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犎犕犌犅１抗体对刀豆蛋白犃引起小鼠肝损伤的保护作用
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［摘　要］　目的　研究高迁移率族蛋白１（ＨＭＧＢ１）抗体对刀豆蛋白 Ａ（ＣｏｎＡ）引起小鼠肝损伤的保护作用。

方法　将健康无污染雄性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠分成空白对照组（注射生理盐水）、模型组（注射ＣｏｎＡ）和实验组（注射ＣｏｎＡ

＋ＨＭＧＢ１抗体），３组小鼠注射药物６ｈ后摘眼球取血，所获血液离心后取血清检测谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和

ＨＭＧＢ１，留取肝脏组织进行 ＨＥ染色、Ｔｕｎｅｌ、免疫荧光等检测。结果　实验组小鼠肝组织病理炎症反应轻于模型

组。小鼠血清中ＡＬＴ、ＨＭＧＢ１：空白对照组分别为（５２．００±８．３４）Ｕ／Ｌ、（７．５４±０．５３）ｎｇ／ｍＬ，模型组分别为

（５５５１．５０±１４４５．７４）Ｕ／Ｌ、（１８．０６±１．６５）ｎｇ／ｍＬ，实验组分别为（１９７７．４０±６５４．８９）Ｕ／Ｌ、（１０．７７±０．７１）ｎｇ／ｍＬ；

肝组织中 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ、ＨＭＧＢ１表达量（相对值）：空白对照组分别为１．８８６±０．２５３、０．０８６±０．０２８，模型组分

别为４．７１８±０．３４１、０．２６８±０．０４３，实验组分别为３．００５±０．３３１、０．１１６±０．００８；实验组小鼠血清中 ＡＬＴ、

ＨＭＧＢ１，以及肝组织中 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ、ＨＭＧＢ１表达量均低于模型组（均犘＜０．００１）。肝组织细胞凋亡、肝细胞

内 ＨＭＧＢ１迁移（标准化）：空白对照组均为１±０，模型组分别为４．６７±０．３３、４．５０±０．２２，实验组分别为２．６７±

０．２１、２．３３±０．２１；实验组小鼠肝组织细胞凋亡、肝细胞内 ＨＭＧＢ１迁移均低于模型组（均 犘＜０．００１）。

结论　ＨＭＧＢ１抗体能改善肝组织的病理损伤，可以保护ＣｏｎＡ引起的小鼠肝损伤。

［关　键　词］　ＨＭＧＢ１抗体；高迁移率族蛋白１；刀豆蛋白 Ａ；肝损伤；保护作用；肝损伤模型；急性肝损伤；

模型小鼠
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　　肝损伤是一种临床常见情况，其临床表现复杂，

