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拮抗高迁移率族蛋白B1对烫伤小鼠

·11·

-论著·

白细胞介素一35表达及T淋巴细胞免疫功能的影响

童森1祝筱梅2 吴瑶2于燕2李志清1姚咏明2

(1．南方医科大学南方医院，广东广卅l 510515；2．解放军总医院第一附属医院创伤研究中心，北京100048)

【摘要】目的观察特异性拮抗高迁移率族蛋白BI(HMGBI)对烫伤小鼠白细胞介素一35(IL一35)表达

及T淋巴细胞免疫功能的影响。方法选择成年雄性BALB／c小鼠30只，按随机数字表法分为正常组、假伤

组、烫伤组、Abox干预组，正常组6只，其余各组每组8只。将小鼠背部皮肤置于97℃恒温热水中6 s造成约

15％体表面积烫伤模型，Abox干预组小鼠烫伤后2 h和12 h腹腔注射HMGBl特异性拮抗剂Abox 300 p．g。烫

伤后24 h处死小鼠，取心、肝、脾、肺等组织，用酶联免疫吸附试验(ELISA)测定各组织中HMGBl和IL一35含

量；用实时荧光定量反转录一聚合酶链反应(qRT—PCR)分析IL一35亚基p35和EB病毒诱导基因3(EBl3)

的mRNA表达水平；由脾脏提取单个核细胞检测HMGBl和IL一35分泌水平，分离脾脏淋巴细胞检测效应

T细胞增殖活性及IL一2、^y一干扰素(IFN一．y)、IL一4分泌水平。结果与烫伤组比较，Abox干预后，各器官

HMGBl含量和脾脏单个核细胞HMGBl分泌水平显著降低[心脏(mg／g)：65．78±4．42比110．49±11．19，肝脏

(mg／g)：50．90±3．72比117．77±8．10，脾脏(mg／g)：83．34±3．90比149．84±11．93，肺脏(mg／g)：125．15±8．75比

236．20±17．51，脾脏单个核细胞(ug／L)：34．57±0．69比73．66±19．03]；各器官组织p35和EBl3的mRNA表达

[相对定量(RQ)值]及IL一35蛋白水平均有不同程度下降[p35 mRNA(RQ值)：心脏为0．91±0．62比19．74±

18．05，肝脏为0．42±0．19比14．85±8．39，脾脏为1．99±1．12比21．94±6．90，肺脏为0．50±0．21比5．15±3．46；

EBl3 mRNA(RQ值)心脏为0．63±O．61比74．25±15．19，肝脏为0．64±0．09比56．59±19．99，脾脏为1．24±0．48

比32．72±3．34，肺脏为0．30±0．06比2．41±1．43；IL一35蛋白(倒g：心脏为142．40±19．95比241．64±12．40，
肝脏为272．68±14．90比409．76±21．60，脾脏为66．94±9．60比92．28±8．82，肺脏为235．88±15．65比

193．50±27．06；均P<0．05)，脾脏T淋巴细胞增殖活性增强(A值：1．26±0．26比1．03±0．05)及IL一2分泌水平

也显著升高(ng／L：153．48±26．64比101．77±34．55)，IFN一-,／／IL一4比值显著增加(7．44±1．70比0．33±0．07)，差

异均有统计学意义(均P<0．01)。结论特异性拮抗HMGBl可显著下调烧伤小鼠重要组织IL一35表达水平，

有效促进脾脏T细胞增殖及Thl功能极化，从而有助于改善严重烧伤后免疫抑制状态。

【关键词】高迁移率族蛋白B1； 白细胞介素一35；T淋巴细胞；免疫抑制；烫伤
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[Abstract]0bjective To investigate the effects of specific antagonist of high mobility group box-1

protein(HMGBl)on interleukin-35(IL-35)expression and T cell-mediated immunity in mice after major
burns．Methods Thirty male adult BALB／c mice were randomly divided into normal control group(n=6)，sham

group(n=8)，bum group(n=8)and Abox(specific antagonist of HMGB 1)treatment group∞=8)．The dorsal and

lateral surfaces of the mice were shaved for 15％total hody surface area(TBSA)under ether anesthesia，and the

shaved areas in burn group and Abox treatment group were exposed and immersed in 97 oC hot water for 6 seconds

creating burn models．Abox interference group was given intraperitoneal injection of the specific antagonist of HMGB 1

