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摘要：目的 探讨HMGB1在急性肝衰竭大鼠肝组织和血中的变化规律及作用。方法 将48只健康雌性

SD大鼠按数字表随机分为对照组、模型组，每组24只，采用腹腔内注射D-GalN（400 mg/kg）＋ LPS
（100 μg/kg）的方法诱导急性肝衰竭，同时对照组予腹腔注射等量生理盐水。两组大鼠均在4、8、12
小时时间点取血液及肝组织标本，检测血清ALT、AST水平，HE染色观察肝组织病理变化，ELISA法

检测血清HMGB1浓度，RT-PCR法检测肝组织HMGB1 mRNA表达，免疫组化法检测肝组织HMGB1的
表达。结果 D-GalN（400 mg/kg）＋ LPS（100 μg/kg）的方法能成功诱导急性肝衰竭模型。对照组血

清HMGB1浓度及肝组织HMGB1 mRNA表达在各时间点均较低，而模型组随时间延长而升高。对照组

肝细胞核与胞浆中仅见少量HMGB1蛋白表达，模型组肝组织HMGB1蛋白表达随时间延长升高。结论 
急性肝衰竭时血和肝组织中HMGB1水平均随时间延长而升高，且两者变化与肝损程度正相关。
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Abstract: Objective To investigate the liver tissue and blood of HMGB1 variation and function in rats with 
acute liver failure. Methods The 48 healthy female SD rats were randomly divided into control group (n 
= 24), and model group (n = 24). D-GalN (400 mg/kg) and LPS (100 μg/kg) were uesd to manufacture of 
acute liver failure model by intraperitoneal injection. Model group was given D-GalN/LPS by intraperitoneal 
injection, simultaneously, control group was given the same amount of saline. Each groups were taken 
specimens at 4 h, 8 h and 12 h after ALF induction. Each group was detected for serum ALT and AST 
concentration, observed liver pathological changes by HE staining, evaluated serum HMGB1 concentration 
by ELISA assay, and determined the level of HMGB1 mRNA by RT-PCR and the protein expression level 
of liver tissue HMGB1 by immunohistochemistry. Results The ALF models were successfully induced by 
D-GalN (400 mg/kg) and LPS (100 μg/kg) injection. The serum HMGB1 concentrations and the liver tissue of 
HMGB1 mRNA expression of control group were lower at all time points, and they increased with time in the 
model group. Liver nuclei and cytoplasm of the control group only saw a small amount of HMGB1 protein 
expression in liver tissue, the model group HMGB1 protein expression increased with time. Conclusions The 
blood and liver tissue HMGB1 levels of rats with acute liver failure increased with time, there was a positive 
correlation between them and the degrees of liver damage.
Key words: Acute liver failure; High mobility group protein 1; Immunohistochemistry; RT-PCR

高迁移率族蛋白B1（high mobility group box 

1 protein，HMGB1）是核内一类非组蛋白核蛋

白，当外源性微生物或内源性组织损伤发生时， 

HMGB1 作为应激信号和炎性介质通过两种方式释
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腔，钝性分离后腔静脉，普通管采血4 ml后放血致