并发症多，甚至病情危急，不及时处理会发展为肝衰

竭而死亡。乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染是我国急性

肝损伤最常见的病因，一般认为肝损伤是由 ＨＢＶ

感染引起的宿主免疫反应所导致［１］。在 ＨＢＶ感染

导致的肝损伤过程中，乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）

特异性ＣＤ８＋细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬｓ）在肝损

伤过程中起关键作用［２］，其他非特异性免疫细胞如

巨噬细胞、ＮＫ细胞等也发挥了重要作用
［３］。此外，

由活化的免疫细胞所分泌的细胞因子如ＩＦＮγ、

ＴＮＦα等也参与了肝细胞损伤作用
［４－５］。目前仍缺

乏有效的治疗肝损伤的医疗手段。高迁移率族蛋白１

（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＭＧＢ１）是一

类在真核细胞中含量丰富的非组蛋白核蛋白［６］。近

年研究［７］表明，细胞核内 ＨＭＧＢ１转移至胞外后，

演变成一种炎症介质。ＨＭＧＢ１既可以作为炎症细

胞因子参与信号转导，又能与多种促炎介质相互诱

导表达，还能引起炎症信号分子 ＮＦｋＢ核移位，形

成一个复杂的细胞因子分泌调节网络，启动、维持和

放大炎症反应［８－９］。因此，ＨＭＧＢ１在致炎细胞因

子网络中可能是一个关键中心环节［１０］。纽约大学

Ｗａｎｇ等
［１１－１２］认为，ＨＭＧＢ１抗体可以用来治疗败

血症。本课题在前期工作的基础上使用刀豆蛋白Ａ

（ＣｏｎＡ）建立小鼠肝损伤模型，观察 ＨＭＧＢ１抗体

对小鼠肝损伤的保护作用。

１　材料与方法

１．１　动物　雄性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠（ＳＰＥ级），６周龄，体

重约２０ｇ，由中南大学动物学部提供。动物实验得

到中南大学动物学部实验动物管理与使用认证协会

（ＩＡＣＵＣ）批准。

１．２　试剂　ＣｏｎＡ、Ｅｌｉｓａ试剂盒等购自于Ｓｉｇｍａ公

司。ＨＭＧＢ１抗体由美国纽约大学王海潮（Ｈａｉｃｈａｏ

Ｗａｎｇ）提供
［１１－１２］。

１．３　动物模型　将健康无污染雄性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠分

成３组：空白对照组、模型组和实验组。模型组、实

验组小鼠尾静脉注射ＣｏｎＡ２０ｍｇ／ｋｇ（ＣｏｎＡ溶于

无热源的生理盐水，浓度为２ｍｇ／ｍＬ），空白对照组

的小鼠尾静脉注射生理盐水（２００μＬ／２０ｇ。１ｈ后，

空白 对 照 组、模 型 组 小 鼠 腹 腔 注 射 生 理 盐 水

２００μＬ／２０ｇ，实验组小鼠腹腔注射ａｎｔｉＨＭＧＢ１

１００μｇ／２０ｇ（ａｎｔｉＨＭＧＢ１溶于生理盐水，浓度为

０．５ｍｇ／ｍＬ）。６ｈ后摘小鼠眼球取血，颈椎脱臼处

死后取肝脏。血液离心后获的血清及所取肝组织保

存备用。

１．４　方法

１．４．１　ＨＥ染色　采用 ＨＥ染色检测小鼠肝组织

病理变化。石蜡切片５μｍ 脱蜡后苏木素染色

３ｍｉｎ，自来水冲洗后０．５％盐酸乙醇分化３０ｓ，自

来水冲洗后伊红染色１ｍｉｎ，切片水洗后快速通过

梯度乙醇脱水，晾干后封片备用。

１．４．２　Ｔｕｎｅｌ　使用 Ｔｕｎｅｌ方法观察肝组织的细

胞凋亡。石蜡切片在二甲苯中脱蜡２次，每次５～

１０ｍｉｎ。乙醇水合（１００％、９５％、９０％、８０％、７５％）

每组２ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗２次，滴加２０μｇ／ｍＬ不含

ＤＮａｓｅ的蛋白酶 Ｋ，２０～３７℃作用２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

涤３次。室温在封闭液（３％双氧水溶于甲醇）中封

闭１０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，根据试剂盒制备 Ｔｕｎｅｌ

反应混合液，每个样本加反应液５０μＬ，加盖玻片

３７℃恒温避光湿润反应６０ｍｉｎ，荧光显微镜下检测

观察（其中阴性对照组中反应液不加ＴｄＴ酶）。

１．４．３　免疫荧光　采用免疫荧光法检测肝细胞内

ＨＭＧＢ１的迁移。取石蜡切片，二甲苯中脱蜡２次，

每次５～１０ｍｉｎ。乙醇水合（１００％、９５％、９０％、

８０％、７５％）每组 ２ ｍｉｎ；ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，１％ 的

Ｔｒｉｔｏｎ破膜２０ｍｉｎ，羊血清封闭３０ｍｉｎ，加第一抗

体（１∶２００）后孵育１２ｈ，阴性对照用荧光二抗代替

第一抗体；第二抗体室温（避光）孵育２ｈ，甘油封

片，荧光显微镜下观察，照相，图像软件分析平均灰

度值。

１．４．４　血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和ＨＭＧＢ１检测　使
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用速率法检测ＡＬＴ，ＥＬＩＳＡ检测血清中ＨＭＧＢ１。

