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ＨＭＧＢ１ 基因敲除通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路
减轻脓毒症小鼠急性肺损伤

张志斌，李瑞彤，郑卫伟，林雪容，牛宁宁，王　 慧，苑　 萌，韩树池，薛乾隆

摘要　 目的　 研究高迁移率族蛋白 Ｂ１（ＨＭＧＢ１）基因敲除

减轻脓毒症小鼠急性肺损伤及抑制 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４） ／核
因子⁃κＢ（ＮＦ⁃κＢ）通路的作用。 方法 　 野生型（ＷＴ）小鼠分

为 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组和 ＷＴ⁃模型组，ＨＭＧＢ１ 基因敲除（ＫＯ）小鼠

分为 ＫＯ⁃Ｓｈａｍ 组和 ＫＯ⁃模型组。 ＷＴ⁃模型组和 ＫＯ⁃模型组

采用盲肠结扎穿孔术制备脓毒症 ＡＬＩ 模型，ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组和

ＫＯ⁃Ｓｈａｍ 组进行假手术操作。 造模后 ２４ ｈ，检测动脉血氧分

压（ＰａＯ２），计算氧合指数（ＯＩ），检测肺组织病理改变，计算

肺损伤评分，检测血清及肺组织中肿瘤坏死因子⁃α（ ＴＮＦ⁃
α）、白细胞介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）、ＩＬ⁃６、活性氧簇（ＲＯＳ）、丙二醛
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（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的浓度，肺组织中 ＨＭＧＢ１、
ＴＬＲ４、核 ＮＦ⁃κＢ 的表达。 结果 　 ＷＴ⁃模型组的 ＰａＯ２、ＯＩ、血
清及肺组织 ＳＯＤ 的浓度低于ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组，肺损伤评分、血清

及肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＲＯＳ、ＭＤＡ 的浓度、肺组织中

ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、核 ＮＦ⁃κＢ 的表达水平高于 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组（Ｐ ＜
０. ０５）；ＫＯ⁃模型组肺组织中不表达 ＨＭＧＢ１，ＰａＯ２、ＯＩ、血清

及肺组织 ＳＯＤ 的浓度高于 ＷＴ⁃模型组，肺损伤评分、血清及

肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＲＯＳ、ＭＤＡ 的浓度、肺组织中

ＴＬＲ４、核 ＮＦ⁃κＢ 的表达水平低于 ＷＴ⁃模型组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结

论　 敲除 ＨＭＧＢ１ 减轻脓毒症小鼠 ＡＬＩ，相关的分子机制可

能是抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路介导的炎症反应和氧化应激反

应。
关键词　 脓毒症；急性肺损伤；高迁移率族蛋白 Ｂ１；Ｔｏｌｌ 样受

体 ４；核因子⁃κＢ
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　 　 脓毒症是机体对感染的反应失调而引起危及生

命的器官功能障碍，肺脏是脓毒症进程中受累的首

位靶器官，急性肺损伤（ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是导

致脓毒症患者死亡的主要原因之一。 脓毒症 ＡＬＩ 的
病理生理机制复杂，包括炎症因子失控性释放、氧化

应激反应激活等。 高迁移率族蛋白 Ｂ１（ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉ⁃
ｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ Ｂ１，ＨＭＧＢ１）是一种存在于炎症反应晚

期的炎症介质，其来源包括细胞主动分泌和被动释

放，能够激活 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，
ＴＬＲ４）、促进下游核因子⁃κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃
κＢ）核转位并一方面使炎症反应持续活化，另一方

面促进自由基生成、引起氧化应激反应［１ － ２］。 相关

的临床研究［３］ 结果显示，脓毒症患者血清 ＨＭＧＢ１
含量增加且与肺脏、肾脏等脏器损伤相关；相关的动

物实验［４ － ５］结果显示，多种药物减轻脓毒症 ＡＬＩ 的

治疗作用与抑制 ＨＭＧＢ１ 表达有关。 但 ＨＭＧＢ１ 在

脓毒症 ＡＬＩ 发生发展中的生物学作用及相关机制尚

不完全明确。 该研究将通过基因敲除（ ｋｎｏｃｋ ｏｕｔ，
ＫＯ）的手段分析 ＨＭＧＢ１ 基因减轻脓毒症 ＡＬＩ 及抑

制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路的作用，为深入认识 ＨＭＧＢ１
在脓毒症 ＡＬＩ 发生发展中的生物学作用及可能机制

提供实验依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 实验动物 　 野生型（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，ＷＴ） ＳＰＦ 级

雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ２４ 只及 ＨＭＧＢ１ ＫＯ 雄性小鼠

２４ 只，体质量 １８ ～ ２２ ｇ，购自斯贝福（北京）生物技

术有限公司。 本研究经医院伦理委员会批准，实验

过程遵循 ３Ｒ 原则。
１． １． ２ 　 试剂 　 ＲＩＩＰＡ 裂解液、核蛋白提取试剂盒

（上海碧云天生物科技有限公司），ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗体（美国 Ａｂｃａｍ 公司），肿瘤坏死因子⁃
α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）、ＩＬ⁃６、活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘ⁃
ｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄ，ＭＤＡ）、
超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）检测试

剂盒（南京建成生物有限公司）。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 分组及建模　 ＷＴ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠分为 ＷＴ⁃
Ｓｈａｍ 组和 ＷＴ⁃模型组，ＨＭＧＢ１ ＫＯ 小鼠分为 ＫＯ⁃
Ｓｈａｍ 组和 ＫＯ⁃模型组，每组 １２ 只。 ＷＴ⁃模型组和

ＫＯ⁃模型组采用盲肠结扎穿孔术制备脓毒症 ＡＬＩ 模
型，方法如下：造模前禁食 １２ ｈ、自由饮水，腹腔注射

１％戊巴比妥钠 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉小鼠，摆放仰卧位并

做长度 ２ ｃｍ 的腹正中切口，分离盲肠并轻轻挤压盲

肠近端粪便，使盲肠末充盈，在盲瓣与盲肠中点用无

菌 ４ 号线结扎，在结扎部位与盲肠顶端中点用 ２１Ｇ
针头穿刺盲肠壁，将少许肠内容物轻轻挤出并保证

穿孔处通畅，然后将挤出的内容物擦净，将盲肠还纳

腹腔，最后关闭腹腔、缝合切口、完成造模。 Ｓｈａｍ 组

进行假手术操作如下：造模前禁食 １２ ｈ、自由饮水，
按照脓毒症 ＡＬＩ 造模相同的方法麻醉及分离盲肠，
在盲瓣与盲肠中点穿无菌 ４ 号线，但不进行结扎和

穿孔操作，而后将盲肠还纳腹腔，最后关闭腹腔、缝
合切口。
１． ２． ２　 血气分析　 造模后 ２４ ｈ，腹腔注射 １％戊巴

比妥钠 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉小鼠，再次做 ２ ｃｍ 的腹正中

切口，在小肠后方分离腹主动脉，用 １ ｍｌ 注射器在

腹主动脉处抽取 ０. ７ ｍｌ 动脉血，采用 ｉ⁃ＳＴＡＴ 型血

气分析仪（美国 Ａｂｂｏｔｔ）进行动脉血气分析，检测动

脉血 氧 分 压 （ ｐａｒｔｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ａｒｔｅｒｉａｌ ｏｘｙｇｅｎ，
ＰａＯ２），计算氧合指数（ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ，ＯＩ） ＝ ＰａＯ２

÷ ＦｉＯ２。
１． ２． ３　 血清炎症及氧化应激指标检测　 造模后 ２４
ｈ，腹主动脉血进行血气分析后剩余的样本在 ４ ℃、
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、半径 １０ ｃｍ 条件下离心 １０ ｍｉｎ，分离血

清并采用试剂盒检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＭＤＡ、
ＲＯＳ、ＳＯＤ 的浓度。
１． ２． ４　 肺组织病理改变检测　 造模后 ２４ ｈ，取各组

小鼠的左肺组织适量，经生理盐水清洗后用 ４％ 多

聚甲醛固定，制作组织蜡块后切片，采用 ＨＥ 染色试

剂盒对组织切片进行染色后在显微镜下观察肺组织

的病理改变。 采用半定量评分系统对肺病理改变进

行评分，包括炎症、水肿、出血和肺泡间隔增厚 ４ 个

项目，每项 ０ ～ ４ 分，合计评分即为肺损伤评分。
１． ２． ５　 肺组织湿重（Ｗ） ／ 干重（Ｄ）比值测量　 造模

后 ２４ ｈ，取各组小鼠的右肺组织，称量湿重后将组织

放入烘箱中，烘干至恒重后记录干重，而后计算 Ｗ／
Ｄ。
１． ２． ６　 肺组织中炎症及氧化应激指标检测　 造模

后 ２４ ｈ，取各组小鼠的左肺组织适量，剪碎后加入

ＲＩＰＡ 裂解液，加入放射免疫沉淀试验（ ｒａｄｉｏ ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解液匀浆后按照转速

