
生垦主堕匡笙金星墼壅查!!!!至!旦笙!!鲞箜!塑堡!!!!!竺坚里坚曼!堡垦!堡!丛!!；!!!!∑!!：!!：盟!：!

烫伤后高迁移率族蛋白B1对树突状细胞

分泌细胞因子的影响

张笑天，姚咏明，黄立峰，于 燕，盛志勇

(解放军总医院第一附属医院全军烧伤研究所，北京100037)
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·论著·

【摘要】 目的 观察烫伤后大鼠高迁移率族蛋白Bl(HMGBl)对树突状细胞(DC)分泌肿瘤坏死因子一a

(TNF—a)和白细胞介素一12(IL一12)的影响及意义。方法将104只大鼠随机分为正常对照组(”一8)、假烫伤组

(，z一32)、烫伤组锄=32)和丙酮酸乙酯(EP)干预组(”一32)，后3组实验动物按观察时间再分为4个亚组，分

别于烫伤后1、3、5和7 d分别处死各组动物留取脾脏。分离DC后培养24 h，收集孵育液，采用酶联免疫吸附试

验检测TNF—a和IL一12水平；采用荧光定量聚合酶链反应(PCR)方法检测脾脏组织TNF—a、IL一12和HMGBl

的基因表达。结果 与相同时间点假烫伤组比较，伤后不同时间点烫伤组HMGBl mRNA表达显著升高

(P均<o．01)，DC孵育液中TNF—a产生减少、IL一12的产生变化不明显，脾脏TNF-a mRNA于伤后1 d显著升

高，5～7 d迅速降至假烫伤组水平，IL一12 tuRNA表达在伤后1 d和3 d显著下调，5 d和7 d则迅速增强(P<

0．05或P<0．01)I与烫伤组比较，EP干预组HMGBl mRNA表达均明显受抑，脾脏DC分泌TNF—a和IL一12

的能力以及脾脏IL．12 mRNA表达均显著增强(P均<O．01)。结论 严重烫伤后HMGBl的表达异常升高，可

导致脾脏DC分泌TNF—a和IL一12的能力下降，从而介导机体的免疫功能抑制。
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中图分类号：Q786；Q813．11 文献标识码：A 文章编号：1008—9691(2008)03—0163一04
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[Abstract] Objective To investigate the effects of high mobility group box一1 protein(HMGBl)on

tumor necrosis factor—a(TNF—a)and interleukin一12(IL一12)release of splenic dendritic cells(DCs)in rats

after thermal injury．Methods One hundred and four rats were randomly divided into four groups as follows：

normal control group(，z一8)，sham burn group(咒=32)，burn group(雄一32)，and burn with ethyl pyruvate

(EP)treatment group(n=32)，and they were sacrificed on postburn days 1，3，5 and 7，respectively with

8 animals at each time point．MACS microbeads were used to isolate splenic DCs．Gene expressions of splenic

TNF—a，IL一12 as well as HMGBl were measured by real—time quantitative polymerase chain reaction(PCR)

taken glyceraldehyde phosphate dehydrogenase(GAPDH)as the internal standard，and cytokine protein levels

were determined with enzyme linked immunoadsorbent assay(ELISA)kits．Results Compared to sham burn

group。the expression levels of splenic HMGBl mRNA were significantly elevated during 1—7 days after burns

(all P<0．01)，TNF一口release from DCs was markedly decreased and IL-12 production was not significantly

changed．Meanwhile。splenic TNF—a mRNA was significantly expressed on postburn day 1，while it recovered

to sham burn value on 5—7 days．Splenic IL一12 mRNA expression was down-regulated on postburn days 1 and

3．but rapidly up-regulated on days 5 and 7 after injury(P<0．05 or P<0．01)．Compared to burn group，

however。administration of EP to inhibit HMGBl mRNA could significantly enhance both TNF—a as well as

IL一12 production and splenic IL一12 mRNA expression after burn injury(all P<0．01)．Conclusion These

data suggest that excessively released HMGBl might induce dysfunction of splenic DCs and subsequent

immunosuppression following severe burns．

[Key words】 burns；high mobility group box一1 protein；dendritic cell，tumor necrosis factor一口，

interleukin一1 2
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严重创伤、烧伤后常伴有特异性免疫功能低下，