１．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝组织

ＨＭＧＢ１表达量。提取组织总蛋白，１０％ＳＤＳ聚丙烯

酰胺凝胶电泳后，转移至ＰＶＤＦ膜。５％脱脂牛奶封

闭２ｈ，加１∶５００一抗（ＨＭＧＢ１）４℃孵育过夜，１∶２０００

二抗室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗净３次后加ＥＣＬ发光

液，观察结果。

１．４．６　实时定量荧光ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测　

按照说明书步骤，采用 ＴＲＩＺＯＬ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）

法提取ＲＮＡ，取１μｇ总 ＲＮＡ进行逆转录成ｃＤ

ＮＡ：ＨＭＧＢ１上下游引物分别为５’ＣＴＧＣＣＴＡ

ＣＡＧＡＧＣＴＡＡＡＧＧＡ３’，５’ＣＴＧＣＧＣＴＡＧＡＡＣ

ＣＡＡＣＴＴＡＴ３’；βａｃｔｉｎ引物分别为５’ＧＧＣＡＴＣ

ＣＡＴＧＡＡＡＣＴＡＣＡＴＴ３’、５’ ＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧ

ＧＴＧＣＴＡＧＧＡＧ３’。反应体系：反转录产物１μＬ，

上下游引物各２μＬ，２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒ

ｍｉｘ１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补充至２５μＬ。ＰＣＲ反应条

件９５℃ ３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３４ｓ，９５℃１５ｓ，６０℃

１ｍｉｎ，４０个循环结束。

１．５　统计分析　应用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行方

差分析，数据以狓±狊表示，犘≤０．０５为差异有统计

学意义。

２　结果

２．１　小鼠肝组织病理变化　ＨＥ染色结果显示：空

白对照组小鼠病理切片未见肝细胞坏死与炎症细胞

浸润；模型组小鼠见肝细胞变性、坏死，炎症细胞浸

润；实验组未见明显的肝细胞坏死，但汇管区见炎症

细胞浸润。见图１。

!"#$% &'%()%

图１　小鼠肝组织病理变化（ＨＥ染色，狀＝６）

犉犻犵狌狉犲１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｉｎｍｉｃｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ（ＨＥｓｔａｉｎ，狀＝６）

２．２　小鼠肝组织细胞凋亡情况　标准化细胞凋亡

程度：空白对照组为１±０，模型组为４．６７±０．３３，实

验组为２．６７±０．２１，各组比较，差异有统计学意义

（犉＝６５，犘＜０．００１）；各组两两比较，差异均有统计

学意义（均犘＜０．０５），实验组肝组织细胞凋亡程度

轻于模型组。

２．３　肝细胞内 ＨＭＧＢ１迁移情况　胞核转移至胞

浆的ＨＭＧＢ１（标准化迁移程度）：空白对照组为１

±０，模型组为４．５０±０．２２，实验组为２．３３±０．２１。

各组比较，差异有统计学意义（犉＝９９．１２，犘＜

０．００１）；两两比较，差异均有统计学意义（均犘＜

０．０５），实验组ＨＭＧＢ１迁移量较模型组少。见图２。

２．４　小鼠血清中 ＡＬＴ和 ＨＭＧＢ１表达量　空白

对照组小鼠血清中ＡＬＴ为（５２．００±８．３４）Ｕ／Ｌ，模

型组为（５５５１．５０±１４４５．７４）Ｕ／Ｌ，实验组为

（１９７７．４０±６５４．８９）Ｕ／Ｌ。各组比较，差异有统计

学意义（犉＝９．２７，犘＝０．００２）；两两比较，差异均有

统计学意义（均犘＜０．０５），实验组小鼠血清中ＡＬＴ

低于模型组。见图３。小鼠血清中 ＨＭＧＢ１：空白

对照组为（７．５４±０．５３）ｎｇ／ｍＬ，模型组为（１８．０６±

１．６５）ｎｇ／ｍＬ，实验组为（１０．７７±０．７１）ｎｇ／ｍＬ，各组

比较，差异有统计学意义（犉＝２４．７６，犘＜０．００１）；两

两比较，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５），实验组

小鼠血清中ＨＭＧＢ１低于模型组。
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图２　肝细胞中 ＨＭＧＢ１迁移情况（狀＝６）

犉犻犵狌狉犲２　ＭｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＨＭＧＢ１ｉｎｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓ（狀＝６）
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２．５　小鼠肝组织ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ和ＨＭＧＢ１表达