300斗g per mouse at 2 hours and 12 hours after burn injury．After modeling for 24 hours，the mice were sacrificed and

their heaas，livers，spleens and lungs were harvested and homogenized．Enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)

was applied to measure the contents of HMGBl and IL-35．The real time fluorescence quantitative polymerase chain

reaction(q-PCR)was used to analyze the mRNA expression levels of the sub-gene p35 of IL-35 and EB virus induced

gene 3 fEBl3)．Lymphocytes collected from the spleen were used to detect the effective T cell proliferation activity and

secretion levels of IL-2，^y-interferon(IFN-1)and IL-4．Results Compared with burn group，the levels of HMGB 1

in different organ tissues and spleen mononuelear cells were significantly decreased after interferenee of Abox『hearts
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(mg／g)：65．78土4．42 vs．110．49±11．19，livers(mg／g)：50．90±3．72 vs．117．77±8．10，spleens(mg／g)：83．34±3．90 vs．

149．84±11．93，lungs(mg／g)：125．15±8．75 vs．236．20±17．51，spleen mononuelear cells(pg／L)：34．57±0．69 vs．

73．66±19．03．a11 P<0．01l；the mRNA expressions of p35 and EBl3 and protein levels of IL一35 in various organ tissues

were decreased to certain different degrees『hearts(p35 mRNA)：0．91土0．62 vs．19．74±18．05，livers(p35 mRNA)：
0．42土0．19 vs．14．85±8．39。spleens fp35 mRNA)：1．99±1．12 vs．21．94土6．90。lungs fp35 mRNA)：0．50±0．21 vs．

5．15±3．46；hearts fEBl3 mRNA)：0．63±0．61 vs．74．25±15．19。livers fEBl3 mRNA)：0．64±0．09 vs．56．59±19．99，

spleens fEBl3 mRNA)：1．24±0．48 vs．32．72±3．34，lungs fEBl3 mRNA)：0．30±0．06 vs．2．41±1．43；hearts fIL一35

protein，斗g／g)：142．40±19．95 vs．241．64±12．40，livers(IL-35 protein，P．．g／g)：272．68土14．90 vs．409．76±21．6，

spleens(IL-35 protein，I-Lg／g)：66．94±9．60 vs．92．28±8．82，lungs(IL-35 protein，Ixg／g)：235．88土15．65 vs．

193．50±27．06，all P<0．051．the T cell proliferate activity was enhanced似value：1．26±0．26 vs．1．03±0．05)，the

secretion level of IL一2 was significantly elevated(ng／L：153．48±26．64 vs．101．77±34．55)and the IFN一1／IL一4

ratio was obviously increased f7．44±1．70 vs．0．33±0．07)．all the differences being statistically significant fall P<

0．01)． conclusions The specific antagonist of HMGB 1 can obviously down—regulate the IL一35 expression in vital

organs and effectively promote the T cell proliferation and the Thl cell function polarization in spleen in mice with

thermal injury，in turn contributing to improving the immune inhibitory status after severe burn．

[Key wordsl High mobility group box一1 protein；Interleukin-35；T lymphocytes； Immunosuppression；

Bums

严重烧伤可导致全身性炎症反应，激发免疫功

能异常，尤其当患者烧伤面积超过60％时，并发脓

毒症的发生率为15％～26％或可并发多器官功能

衰竭(MOF)⋯，病死率高心J。高迁移率族蛋白B1

(HMGBl)作为经典的损伤相关分子模式(DAMP)