这也是易引起感染并且难以控制的原因之一。树突

状细胞(DC)是最强的抗原呈递细胞，能活化初始T

细胞，也是特异性免疫应答的启动因素。成熟DC

(mDC)可分泌肿瘤坏死因子一a(TNF—a)和白细胞介

素一12(IL一12)n吨’，将抗原信息呈递给T细胞，启动

特异性免疫应答。大量证据表明，高迁移率族蛋白

B1(HMGBl)可能作为一种重要的晚期炎症介质，

参与脓毒症发生的病理生理过程∽。我们既往的研

究证实，一定剂量的HMGBl可刺激大鼠脾脏DC

的成熟“3。但关于严重创伤、烧伤后HMGBl对DC

分泌细胞因子的影响与意义，目前尚不清楚，本实验

对此进行了初步探讨，报告如下。

1材料与方法

1．1实验分组及动物模型制备：选择104只雄性清

洁级Wistar大鼠(购于军事医学科学院动物中心)，

体重230～250 g。按随机数字表法分为正常对照组

(咒一8)、假烫伤组(卵一32)、烫伤组("一32)和丙酮酸

乙酯(EP)干预组(以=32)，后3组按观察时间再分

为4个亚组。采用重度烫伤延迟复苏动物模型；将大

鼠背部浸入(99．0士0．5)℃沸水中12 s，造成30％

总体表面积Ⅲ度烫伤；伤后6 h从腹腔给予林格液

(40 ml／kg)抗休克治疗，伤后12、24、36和48 h再

每次给予4 ml林格液腹腔内注射。EP干预组将EP

28 mmol／L力I在林格液中随补液给药。正常对照组

麻醉后活杀大鼠；其余各组分别于烫伤后1、3、5和

7 d处死动物并留取脾脏。

1．2脾脏DC的分离纯化及培养：大鼠麻醉后在无

菌条件下取脾脏，切成小片组织，用胶原酶D孵育

25 min(37℃)、10 mmol乙二胺四乙酸(EDTA)孵

育5 min。将消化好的组织经研磨、磷酸盐缓冲液

(PBS)洗涤，收集细胞悬液，离心去除上清液，加

3 ml Nycoprep 1．077A液(挪威Axis—shield公司)