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、半径 １０ ｍｉｎ、温度 ４ ℃离心 １０ ｍｉｎ，取
上清液，采用 ＢＣＡ 法检测匀浆液的蛋白含量，采用

试剂盒检测匀浆液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＭＤＡ、
ＲＯＳ、ＳＯＤ 含量，计算每毫克匀浆液蛋白中 ＴＮＦ⁃α、
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ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＭＤＡ、ＲＯＳ、ＳＯＤ 的浓度。
１． ２． ７　 肺组织中蛋白表达的检测　 取 １. ２. ５ 中的

匀浆液进行 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４ 表达的检测；另取各组小

鼠的左肺组织适量，剪碎后采用核蛋白提取试剂盒

提取核蛋白，进行核 ＮＦ⁃κＢ 表达的检测。 检测时，
将 ３０ μｇ 蛋白样本加入十二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰

胺凝胶中进行电泳，而后电转移至硝酸纤维素膜，室
温下 ５％脱脂牛奶封闭 １ ｈ，４ ℃下孵育 ＨＭＧＢ１ 一

抗（１ ∶ ５００）、ＴＬＲ４ 一抗（１ ∶ １ ０００）、ＮＦ⁃κＢ 一抗（１
∶ ４００）或 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗（１ ∶ ５ ０００）、ＬａｍｉｎＢ 一抗（１
∶ ３ ０００）过夜。 次日，洗膜 ３ 次后室温下孵育二抗

（１ ∶ ２ ０００）１ ｈ，最后在凝胶成像仪中进行化学显

影，得到蛋白条带及对应的灰度值，以 ＨＭＧＢ１ ／ β⁃
ａｃｔｉｎ、ＴＬＲ４ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、ＮＦ⁃κＢ ／ ＬａｍｉｎＢ 的比值作为蛋

白表达水平。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ 软件（版本号 ２３. ０）
进行实验数据的统计学处理，计量资料经正态性检

验，均符合正态分布，以 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较采用

单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 ４ 组小鼠肺组织中 ＨＭＧＢ１ 表达的比较 　
ＷＴ⁃模型组小鼠肺组织中 ＨＭＧＢ１ 的表达水平高于

ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＫＯ⁃
Ｓｈａｍ 组 和 ＫＯ⁃模 型 组 小 鼠 肺 组 织 中 不 表 达

ＨＭＧＢ１。 见图 １。
２． ２　 ４ 组小鼠肺损伤程度的比较　 ＷＴ⁃模型组小鼠

ＰａＯ２、ＯＩ 水平低于 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组，肺损伤评分、Ｗ ／ Ｄ
比值高于 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组，差异有统计学意义 （ Ｐ ＜
０. ０５）；ＫＯ⁃Ｓｈａｍ 组小鼠 ＰａＯ２、ＯＩ 水平及肺损伤评

分、Ｗ ／ Ｄ 比值与 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组比较，差异无统计学意

义；ＫＯ⁃模型组小鼠 ＰａＯ２、ＯＩ 水平高于 ＷＴ⁃模型组，
肺损伤评分、Ｗ ／ Ｄ 比值低于 ＷＴ⁃模型组，差异有统

计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见表 １、图 ２。
２． ３　 ４ 组小鼠炎症反应程度的比较　 ＷＴ⁃模型组小

鼠血清及肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 的浓度高于

ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＫＯ⁃
Ｓｈａｍ 组小鼠血清及肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 的

浓度与 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组比较，差异无统计学意义；ＫＯ⁃
模型组小鼠血清及肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 的

浓度低于ＷＴ⁃模型组 ，差异有统计学意义 （ Ｐ ＜

图 １　 ４ 组小鼠肺组织中 ＨＭＧＢ１ 表达的比较

与 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ２　 ４ 组小鼠肺组织的病理改变 ＨＥ ×４００

表 １　 ４ 组小鼠肺损伤程度的比较（ｎ ＝ １２，�ｘ ± ｓ）

组别 ＰａＯ２（ｋＰａ） ＯＩ 肺损伤评分 Ｗ／ Ｄ
ＷＴ⁃Ｓｈａｍ １２． ５９ ± ０． ７４ ４７７． １２ ± ２１． ８３ ０． ９３ ± ０． ０８ ４． ０３ ± ０． ３５
ＷＴ⁃模型 ７． ６９ ± ０． ６０∗ ２４８． ５８ ± １８． ５８∗ １１． ２４ ± １． ０３∗ ７． ６２ ± ０． ５９∗