因子和晚期炎性介质在创烧伤、脓毒症等病理生理

过程中扮演着重要角色∞圳。本课题组既往研究证

实，严重烧伤后体内HMGBl水平明显升高，与器官

损害及预后密切相关。调节性T细胞(Treg)是一

类具有负性免疫调节效应的T细胞亚型¨1，烧伤后

其相对数量增加和功能增强是机体免疫功能抑制的

重要发病机制帕o，而白细胞介素一35(IL一35)与Treg

免疫抑制功能密切相关。本研究通过特异性拮抗烫

伤动物模型体内HMGBl的作用，观察对烧伤小鼠

各器官IL一35表达的影响及其与T细胞免疫功能的

关系，并初步探讨其可能作用机制。

1材料与方法

1．1实验动物与材料：雄性SPF级BALB／c小鼠，

购自中国医学科学院实验动物研究所，动物许可证

号：SCXK(京)2014—004。HMGBl特异性拮抗剂

Abox购于意大利HMGBiotech公司；HMGBl酶联

免疫吸附试验(ELISA)试剂盒购于日本Shino—Test

公司；IL一35 ELISA试剂盒购于美国Biolegend公司；

IL一2、IL一4、1一干扰素(IFN一-,／)ELISA试剂盒购

于江苏太仓依科赛生物科技有限公司；CD3、CD28

单克隆抗体(单抗)购于美国Sigma公司；CCK一8

试剂盒购于日本同仁公司；反转录试剂盒购于美国

Promega公司；实时荧光定量反转录一聚合酶链反

应(qRT—PCR)系统购于美国Illumina公司。

1．2动物分组及模型复制：30只小鼠，体质量

24～26 g。实验前适应性饲养1周，称体质量、编号，

按随机数字表法分为正常组(6只)、假伤组(8只)、

烫伤组(8只)、Abox干预组(8只)。使用恒温自动

控制水浴锅，将水温保持于97℃，设定时间为6 s，

造成15％总体表面积(TBSA)烫伤模型。假伤组动

物则浸于37℃温水中。将小鼠背部皮肤残余热水

用无菌纱布吸净，涂抹碘伏抗感染；并于伤后0、6、

12 h颈后皮下注射37℃生理盐水1．0 mL补液抗休

克。Abox干预组小鼠分别于伤后2、12 h腹腔注射

Abox溶液(2．5 g／L，每只120止)，假伤组同时间点

腹腔注射等量生理盐水。

1．3伦理学：本实验中动物处置方法符合动物伦理

学标准。

1．4检测指标及方法：4组小鼠伤后24 h处死，取

心、肝、脾及肺脏等组织标本，放人4℃无菌磷酸盐

缓冲液(PBS)中保存备检。

1．4．1小鼠脾脏单个核细胞制备及脾脏T淋巴细胞

分离：取脾脏标本，剪碎、研磨、过滤，收集细胞悬液，

离心8 min，弃上清液；加入1 mL PBS重配细胞悬

液和2 mL小鼠淋巴细胞分离液，离心15 rain，取中

层云雾状细胞团；用PBS反复洗涤后，加PBS 10mL

离心5 min；弃上清液并计数细胞。部分细胞加入

新培养液(含0．1％CD3及0．1％CD28单抗)，按2×

106个／血接种于96孔板，置于培养箱，72 h后每孔

收集100血上清液放入小离心管(EP管)，一80℃

保存，待测细胞因子(HMGBl、IL一35 o剩余细胞加

入含体积浓度10％胎牛血清(FBS)的RPMll640培

养液重悬，调整细胞浓度后接种于75 cm2培养皿培

养2～3 h，收集细胞悬液，移人离心管离心5 min，弃

上清液，加入新培养液，调整细胞浓度后按相同细胞
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浓度种于96孔板，置人培养箱。