死；暴露肝脏，剪下肝脏右叶大小50～100 mg组织

若干块置于冻存管中，迅速放置液氮中保存，用于

RT-PCR法检测HMGB1 mRNA；其余肝组织标本立

即置于冷10%中性甲醛中固定，取肝脏相同部位用

于石蜡切片，然后进行免疫组织化学检测HMGB1

表达；血样静置1小时后，4 ℃ 4000 r/min离心10分

钟，分装血清至－20 ℃冰箱保存，用于血清ALT、

AST检测及HMGB1 ELISA检测。

1.3 血清ALT、AST水平测定  采用日立7600全自动

生化分析仪系统检测大鼠血清ALT/AST含量。

1.4 ELISA法测定血清HMGB1浓度  应用ELISA试剂

盒检测，采用双抗体夹心ABC-ELISA法，将血清从

－20 ℃冰箱中拿出解冻20分钟，解冻后至涡旋混合

器涡旋15～30秒，使血清混匀；根据说明书准备试

剂，每孔各加入标准品或待测样品100 μl，将反应

板充分混匀后置37 ℃ 120分钟；用洗涤板仪将反应

板充分洗涤5次，向滤纸上印干；每孔加入标本稀

释液和第一抗体工作液各50 μl（空白孔除外），将

反应板充分混匀后置37 ℃水浴箱60分钟；洗板同

前；每孔加入酶标抗体工作液100 μl，将反应板充

分混匀后置37 ℃水浴箱30分钟；同前洗板；每孔

加入底物工作液100 μl，置37 ℃暗处反应15分钟；

每孔加入100 μl终止液混匀；30分钟内用酶标仪在

450 nm处测吸光值。结果计算与判断：所有A值减

除空白值后计算。以标准品200、100、50、25、

12.5、6.25、3.12、0 ng/ml为横坐标，A值为纵坐

标，使用软件作图（CurveExpert软件），画出标准

曲线。根据样品A值计算相应HMGB1含量，再乘上

稀释倍数（8倍）即为原血清中HMGB1的浓度。

1.5 RT-PCR检测肝组织HMGB1 mRNA表达  取

250 mg肝组织按试剂盒说明书提取总RNA，用紫

外分光光度计测定总RNA在波长260 nm和280 nm

的吸光度值，两者比值可估算总RNA的纯度。

RNA纯品的A 260/A 280比值范围为1.8～2.0，若所

提取的总RNA纯度不在此范围，则考虑重新提

取。逆转录合成cDNA，HMGB1上游引物5’ -

GATGACAAGCAGCCCTAT-3’，下游引物5’-

放到胞外，一种是由活化的单核细胞、巨噬细胞和

树突状细胞（DC）等免疫细胞主动分泌到胞外，

另一种是由多种病理过程中组织细胞的坏死、损伤

使核内的 HMGB1释放至细胞外。

有研究[1]表明释放至胞外的HMGB1可诱导单核

细胞产生多种细胞因子TNF-α、IL-1、IL-6等，即

直接作为炎性细胞因子参与固有免疫应答，也可激

活APC，促使树突状细胞成熟，进而使初始T细胞

活化、增殖、分化为辅助性 T淋巴细胞（Th）1，

从而启动适应性免疫应答[2]。由此推测出HMGB1可

能在肝衰竭肝损的病理生理过程中发挥重要作用，

故本课题以此为切入点，研究HMGB1在D-GalN

（400 mg/kg）＋ LPS（100 μg/kg）诱导的实验大

鼠急性肝衰竭模型中的表达，探讨HMGB1在急性

肝衰竭大鼠肝脏组织和血中的变化规律及其与肝损

伤的关系。

1 材料与方法

1.1 实验材料  健康雌性清洁级SD大鼠48只（南昌

大学动科部提供），体质量200～250 g。D-氨基半

乳糖及脂多糖购自Sigma公司。TRIzol购自北京全

式金公司，RT试剂盒和PCR试剂盒购自天根生化科

技（北京）有限公司。兔抗多克隆HMGB1抗体购

自Anbo生物科技有限公司，马抗兔HRP二抗购自武

汉博士德生物工程有限公司，HMGB1 ELISA试剂

盒购自上海西塘生物科技有限公司，两步法免疫组

织化学检测试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公

司。

1.2 ALF动物模型的制备及标本收集  雌性SD大鼠

入恒温恒湿的实验室普通饲料饲养1周。实验前动

物禁食12小时。按数字表随机分为对照组和模型

组各24只。参照丁美等[3]的方法，采用腹腔内注射

D-GalN（400 mg/kg）＋ LPS（100 μg/kg）诱导急

性肝衰竭，模型组仅予D-GalN ＋ LPS腹腔注射诱

导急性肝衰竭，同时对照组给予腹腔注射等量生理

盐水。上述D-Galn溶液浓度均为100 mg/ml，LPS溶

液浓度均为100 μg/ml。两组大鼠均在4、8、12小时

麻醉后采血，取肝组织标本。给予100 mg/ml水合

氯醛按0.3 ml/100 mg剂量给大鼠腹腔注射，打开腹
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织HE染色结果可见，对照组各时间点大鼠肝组织