量　肝组织ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ相对表达量：空白对照

组为１．８８６±０．２５３，模型组为４．７１８±０．３４１，实验

组为３．００５±０．３３１；各组比较，差异有统计学意义

（犉＝２１．０３，犘＜０．００１）；两两比较，差异均有统计学

意义（均犘＜０．０５），实验组小鼠肝组织 ＨＭＧＢ１

ｍＲＮＡ低 于 模 型 组。见 图 ４。小 鼠 肝 组 织 中

ＨＭＧＢ１表达量（单位：相对灰度值）：空白对照组为

０．０８６±０．０２８，模型组为０．２６８±０．０４３，实验组为

０．１１６±０．０８０，各组比较差异有统计学意义（犉＝

１０．４５，犘＝０．００１）；两两比较，差异均有统计学意义

（均犘＜０．０５），实验组小鼠肝组织中 ＨＭＧＢ１表达

量低于模型组。见图５。
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图３　血清ＡＬＴ的变化（狀＝６）

犉犻犵狌狉犲３　ＣｈａｎｇｅｉｎｓｅｒｕｍＡＬＴｌｅｖｅｌ（狀＝６）
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图４　小鼠肝组织 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ表达（狀＝６）

犉犻犵狌狉犲４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＭＧＢ１ｍＲＮＡｉｎｍｉｃｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ

（狀＝６）
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图５　肝组织中 ＨＭＧＢ１的表达（狀＝６）

犉犻犵狌狉犲５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＭＧＢ１ｉｎｍｉｃｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ（狀＝６）

３　讨论

我国病毒性肝炎尤其是乙型肝炎所致的肝损伤

患者数量居全球首位，由于缺乏有效的特异性治疗

手段，肝损伤常发展为病死率极高的肝衰竭。肝损

伤或肝衰竭的主要机制是宿主炎症反应，由于肝炎

病毒感染宿主的特异性，当前缺乏理想的乙肝病毒

所引起的肝损伤动物模型。学界认为，ＣｏｎＡ诱导

小鼠肝损伤的免疫发病机制被认为与乙型肝炎病毒

所致肝损伤相类似，是可替代后者的理想动物模

型［２，１３－１４］。通过尾静脉注射ＣｏｎＡ至鼠体内后，可

刺激Ｔ细胞产生ＩＬ６、ＩＦＮγ、ＴＮＦα
［１３］。研究［４－５］

认为，ＩＦＮγ能激活包括 ＮＫ细胞在内的免疫细胞

定植或聚集在肝脏，引起炎症和损害，而ＴＮＦα具

有肝细胞毒性作用。

ＨＭＧＢ１是一种炎症因子，能够介导其他炎症

因子引起炎症瀑布。研究证实，ＨＭＧＢ１在炎症的

发生、发展过程中起重要作用［７］；ＨＭＧＢ１在炎症发

生后的数小时开始大量分泌［１５］，因此我们认为较早

中和ＨＭＧＢ１可能很大程度上减弱炎症反应。本

组实验结果表明，ＨＭＧＢ１抗体处理后的小鼠肝组

织中 ＨＭＧＢ１相对含量、ｍＲＮＡ相对量，以及血清

中 ＨＭＧＢ１含量、ＡＬＴ值均低于模型组（ＣｏｎＡ处

理）。ＨＭＧＢ１抗体处理后小鼠肝组织 ＨＥ染色见

炎症细胞浸润，但未见坏死，肝细胞凋亡轻微。而未

加ＨＭＧＢ１抗体处理的小鼠肝组织 ＨＥ染色显示，

肝组织大片坏死、炎症细胞浸润，且细胞凋亡明显。

说明特异性ＨＭＧＢ１抗体能够通过中和降低肝组织

中及体内ＨＭＧＢ１，保护肝脏避免受到损伤。实验组

小鼠注射ＣｏｎＡ１ｈ后即注射 ＨＭＧＢ１抗体，目的是

为较早中和炎症状态下释放出的ＨＭＧＢ１，尽可能减

少ＨＭＧＢ１引起的炎症损伤，以及炎症瀑布，结果显

示，注射ＨＭＧＢ１抗体６ｈ后能有效阻止肝损伤。

肝损伤危害较大，尽早控制肝损伤对于患者的

预后有很大帮助。本实验在其他研究者的研究基础

之上，证实使用 ＨＭＧＢ１抗体早期干预可以有效减

轻肝脏的损害程度，说明 ＨＭＧＢ１能成为有效防治

肝损伤的重要靶点，为进一步研究防治肝损伤提供

重要的实验依据。
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