1．4．2细胞增殖活性检测：72 h后，96孔板每孑L收

集100 p．L上清液放人小离心管(EP管)中，一80℃

保存，待测细胞因子(IL一2、IL一4、IFN一^y)；然后每

孔加10乩CCK一8溶液继续培养8 h，酶标仪检测波

长450 nm处吸光度(A。50n。)值。

1．4．3组织IL一35 mRNA表达水平测定：IL一35由

IL一12仅(即p35)和EB病毒诱导基因3(EBl3)两
个亚基构成，故分别检测IL一35两个亚基的mRNA

表达改变。取100 mg待测器官加入少量4℃匀浆

液(1 mL PBS：10 p．L复合蛋白酶抑制剂配制)制备

组织匀浆，以TRIzol法提取RNA，当吸光度A26水：。。

比值在1．7。2．0、质量浓度大于300一mL即为合格
标本，一80℃保存。使用购于美国Promega公司的

反转录试剂盒，反转录总RNA，引物由上海生工公

司设计并合成。使用SYBR Mix试剂盒扩增。qPCR

反应总体系为10止，模板eDNA 0．5止，上下游引物

各0．25汕，无酶水4 I．tL，SYBR Mix 5肚。加热程序：
95℃酶激活3 rain，95℃变性3 S，60℃退火及延伸

40 s，共40个循环。结束后自动进入仪器设定溶解

曲线程序计算，以相对定量(r{Q)值表示其表达量。
1．4．4 HMGBl、IL一35、IL一2、IL一4、IFN一1的蛋

白表达水平测定：取100 mg组织加入少量匀浆

液[1 mL PBS、0．5止叠氮化钠、5此曲通100

(Triton X一100]、10乩复合蛋白酶抑制剂配制)制

备组织匀浆。低温离心10 rain后取上清液，蛋白

定量后一80℃保存。采用ELISA法检测组织中

HMGBl、IL一35及T细胞培养上清中IL一2、IL一4、

IFN一1蛋白水平，操作按试剂盒说明书进行，酶标

仪分析每孑L的A。，。。。值。根据标准品A。，。。。值及蛋

白浓度求出标准曲线回归方程后，将样品A值代人

标准曲线并乘以相应的稀释倍数，计算出样品浓度。

1．5统计学方法：使用SPSSl6．0软件对各组数据

进行统计分析，计量资料以均数±标准差(孑±s)表

示，资料满足正态分布时，组间比较采用单因素方差

分析，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 Abox干预对烫伤小鼠组织HMGBI水平的影

响(表1)：与假伤组比较，烫伤组各器官HMGBl含

量和脾脏单个核细胞HMGBl分泌水平显著上升，

Abox干预后均明显下降(均P<O．01)。

2．2 Abox干预对烫伤小鼠体内IL一35表达水平的

影响：IL一35由p35和EBl3两个亚基构成，故分别

检测IL一35的两个亚基mRNA表达水平。
2．2．1 Abox干预对烫伤小鼠IL一35 mRNA表达的

影响(表1)：与假伤组比较，烫伤组小鼠各器官p35
和EBl3 mRNA表达均显著升高，Abox干预后各器

官中的表达均明显下调(均P<O．01)。

2．2．2 Abox干预对烫伤小鼠IL一35蛋白水平的影

响(表1)：烫伤组心、肝、脾脏组织IL一35蛋白含

量及脾脏单个核细胞分泌IL一35蛋白水平均较假伤

组明显升高，肺组织IL一35蛋白变化趋势与其他组

织完全相反；Abox干预后心、肝、脾、IL一35蛋白含

量及脾脏单个核细胞分泌IL一35蛋白水平均明显下

降，肺IL一35蛋白水平则明显上升(均P<O．05)。

2．3 Abox干预对烫伤小鼠脾脏T细胞免疫功能的

影响(表2)：与假伤组比较，烫伤组T淋巴细胞分

泌IFN一^y及IL一4水平均明显增多；干预组IFN一^y

表1 烫伤后各组小鼠组织器官H^IGBI蛋白含量及IL一35的mRNA和蛋白表达水平比较(i±一)
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表2各组脾脏T淋巴细胞免疫功能指标比较(i±一)

组别 动物数(只) IFN一1(．g／L) IL-4(nsrL) IFN一-y，IL-4 T淋巴细胞增殖活性(^值)