ＫＯ⁃Ｓｈａｍ １２． ５３ ± ０． ８２ ４８０． ２３ ± ２５． ７６ １． ０１ ± ０． １１ ４． １２ ± ０． ４４
ＫＯ⁃模型 １０． ２２ ± ０． ７５＃ ３７９． １９ ± ２８． ６８＃ ５． ５８ ± ０． ４８＃ ５． ２５ ± ０． ４１＃

Ｆ 值 ２１． ５７８ １８． ５７２ １３６． ８１３ ２０． ６７１
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＷＴ 模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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表 ２　 ４ 组小鼠炎症反应程度的比较（ｎ ＝ １２，�ｘ ± ｓ）

组别
血清（ｐｇ ／ ｍｌ）

ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６
肺组织（ｐｇ ／ ｇ）

ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６
ＷＴ⁃Ｓｈａｍ ０． ８４ ± ０． ０７ ０． ５９ ± ０． ０３ １． １４ ± ０． ０８ １． ８６ ± ０． １４ １． ２６ ± ０． １１ １． １４ ± ０． １０
ＷＴ⁃模型 ４． ４１ ± ０． ２９∗ ２． ８５ ± ０． ２３∗ ５． ６１ ± ０． ３４∗ ５． ７７ ± ０． ３６∗ ４． ０９ ± ０． ３２∗ ４． ６６ ± ０． ３６∗

ＫＯ⁃Ｓｈａｍ ０． ９０ ± ０． ０５ ０． ６１ ± ０． ０４ １． ０６ ± ０． ０９ １． ９２ ± ０． ２０ １． ３１ ± ０． １２ １． ２１ ± ０． １２
ＫＯ⁃模型 １． ８８ ± ０． １４＃ １． １３ ± ０． ０９＃ ２． ８６ ± ０． ２２＃ ３． ０１ ± ０． ２５＃ ２． ２１ ± ０． ２２＃ ２． ６７ ± ０． ２２＃

Ｆ 值 １２２． ５８１ ８９． ４８３ １１７． ５６４ １０５． ６８２ ９４． ５８７ １０９． ５８２
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＷＴ 模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

表 ３　 ４ 组小鼠炎症反应程度的比较（ｎ ＝ １２，�ｘ ± ｓ）

组别
血清（ｐｇ ／ ｍｌ）

ＭＤＡ（ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ＲＯＳ（Ｕ ／ Ｌ） ＳＯＤ（Ｕ ／ Ｌ）
肺组织（ｐｇ ／ ｇ）

ＭＤＡ（ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ＲＯＳ（Ｕ ／ Ｌ） ＳＯＤ（Ｕ ／ Ｌ）
ＷＴ⁃Ｓｈａｍ ２． １３ ± ０． １６ １． ４４ ± ０． １２ ３２． ５８ ± ２． ５２ １． ９６ ± ０． １４ ０． ９４ ± ０． ０６ ４８． ５８ ± ３． ２５
ＷＴ⁃模型 ６． ７４ ± ０． ５２∗ ４． ９５ ± ０． ３４∗ １５． ５２ ± １． ７１∗ ７． ０１ ± ０． ５１∗ ５． ５１ ± ０． ３６∗ ３０． １２ ± ２． ２１∗

ＫＯ⁃Ｓｈａｍ ２． ２１ ± ０． １４ １． ５０ ± ０． １５ ３３． １２ ± ２． ７４ １． ９２ ± ０． １５ １． ０１ ± ０． ０８ ４９． １２ ± ３． ６２
ＫＯ⁃模型 ３． ３６ ± ０． ３２＃ ２． ７６ ± ０． ２３＃ ２４． ０９ ± ２． ８５＃ ３． ４４ ± ０． ２８＃ ２． ３１ ± ０． １８＃ ４１． ５８ ± ３． ２８＃

Ｆ 值 ５３． ８５２ ６０． ３７５ ４１． ３８２ ６３． ９６１ ７６． ６９４ ３１． ６８１
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＷＴ 模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ３　 ４ 组小鼠 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路的比较

１：ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组；２：ＷＴ⁃模型组；３：ＫＯ⁃Ｓｈａｍ 组；４：ＫＯ⁃模型组；与 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＷＴ 模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

