.21±0.40 a 5.21±0.63 a 8.41±0.52 a

HMGB1-siRNA 组 10 2.59±0.28 ad 2.01±0.23 ad 1.48±0.22 bc   6.59±0.26 ad 2.01±0.43 ad 4.48±0.32 ad

Scrambled-siRNA 组 10 4.11±0.32 a 3.05±0.31 a 3.12±0.38 a 10.99±0.91 a 5.31±0.51 a 8.32±0.78 a

注：HMGB1 为高迁移率族蛋白 B1，I/R 为缺血 / 再灌注，GRP78 为糖调节蛋白 78，CHOP 为增强子结合蛋白同源蛋白，caspase-12 为天

冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 12；HMGB1-siRNA 组为 HMGB1 基因沉默组，Scrambled-siRNA 组为空载体组；与假手术组比较，aP＜0.01，
bP＜0.05；与 I/R 模型组比较，cP＜0.05，dP＜0.01
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