iE常组

假伤组

烫伤组

r预组

1 20±0．38

0．37，=0．09

0．33，0．07‘

7．44+1．70

63．5l±33．57

91．49±23．92

()1．77±34．55

53．48+26．64

水平较烫伤组明显上升，而IL一4水平明显下降；与

正常组比较，烫伤组IFN一^y／IL一4比值显著降低，而

Abox干预组较烫伤组明显升高(均P<0．01 o

2．4 T淋巴细胞增殖活性及IL一2水平比较(表2)：

烫伤组T淋巴细胞增殖活性低于假伤组，促进T细

胞增殖的细胞因子IL一2水平也明显下降。Abox干

预后，T细胞增殖能力明显恢复，IL一2分泌水平也

显著升高(均P<0．01)。

3讨论

严重烧伤后组织损伤及应激常会引起机体剧

烈的炎症反应，损害机体免疫功能，增加患者发生感

染的风险⋯。Hotchkiss等r刊对并发脓毒症死亡病

例的研究发现，绝大部分出现免疫功能抑制，脾淋

巴细胞功能衰竭。有研究提示，脓毒症患者预后不

良与机体免疫受抑有关，但导致脓毒症患者出现免

疫抑制的机制尚不明确旧J。HMGBl作为一种晚期

炎症介质在脓毒症病理生理过程中起重要作用，严

重烧伤后主要组织广泛表达HMGBl，且持续时间

长∽J，应用HMGBl抑制剂可有效防止脓毒症的发

生发展，并能不同程度地减轻组织损害和降低动物

死亡率¨0|。临床资料显示，严重烧伤患者第1天血

浆HMGBl含量明显升高，其水平与严重脓毒症病

理过程密切相关⋯1。

本课题组前期研究发现，严重烫伤动物HMGB l

表达水平升高，与脾脏Treg表面标志分子表达上

调、免疫抑制功能增强有关¨2—3|，这可能是烫伤后

机体免疫功能障碍发生的重要机制。本实验利用特

异性抑制剂Abox对烫伤小鼠进行了干预研究。结

果显示，与假伤组比较，烫伤后不同器官中HMGBl

含量明显上升，Abox干预则能明显降低组织中

HMGBl水平，在心、肝、脾脏组织中HMGBl蛋白水

平甚至低于正常组。究其原因，可能是因为Abox抑

制HMGBl分泌后，切断了HMGBl的正反馈作用，

使其既不能诱导其他炎症因子表达，也不能诱导其

自身的更多分泌。与组织HMGBl改变相似，Abox

干预后烫伤诱导的脾脏单个核细胞分泌HMGB 1的

效应也明显抑制，证实Abox作为HMGBl的特异性

抑制剂，可显著拮抗HMGBl的生物学效应。

当Treg细胞内的IL一35的各亚基独立存在时，

是影响Treg发育、成熟及发挥免疫调节功能不可或

缺的因子¨4|，而Treg可通过分泌IL一35来调节效应

T细胞的免疫功能。在对自身免疫性疾病研究中观

察到组织或血清中IL一35水平降低¨5。1 6|；而在脓毒

症患者血清中IL一35水平则明显升高，且与脓毒症

病情严重程度密切相关¨7I。本实验结果显示，烫伤

打击后组织器官IL一35 mRNA表达水平迅速上调，

其中心、肝、脾脏及脾脏单个核细胞分泌IL一35水

平亦同步升高；而Abox干预能显著抑制上述器官

IL一35表达上调，脾脏单个核细胞分泌IL一35水平

也有明显下降。提示拮抗HMGBl生物学效应可能

有利于减弱烧伤动物Treg功能增强，进而改善免疫

抑制状态。

与上述器官IL一35表达趋势不同，假伤处理可

导致小鼠肺脏IL一35蛋白水平明显下降，烫伤24 h

其表达水平较假伤组更低。使用Abox干预后，肺

组织IL一35蛋白水平反而明显上升，笔者考虑可能

与肺脏自身特点相关。在严重烧伤患者中，肺脏经

常是第一个炎症反应受累器官，容易并发急性肺损

伤¨8|。目前研究表明，早期炎性因子可引发肺脏炎

症反应的“瀑布效应”Ll9|；而促炎细胞因子在肺部

过度产生可能抑制局部Treg活化及IL-35释放，从
而呈现与其他器官不同的状态。本实验烫伤后肺组

织IL一35表达下调，可能与其高浓度的HMGBl作

用有关，因为肺脏是体内Treg分布最为丰富的器官

之一，HMGBl对不同组织Treg活化可能具有抑制

效应心呲1 10由此可见，HMGBl对Treg及其他免疫
细胞分泌IL一35可能有双向调节作用，其确切机制

有待深入探讨。

为进一步研究拮抗HMGBl活性对烫伤小鼠体

内效应T细胞免疫功能的影响，本研究对小鼠脾脏

中T淋巴细胞增殖分化能力进行了分析。结果显示，

Abox能显著改善T细胞在烫伤后增殖抑制状态，使

T细胞分泌IL一2水平增加，增殖活性明显增强。同

时，Abox干预可有效改善烫伤引起的Th2功能极化，
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促使T细胞向Thl方向分化’22|。因此，Abox通过

拮抗烫伤小鼠HMGBl水平，可有效改善机体细胞

免疫功能状态。业已明确，Treg对效应T细胞的增
殖及分化具有抑制作用，但Abox干预治疗烫伤小鼠

后效应T细胞免疫活性的改变是否与HMGBl介导

Treg功能及其IL一35水平直接相关，目前尚不清楚，

需要体内外实验进一步明确。
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