０. ０５）。 见表 ２。
２． ４　 ４ 组小鼠氧化应激反应程度的比较　 ＷＴ⁃模型

组小鼠血清及肺组织中 ＭＤＡ、ＲＯＳ 的浓度高于 ＷＴ⁃
Ｓｈａｍ 组，ＳＯＤ 的浓度低于 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组，差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＫＯ⁃Ｓｈａｍ 组小鼠血清及肺组织

中 ＭＤＡ、ＲＯＳ、ＳＯＤ 的浓度与 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组比较，差
异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）；ＫＯ⁃模型组小鼠血清及

肺组织中 ＭＤＡ、ＲＯＳ 的浓度低于 ＷＴ⁃模型组，ＳＯＤ
的浓度高于 ＷＴ⁃模型组，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０５）。 见表 ３。
２． ５　 ４ 组小鼠 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路的比较 　 ＷＴ⁃模

型组小鼠肺组织中 ＴＬＲ４、核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表达水平

高于 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；
ＫＯ⁃Ｓｈａｍ 组小鼠肺组织中 ＴＬＲ４、核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表

达水平与 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组比较，差异无统计学意义；
ＫＯ⁃模型组小鼠肺组织中 ＴＬＲ４、核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表

达水平低于 ＷＴ⁃模型组，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０５）。 见图 ３。

３　 讨论

　 　 炎症细胞因子失控性释放与脓毒症 ＡＬＩ 的发生

发展密切相关，但具体的调控机制尚不完全清楚。
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ＨＭＧＢ１ 是重要的炎症介质，炎症反应激活过程中

ＨＭＧＢ１ 的来源包括细胞主动分泌和被动释放，前者

指单核 ／巨噬细胞、中性粒细胞、树突状细胞等受到

感染、缺血缺氧等刺激时主动合成和释放 ＨＭＧＢ１，
后者指组织细胞损伤后发生破裂、死亡并导致

ＨＭＧＢ１ 被动释放。 本研究中，脓毒症 ＡＬＩ 小鼠肺组

织中 ＨＭＧＢ１ 表达增加。 以上结果提示 ＨＭＧＢ１ 高

表达可能参与脓毒症 ＡＬＩ 的发生发展，但脓毒症

ＡＬＩ 中 ＨＭＧＢ１ 的生物学作用尚缺乏直接的动物实

验证据。
　 　 本研究采用基因敲除的手段对脓毒症 ＡＬＩ 模型

中 ＨＭＧＢ１ 的生物学作用展开分析。 野生型小鼠进

行脓毒症 ＡＬＩ 建模后 ＰａＯ２ 及 ＯＩ 降低，肺组织出现

间质充血水肿、炎症细胞浸润等典型的 ＡＬＩ 病理表

现且肺损伤评分增加，表明脓毒症 ＡＬＩ 模型制备成

功。 ＨＭＧＢ１ 在脓毒症的发生和进展中发挥促炎作

用，促进中性粒细胞、单核巨噬细胞、淋巴细胞等向

肺组织聚集，进而使炎症反应持续激活、肺损伤加

剧［６ － ７］。 本研究使用 ＨＭＧＢ１ 敲除小鼠进行脓毒症

ＡＬＩ 建模，敲除 ＨＭＧＢ１ 使 ＰａＯ２ 及 ＯＩ 增加，肺组织

中间质充血水肿、炎症细胞浸润的病理改变减轻且

肺损伤评分降低，这一结果为 ＨＭＧＢ１ 参与脓毒症

ＡＬＩ 提供了直接证据。
　 　 ＨＭＧＢ１ 促进炎症细胞浸润的效应不仅能够使

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 等炎症因子大量释放，炎症反应

持续激活，还能使 ＲＯＳ 生成增多，引起组织发生氧

化应激损伤，增加脂质氧化产物 ＭＤＡ 的生成及抗

氧化酶 ＳＯＤ 的消耗［８ － ９］。 脓毒症 ＡＬＩ 相关的基础

研究证实炎症反应和氧化应激反应是与肺损伤密切

相关的两种生物学因素，多种抗炎、抗氧化治疗手段

显著减轻脓毒症 ＡＬＩ［１０ － １２］。 本研究中，野生型脓毒

症 ＡＬＩ 小鼠血清及肺组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、
ＲＯＳ、ＭＤＡ 的浓度均增加，ＳＯＤ 的浓度降低，符合脓

毒症 ＡＬＩ 发生发展中炎症反应和氧化应激过度激活

的特征。 ＨＭＧＢ１ 敲除使脓毒症 ＡＬＩ 小鼠的血清及

肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＲＯＳ、ＭＤＡ 浓度降低，
ＳＯＤ 浓度增加，表明 ＨＭＧＢ１ 在脓毒症 ＡＬＩ 中起到