病理改变差别不大，镜下小叶结构清晰完整，肝板

排列整齐，肝细胞形态正常，无变性及坏死，无炎

性细胞浸润，无缺血坏死及淤血、出血现象，见图

1A～C。模型组大鼠肝组织病理改变随着给药时间

的延长而逐渐加重。模型组4小时肝组织镜下见肝

小叶结构模糊，肝索部分融合成条状或片状，部分

肝细胞肿胀，呈气球样变，可见桥接坏死、小灶性

坏死，有散在的嗜酸性变，炎性细胞浸润增加，肝

窦可见充血，见图1D。模型组8小时肝组织镜下见

肝小叶结构紊乱，肝索解离，肝细胞呈片状融合坏

死，嗜酸性变增多，细胞核溶解、碎裂，细胞碎片

较多，炎性细胞浸润明显增多，肝窦可见充血并出

血，见图1E。模型组12小时组织镜下见肝小叶正常

结构已消失，融合成大片状坏死，超过整个切片面

积的2/3，大量细胞碎片，嗜酸性变明显增多，仅

残留少量正常肝细胞，汇管区及坏死区可见大量炎

症细胞浸泡润，肝窦充血、出血明显，见图1F。模

型组血清ALT、AST水平亦随时间延长明显升高，

在12小时均较对照组升高约10倍，见图2、3。

2.2 ELISA法检测实验大鼠血清HMGB1水平变化  对

照组血清HMGB1浓度较低，各时间点浓度无明显变

化，均在40 ng/ml左右，而模型组血HMGB1浓度均随

时间延长逐渐升高，在模型组12小时浓度[（386.57 

± 57.05）ng/ml]较对照组[（40.25 ± 7.59）ng/ml]升

高7～10倍，差异有统计学意义（t12小时= －18.19，P 

＜ 0.001），见表1。

表 1 实验大鼠血清 HMGB1水平变化（ng/ml，x- ± s，n = 8）

组别
HMGB1

4小时 8小时 12小时

模型组 90.68 ± 9.14 140.94 ± 10.95 386.57 ± 57.05

对照组 41.20 ± 8.59 40.00 ± 7.27 40.25 ± 7.59

P 0.000 0.000 0.000

2.3 RT-PCR检测实验大鼠肝组织HMGB1 mRNA表达

变化  对照组各时间点肝HMGB1 mRNA表达均较低

[HMGB1/β-actin：4小时为（0.51 ± 0.11），8小时

为（0.53 ± 0.11），12小时为（0.47 ± 0.09）]，而

模型组肝HMGB1 mRNA表达均随时间逐渐升高，

TCCATGCCAATTTACAAC-3’，大小481 bp；PCR

反应条件：94 ℃ 5分钟，94 ℃ 35秒，57 ℃ 35秒，

72 ℃ 60秒，72 ℃ 7分钟，35个循环。β-actin：上

游引物5’-CCAACCGTGAAAAGATGACC-3’，

下游引物5’-CAGGAGGAGCAATGATCTTG-3’，

大小660 bp；PCR反应条件：94 ℃ 5分钟，94 ℃ 35

秒，57 ℃ 35秒，72 ℃ 60秒，72 ℃ 7分钟，35个

循环。PCR产物在1.2%琼脂糖凝胶电泳，用凝胶

分析系统对条带进行拍照分析，将每个样本所测

得的HMGB1 mRNA的灰度值分别与对应的β-actin 

mRNA的灰度值相比，计算两者灰度值比值，该比

值表示HMGB1 mRNA的相对表达量。

1.6 免疫组织化学检测肝组织HMGB1表达  石蜡切

片经脱蜡、水化、室温孵育、抗原修复、封闭非特

异性位点后，实验组切片滴加稀释为1︰100的兔抗

HMGB1一抗，37 ℃孵育1小时，4 ℃冰箱过夜，滴

加适当稀释比例的HRP标记的马抗兔二抗，37 ℃

孵育1小时，DAB显色，苏木素复染，封片。阴性

对照：以PBS替代一抗设立阴性对照。结果评判方

法如下：参考Fridman学者的方法[4]，每张切片分

别观察5个不同的显色较好的高倍镜视野，分别记

录显色程度和显色范围即融合成片状的大小。显色

程度分弱、中、强，用（＋）、（2＋）、（3＋）

记录；显色范围据片状大小依次记录为无片状为

（＋）、＜ 1/3为（2＋）、1/3～2/3为（3＋）、

＞ 2/3为（4＋）。将显色程度和范围换算成显色指

数，即显色指数=显色程度×显色范围（＋、2＋、

3＋、4＋分别按l、2、3、4分计算），最后以5个视