中，离心后吸取第二层低密度细胞，用PBS离心洗

涤得到单核细胞。采用MiniMACS免疫磁性分离系

统进行DC提取∞3。锥虫蓝检测分离细胞的活性大

于97％，计数细胞。用胎牛血清(FCS)RPMll640完

全培养基重悬DC细胞，调整细胞密度为1×109／L，

接种于96孑L细胞培养板培养24 h，收集孵育液用于

检测。

1．3脾组织总RNA提取与定量：采用异硫氰酸胍

一步提取法(总RNA提取试剂为美国Promega公

司产品)操作。用紫外分光光度计进行RNA纯度和

含量测定。

1．4荧光定量聚合酶链反应(PCR)扩增方法：将

PCR产物用琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察结果，

确定扩增片段无误、无杂带后，采用高温启动法进行

实时荧光定量PCR循环。扩增标本以三磷酸甘油醛

脱氢酶(GAPDH)作内参对照，各项指标以正常组

标本作为对照，95℃10 min变性，40个循环，95℃

15 S，60℃1 min。取相对定量(RQ)值统计结果。

引物序列由北京赛百盛生物工程技术公司合成，

HMGBl扩增片段长度为165 bp，正义链5'-ATGT

TGCGAAGAAACTGG一37，反义链5 7一CAGCCTTG

ACAACTCCCT一3 7；TNF—a扩增片段长度为105 hp，

正义链57一GACCCTCACACTCAGATCATCTTC

T一37，反义链57一TAGCCCACGTCGTAGCAAAC

CACCAA一37；IL一12 p40扩增片段长度为180 bp，正

义链5 7一GGAGGCCCAGCAGCAGAATA一37，反义

链57一CATCATCAAACCAGACCCGCCCAA一3’；

GAPDH扩增片段长度为177 bp，正义链5 7一TGC

ACCACCAACTGCTTA一37，反义链5 7一GGATGC

AGGGATGATGTT一37。

1．5 DC孵育液中II。一12、TNF一0【水平测定：采用酶

联免疫吸附试验试剂盒(美国Biosource公司)检测

DC孵育液中的IL一12、TNF—a水平，操作按试剂盒

说明书进行。

1．6统计学处理：各组标准化的样本数值用均数±

标准差(z±s)表示，采用SPSS 12．0统计软件包对

数据进行单因素方差分析，P<0．05为差异有统计

学意义。

2 结 果

2．1脾脏HMGBl mRNA表达(表1)：正常对照

组脾脏HMGBl rnRNA表达量为0．3054-0．062；

假烫伤动物脾脏亦有一定量HMGBl mRNA表达；

烫伤组1～7 d表达均较相同时间点假烫伤组显著

升高(尸均<o．01)，伤后1 d达峰值，约为假烫伤组

的24．46倍；EP干预后1～7 d均较相应时间点烫

伤组表达受抑(P均<o．01)，但1～5 d表达仍明显

高于假烫伤组(JP均<O．01)。

表l各组大鼠脾脏HMGBl mRNA

表达的变化(；士s，押=8) RQ值

注：与假烫伤组同期比较，6P<0．01，与烫伤组同期比较，。P<0．01

2．2 DC孵育液中TNF—a水平(表2)：正常对照组
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TNF—a水平为(8．934-4．94)ng／L，与假烫伤组各时