促进炎症反应及氧化应激的作用，敲除 ＨＭＧＢ１ 使

炎症反应及氧化应激减轻。
　 　 ＨＭＧＢ１ 促进炎症细胞浸润，调控炎症反应及氧

化应激的机制可能与激活 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路有关。
主动分泌和被动释放的 ＨＭＧＢ１ 通过 ＴＬＲ４ 使 ＮＦ⁃
κＢ 入核，进而启动多种炎症因子表达，导致“炎症瀑

布” ［１３ － １４］。 已有研究报道，脓毒症模型中 ＴＬＲ４ 及

核 ＮＦ⁃κＢ 表达增加与肺损伤、肾损伤等脏器功能障

碍相关［１５］。 本研究中，野生型脓毒症小鼠肺组织中

ＴＬＲ４ 及核 ＮＦ⁃κＢ 表达增加，与既往研究中 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 通路参与脓毒症 ＡＬＩ 的结果吻合。 ＨＭＧＢ１
敲除使脓毒症 ＡＬＩ 小鼠肺组织中 ＴＬＲ４ 及核 ＮＦ⁃κＢ
表达降低，表明脓毒症 ＡＬＩ 中 ＨＭＧＢ１ 调控 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 通路，敲除 ＨＭＧＢ１ 使 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路受

抑制，减少 ＮＦ⁃κＢ 入核，进而抑制 ＮＦ⁃κＢ 对多种炎

症因子表达的促进作用，最终实现减轻炎症反应及

氧化应激反应的效应。 关于 ＨＭＧＢ１ 调控 ＴＬＲ４ 的

机制，可能涉及转录水平的启动子调控与转录后水

平的非编码 ＲＮＡ 调控，仍需今后设计相关的报告基

因实验、ｍＲＮＡ 稳定性实验等进行探索。
　 　 综上所述，ＨＭＧＢ１ 参与脓毒症 ＡＬＩ 的发生发

展，敲除 ＨＭＧＢ１ 减轻脓毒症小鼠 ＡＬＩ，与之相关的

分子机制可能是抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路介导的炎症

反应 和 氧 化 应 激 反 应。 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通 路 在

ＨＭＧＢ１ 参与脓毒症 ＡＬＩ 发生发展中的作用仍有待

今后更多的实验探索。
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（Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ， Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｎｏｒｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｚｈａｎｇｊｉａｋｏｕ　 ０７５０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ Ｂ１ （ＨＭＧＢ１） ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ａ⁃
ｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ （ＴＬＲ４） ／ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｓｅｐｓｉｓ ｍｉｃｅ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ （ＷＴ） ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ＷＴ⁃Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＷＴ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ＨＭＧＢ１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ
（ＫＯ） ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ＫＯ⁃ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＫＯ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｓｅｐｓｉｓ ＡＬＩ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｃｅｃａｌ
ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｅｒｆｏｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＷＴ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＫＯ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ＷＴ⁃Ｓｈａｍ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＫＯ⁃Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｔｈｅ ｐａｒｔｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ａｒｔｅｒｉａｌ ｏｘｙｇｅｎ （ＰａＯ２） ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ， ｏｘｙ⁃
ｇｅｎａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ （ＯＩ） ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ， ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｓｃｏｒｅ ｗａｓ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ， ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α （ＴＮＦ⁃α）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β （ ＩＬ⁃１β）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６ （ ＩＬ⁃
６）， ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ＲＯＳ）， ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ）， ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ＳＯＤ）， ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＢ１， ＴＬＲ４ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ＮＦ⁃κＢ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ
ＰａＯ２， ＯＩ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＯＤ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＷＴ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＷＴ⁃
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｓｃｏｒｅｓ， ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６， ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＭＧＢ１， ＴＬＲ４ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ＮＦ⁃κＢ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ
ＷＴ⁃Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０５）． ＨＭＧＢ１ ｗａｓ ｎｏｔ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＫＯ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ＰａＯ２， ＯＩ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＯＤ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＫＯ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
ＷＴ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｓｃｏｒｅｓ， ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６， ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ
ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ４ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ＮＦ⁃κＢ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＷＴ⁃
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＨＭＧＢ１ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｓｅｐｓｉｓ ｍｉｃｅ， ｔｈｅ ｒｅ⁃
ｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｓｅｐｓｉｓ； ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ； ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ Ｂ１； ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４； ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ
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