野显色指数的平均数为蛋白表达的最终显色指数。

1.7 肝组织标本苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，

HE）染色  肝组织经10%中性甲醛固定后，常规石

蜡包埋，4 μm切片，经脱蜡、染色、脱水、透明、

封固制成。

1.8 统计学处理  应用SPSS 18.0统计软件进行分析处

理，数据均以x- ± s表示，两样本均数的比较采用t

检验，P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 D-GalN ＋ LPS诱导大鼠急性肝衰竭模型  肝组
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图 1 实验大鼠肝脏病理变化（HE染色，400 ×）
注：A：对照组4小时；B：对照组8小时；C：对照组12小时；D：模型组4小时；E：模型组8小时；F：模型组12小时

灰度比值较对照组明显升高，4小时为（0.80 ± 

0.17），8小时为（1.08 ± 0.12），12小时为（1.33 

± 0.12），与对照组比较，差异均有显著统计学意

义（t4小时= －4.04，t8小时= －9.59，t12小时= －16.70，

P4小时= 0.001，P8小时、P12小时均＜ 0.001），见表2。

2.4 免疫组化法检测实验大鼠肝组织HMGB1蛋白表

达  对照组核内及胞浆内均可见少量浅褐色颗粒，

图 2 实验大鼠血清 ALT水平变化

图 3 实验大鼠血清AST水平变化

表 2 实验大鼠肝组织 HMGB1 mRNA表达变化（x- ± s，n = 8）

组别
HMGB1 mRNA

4小时 8小时 12小时

模型组 0.80 ± 0.17 1.08 ± 0.12 1.33 ± 0.12

对照组 0.51 ± 0.11 0.53 ± 0.11 0.47 ± 0.09

P 0.001 0.000 0.000

图 4  实验大鼠肝组织HMGB1 mRNA表达变化
注：M：marker；1：对照组4小时；2：模型组4h；4：对照组8小

时；5：模型组8小时；7：对照组12小时；8：模型组12小时
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见图5A～C。模型组4小时可见分泌HMGB1的肝细

胞呈点状分布，颗粒在胞浆内分布均匀密集，为浅

褐色，少数肝细胞胞浆内颗粒为深褐色，见图5D。

模型组8小时可见细胞内颗粒转为褐色，HMGB1

在部分肝组织内融合成片，形成褐色片状，见图

5E。模型组12小时可见HMGB1大量存在于胞外，

呈片状分布，形成大片深褐色染区，随着细胞溶

解，间质中亦可见到褐色HMGB1颗粒，见图5F。

对照组各时间点肝HMGB1蛋白表达均较低[HMGB1

蛋白显色指数：4小时为（1.8 ± 1.3），8小时为

（2.0 ± 1.23），12小时为（1.6 ± 0.55）]，而模型

组肝HMGB1蛋白表达均随时间逐渐升高[4小时为

（3.4 ± 1.95），8小时为（4.4 ± 1.67），12小时为

（7.8 ± 3.42）]；两组4小时HMGB1蛋白表达差异无

统计学意义（t4小时= －1.53，P4小时= 0.17），两组8、

12小时差异均有统计学意义（t8小时= －2.59，P8小时= 

0.032；t12小时= －4.0，P12小时= 0.015），见表3。

表 3 实验大鼠肝组织 HMGB1 蛋白表达变化（x- ± s，n = 8）

组别
HMGB1 蛋白表达

4小时 8小时 12小时

模型组 3.40 ± 1.95 4.40 ± 1.67 7.80 ± 3.42

对照组 1.80 ± 1.30 2.00 ± 1.23 1.60 ± 0.55

P 0.170 0.032 0.015

3 讨论

肝组织在肝衰竭发生过程中依次经受了免疫损

伤、缺血缺氧和内毒素血症三重致死性打击，其中

免疫损伤在肝衰竭的发生中至关重要。

急性肝衰竭时大量坏死的肝细胞及免疫活化的

单核、巨噬细胞释放大量HMGB1至胞外，有研究[5]