间点比较差异无统计学意义(P均>O．05)。烫伤组

1～7 d TNF—a水平较假烫伤组均减少，3 d和5 d

差异有统计学意义(尸均<0．05)；EP干预可明显增

强1～7 d的TNF—a水平(P均<0．01)。

表2各组大鼠DC孵育液中TNF—a

水平的变化(；士s，糟=8) ng／L

注：与假烫伤组同期比较，8P<0．05，“P<o．Ol；与烫伤组同期

比较，。P<O．Ol

2．3脾脏TNF—a mRNA表达(表3)：假烫伤组7 d

内脾组织均有一定量TNF—a mRNA表达，但与正

常对照组比较差异均无统计学意义(P均>0．05)。

烫伤组1 d表达较假烫伤组明显上调，3～7 d迅速

降至假烫伤组范围；EP干预后1 d TNF—a mRNA

表达较烫伤组即显著下降(P均<o．01)。

表3各组大鼠脾脏TNF—amRNA

表达的变化(；士s，撑=8) RQ值

注：与假烫伤组同期比较，6P<0．01|与烫伤组同期比较，cP<0．01

2．4 DC分泌IL一12水平(表4)：正常对照组IL一12

含量为(93．67士41．44)ng／L，与假烫伤组各时间点

比较差异均无统计学意义(P均>O．05)；烫伤后1 d

和3 d IL-12含量略有增高，5 d和7 d有所降低，与

假烫伤组比较差异均无统计学意义(P均>0．05)；

经EP干预后可明显提高伤后1～7 d的IL一12水平

(P均<O．01)。

表4各组大鼠DC孵育液中IL一12

水平的变化(；士s，万=8) ng／L

组别 伤后1 d 伤后3 d 伤后5 d 伤后7 d

假烫伤组 96．27+38．44 78．83士33．89 82．12士37．39 90．64土39．51

烫伤组 132．02士49．71 105．22i 45．87 80．73士36．78 89．18140．12

EP干预组1 425．76i388．11”1 291．72：[：337．62k 861．20士223．12be 404．59±99．51bc

注：与假烫伤组同期比较。oP<0．01，与烫伤组同期比较，

cP<0．01

2．5脾脏IL-12 mRNA表达(表5)：烫伤延迟复苏

动物脾脏IL一12 mRNA表达在伤后1 d和3 d显著

下调，5 d和7 d则迅速增强，与假烫伤组比较差异

均有统计学意义(P<0．05或尸<0．01)；EP干预组

1～7 d IL一12 mRNA表达有不同程度上调，1～5 d

与烫伤组比较差异有统计学意义(P均<O．01)，7 d

虽无统计学差异，但明显高于假烫伤组(P<O．01)。

表5各组大鼠脾脏IL一12 mRNA

表达的变化(；士s，万一8) RQ值

注；与假烫伤组比较，一P<0．05，6P<0．01；与烫伤组比较，cP<0．01

2．6相关性分析：脾组织中HMGBl表达水平分别

与DC孵育液中IL一12、TNF—a含量呈显著负相关

(，．1一一0．777，r2=一0．651，P均<O．01)。

3讨论

DC源于骨髓CD34+的造血干细胞，仅占外周

血单个核细胞的1％以下，是一种强有力的抗原呈

递细胞。DC前体细胞由骨髓进入外周血，再分布到

全身各组织中成为未成熟DC(iDC)。iDC活动性很

强，能有效摄取和加工抗原，表达较低的主要组织相

容性复合物Ⅱ(MHCⅡ)和共刺激分子，定位于非淋

巴组织，接触抗原或危险信号后，通过受体或非受体

介导的机制使其活化。iDC活化后可募集巨噬细胞、

中性粒细胞、自然杀伤细胞和非成熟淋巴细胞至炎

症部位，然后它们通过淋巴管迁移至淋巴器官寻找

抗原特异的T细胞。通过不同的特异性信号转导机

制，iDC成为mDC，而mDC则不再摄取抗原，而是

表达高水平的MHCⅡ和共刺激分子，分泌TNF—a和

IL一12n。2’，可将抗原信息呈递给T细胞，启动特异

性免疫应答。另外，DC分泌TNF—a可能通过正反馈

途径进一步激活DC，因为在DC发育过程中加入

TNF—a可显著促进其成熟“1，并可产生2～3倍的

CD83+DCs‘”。

新近研究表明，分泌至细胞外的HMGBl可能

作为晚期炎症介质参与了脓毒症的病理生理过

程∞。1∞。我们既往的研究提示，严重烫伤和腹腔感染

后6～24 h，肝、肺及小肠组织HMGBl基因表达显

著增多，且持续至伤后72 h，局部组织HMGBl诱

生与内毒素介导的器官功能损害关系密切n”。与

TNF—a、IL一1等早期炎症因子相比，HMGBl具有明

显延迟释放的特点。研究显示，烫伤动物伤后1 d脾
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脏HMGBl tuRNA表达即达峰值，约为假烫伤组的

24．46倍，且持续1～7 d，可见HMGBl表达在烫伤

后具有持续时间较长的特征。同时，烫伤后1～7 d

脾孵育液中TNF—d产生均减少，IL一12的含量与假

烫伤组比较变化不明显，并呈逐渐减少的趋势，表明

烫伤后DC活化过程发生障碍，不具有调节淋巴细

胞的免疫功能。有资料证实，盲肠结扎穿孔后24 h

脾脏DC不能上调共刺激分子的表达和分泌IL一12、

TNF—a，表现为DC的成熟障碍n幻。本实验相关分析

表明，脾组织中HMGBl含量与DC分泌到孵育上

清液中IL一12、TNF—a的含量呈显著负相关，提示

HMGBl可能参与了严重烫伤延迟复苏动物脾脏

DC功能障碍的病理过程。我们初步研究证实，在体

外采用不同剂量HMGBl刺激大鼠脾脏DC后，大

鼠DC表面共刺激分子表达明显上调，分泌IL一12、

TNF—a的含量明显增多；当HMGBl刺激剂量进一

步减小或加大时，DC分泌细胞因子反而减弱“，。说

明适当浓度的HMGBl可以诱导DC高表达共刺激

分子，分泌IL一12、TNF—a，促使DC成熟。然而，在严

重烧伤时，HMGBl的持续升高却引起DC成熟障

碍，这可能与烧伤应激打击后体内HMGBl浓度异

常迅速增高有关，并且体内还可能存在其他调控

DC功能的途径。为了进一步明确HMGBl在严重

烫伤延迟复苏动物DC分泌细胞因子中的作用，我

们采用HMGBl拮抗剂EP进行干预，观察其对DC

分泌功能的影响。结果观察到EP延迟干预后，烫伤

动物脾脏HMGBl mRNA表达均显著受抑，而动物

脾脏DC分泌到孵育液中IL一12、TNF—a的量明显

‘增多。说明烧伤后抑制HMGBl的大量持续产生有

助于恢复DC分泌IL一12、TNF—a能力，促使DC成

熟。有研究观察到内毒素介导脾脏DC分泌IL一12、

TNF—a显著减少，可能是DC抗原呈递功能障碍的

原因之一口引。本组资料提示，严重烫伤后HMGBl

的异常升高与DC功能障碍密切相关，从而导致机

。体的免疫功能抑制。

上述研究初步阐述了严重烫伤时HMGBl对

DC分泌细胞因子功能异常的作用和机制，为从新

的角度来进一步探索HMGBl的免疫效应和意义提

供了新线索，HMGBl对T淋巴细胞包括增殖、分化

和细胞因子分泌等免疫功能具有显著调节效应，其

持续刺激可诱导T细胞功能亚群从促炎优势向抗

炎优势转化n钉。EP对多种急危重症动物模型具有

良好的保护作用，但其确切临床应用效果仍有待进

一步探讨。
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