认为其信号调节与NF-κB有关，与RAGE、TLR2

或TLR4结合可刺激TNF、IL-18、IL-1等炎性因子

释放，炎性因子对免疫应答起正反馈作用，进一

步放大炎性反应[6]。肝组织局部炎症反应导致微循

环障碍，造成缺血缺氧性损伤，在肝脏缺血时，

HMGB1由胞核转移至胞质，与缺血所引起的即时

促炎性反应相互作用[7]，而缺血再灌注时，HMGB1

与TLR4依赖的自由氧化基和钙离子介导的信号通

路相互影响[8]。缺血缺氧性损伤时既能直接导致肝

细胞死亡，也能够促进内毒素血症的发生，肠道产

生的内毒素主要是LPS，其通过Toll样受体诱导核

因子NF-κB活化，刺激大量炎性因子释放，促进继

发性炎性反应。综上认为，HMGB1可能能通过促

进炎性反应因子的释放及级联激活，进一步放大炎

性反应，加重病情，加快疾病进展。

2013年Majumdar等[9]研究表明高水平的循环

HMGB1是戊型肝炎所致急性肝衰竭患者的生物标

记，其在疾病的暴发性过程中起重要作用。本实验

采用D-GalN（400 mg/kg）＋ LPS（100 μg/kg）诱

导大鼠急性肝衰竭模型，给药后肝组织HE染色结

果及血ALT/AST水平改变符合急性肝衰竭表现，成

功诱导急性肝衰竭模型后不仅检测了急性肝衰竭大

鼠血清中HMGB1水平，也检测了肝组织中HMGB1 

mRNA水平及蛋白水平变化。本实验经ELISA法检

测实验大鼠血清HMGB1水平，结果为对照组大鼠血

清HMGB1水平在各时间点均较低（约40 ng/ml），

而模型组血清HMGB1水平随时间逐渐升高，较

对照组升高7倍；PT-PCR法检测实验大鼠肝组织

HMGB1 mRNA表达水平发现对照组各时间点肝

HMGB1 mRNA表达均较低，而模型组肝HMGB1 

mRNA表达随时间逐渐升高，灰度比值较对照

组明显升高，差异均有显著统计学意义（P均＜ 

0.001）；免疫组化检测实验大鼠HMGB1蛋白表达

结果发现HMGB1少量表达于对照组细胞核与胞浆

中，而模型组HMGB1蛋白表达明显高于对照组，

且随着时间延长，模型组蛋白表达亦逐渐升高。同

时，HE染色发现大鼠肝组织病理改变随着给药时

间的延长而逐渐加重。由上可见，急性肝衰竭大鼠

血清HMGB1水平及肝组织HMGB1 mRNA、蛋白的

表达均随时间延长而升高，与急性肝衰竭大鼠肝损

随时间延长病理改变加重的变化相一致，表明急性

肝衰竭时血和肝组织中HMGB1水平变化与肝损程

度呈正相关，是急性肝衰竭肝损程度的一个重要预

测因子。

有研究[10-12]表明，在急性肝衰竭晚期阶段，肝

组织中的单核及巨噬细胞也能主动分泌HMGB1。

然而，从目前研究结果中尚未知主动分泌和被动分
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泌是否均存在，或以何为主，而这些问题在急性和

亚急性肝衰竭模型中均亟待解决，故不仅可以对急

性肝衰竭的早期阶段做研究，对急性肝衰竭的晚期

阶段也可进行研究。

本实验通过研究亚低温对D-GalN/LPS诱导的急

性肝衰竭大鼠血清ALT、AST、HMGB1水平、肝组

织HMGB1 mRNA表达和蛋白表达、肝组织病理改

变的影响，表明HMGB1在急性肝衰竭肝损的病理

生理过程中发挥重要作用，是急性肝衰竭肝损程度

的一个重要预测因子，这为针对HMGB1治疗急性

肝衰竭提供了实验依据，为治疗急性肝衰竭提供了

另一种可能。
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图 5 免疫组化检测实验大鼠肝HMGB1蛋白表达（super vision两步法免疫组织化学染色，400 ×）
注：A：对照组4小时；B：对照组8小时；C：对照组12小时；D：模型组4小时；E：模型组8小时；F：模型组12小时


