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Abstract  
AIM: To investigate the expression and clinical 
significance of high mobility group box-1 protein 
(HMGB1) mRNA in chronic hepatitis B. 
     
METHODS: The expression of HMGB1 mRNA 
was detected in peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) of 54 patients with chronic 
hepatitis B and 10 normal controls by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR). The levels of plasma tumor necrosis 
factor-α  (TNF-α)  and lipopolysaccharide 
(LPS) were measured by enzyme l inked 
immunosorbent assay (ELISA) simultaneously. 
The levels of total bilirubin (TBIL) prothrombin 
time activity percentage (PTA) were examined 
by biochemical methods.
             
RESULTS: HMGB1 mRNA expression was 
significantly increased in severe hepatitis 
patients in comparison with that in chronic 

hepatitis B patients and normal controls 
(0.89±0.06 vs  0.70±0.10, 0.58±0.08, P  <0.01). 
Marked difference also existed between the 
latter two (0.70±0.10 vs  0.58±0.08, P  <0.01). Of 
the 23 patients with chronic severe hepatitis, 
the HMGB1 mRNA levels in 11 unrecovered 
patients were notably higher than those in 12 
recovered patients (0.93±0.04 vs  0.85±0.05, P  
<0.01). Of the 12 recovered patients, the levels 
of HMGB1 mRNA were significantly decreased 
in the stage of recovery as compared with those 
in the stage of onset (0.72±0.07 vs  0.85±0.05, P 
<0.01). There was positive correlation among 
HMGB1 mRNA expression and plasma LPS, 
TNF-α and TBIL (r = 0.74, 0.64, 0.71 respectively, 
P <0.01) and negative correlation between 
HMGB1 mRNA expression and PTA (r = -0.82, P 
<0.01).

CONCLUSION: HMGB1 plays an important role 
in the pathogenesis of chronic hepatitis B, and 
HMGB1 mRNA level is closely associated with 
the condition the disease.
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摘要  

目的: 通过检测慢性乙型肝炎患者外周血单个
核细胞 (PBMCs) 高迁移率族蛋白1 (HMGB1) 
mRNA的表达情况, 研究HMGB1在乙型肝炎
中的临床意义.
 

方法: 应用逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR)
对54例慢性乙型肝炎患者和10例健康对照
者PBMCs HMGB1 mRNA的表达进行检测, 
同时应用ELISA法检测外周血浆肿瘤坏死
因子α(TNF-α)和内毒素(LPS)水平, 比较各
组HMGB1 mRNA表达水平的差异及其与
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■背景资料
高 迁 移 率 族 蛋
白 -1 (HMGB1)
于 1 9 7 0 年 代 在
小 牛 胸 腺 中 被
发 现 ,  是 一 种
含 量 丰 富 的 核
蛋 白 , 分 子 量 约
30 ku.近年研究
发 现 , 当 受 内 毒
素(LPS)及细胞
因 子 等 刺 激 时 , 
HMGB1即能释
放 到 胞 外 , 具 有
细 胞 因 子 活 性 ,
介 导 炎 症 反 应
目前对于MGB1
在 乙 型 肝 炎 患
者 中 的 作 用 情
况 尚 未 见 有 报
道 , 本 实 验 通
过 检 测 慢 性 乙
肝患者P B M C s 
HMGB1-mRNA
的 表 达 情 况 对
此 进 行 了 初 步
探讨. 
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TNF-α、LPS、总胆红素 (TBIL)、凝血酶原
活动度 (PTA) 的关系.

结果: PBMCs HMGB1 mRNA的表达水平在
慢性重型肝炎组分别高于慢性肝炎组 (0.89±
0.06 vs  0.70±0.10, P <0.01) 和正常对照组
(0.89±0.06 vs  0.58±0.08, P <0.01), 慢性肝炎
组高于正常对照组 (0.70±0.10 vs  0.58±0.08, 
P <0.01). 在23例慢性重型肝炎患者中, 11例未
恢复患者PBMCs HMGB1 mRNA表达水平明
显高于12例恢复的患者(0.93±0.04 vs  0.85±
0.05, P <0.01). 其中12例已恢复的慢性重型肝
炎患者, 患者恢复期PBMCs HMGB1 mRNA
的表达水平较发病期明显下降 (0.72±0.07 vs  
0.85±0.05, P <0.01). HMGB1 mRNA表达水平
与外周血浆LPS、TNF-α及TBIL均呈显著正
相关 (r  = 0.74, 0.64, 0.71, 均P <0.01), 与PTA呈
负相关 (r = -0.82, P <0.01). 

结论: HMGB1在乙型肝炎发病过程中可能起
重要作用, HMGB1 mRNA的表达水平高低与
病情轻重密切相关. 

关键词: 高迁移率族蛋白1; 慢性乙型肝炎
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0  引言

1999年, Wang et al [1]首次报道高迁移率族蛋白 
1(high mobility group box 1 protein, HMGB1)
作为新的潜在的晚期炎症介质, 参与了脓毒症

的发病过程, 是内毒素致死效应的晚期重要炎

症介质. 此后, HMGB1成为研究的热点, 大量

的文献报道H M G B1在脓毒症的发病过程中

起着非常重要的作用[2-5]. 目前对于HMGB1在
慢性乙型肝炎中的作用情况尚未见有报道, 我
们通过检测慢性乙肝患者外周血单个核细胞

(PBMCs) HMGB1 mRNA的表达情况, 对此进

行了初步探讨. 

1  材料和方法 
1.1 材料 收集慢性乙型肝炎患者54例, 为我科

2005-04/09住院患者. 其中重型肝炎23例, 慢性

肝炎31例 (包括慢性重度10例, 慢性中度11例, 
慢性轻度10例). 男性44例, 女性10例, 年龄18-71
岁, 平均37岁. 诊断符合2000-09中华传染病与寄

生虫病学分会、肝病学分会西安会议标准[6]. 另
收集健康志愿者10例, 作为正常对照. 
1.2 方法 
1.2.1 标本收集 抽取清晨空腹静脉血5 mL, 肝素

抗凝, 立即离心 (1 500 r/min)20 min. 吸取上层血

浆100 μL用于测肿瘤坏死因子α(TNF-α), 10 μL
用于测内毒素 (LPS), 余下的用于分离PBMCs. 
1.2.2 P B M C s的分离 取上述肝素抗凝血, 用
Hank's液对倍稀释, 沿管壁缓缓加入含淋巴细

胞分离液的试管上层, 保持界面分层清晰, 室温

下2 000 r/min离心25 min, 吸取PBMCs层. 加入8 
mL Hank's液洗涤细胞, 室温下1 500 r/min离心5 
min, 弃上清, 得单个核细胞, 重复洗涤二次. 
1.2.3 HMGB1 mRNA的检测 (1) RNA抽提: 于上

述PBMCs中加入Trizol 1 mL裂解细胞5 min, 加
入氯仿200 μL, 混匀, 室温3 min, 4 ℃  12 000 g
离心15 min, 吸取上清, 加入等体积异丙醇, 混
匀, 室温置10 min, 4℃  12 000 g  离心10 min, 弃
上清, 加入750 mL/L DEPC乙醇1 mL, 7 500 g  
离心5 min, 弃去乙醇, 干燥RNA沉淀, 加入20 
μL DEPC处理水融解. (2) 逆转录聚合酶链反

应 (RT-PCR): 于0.5 mL EP管中加入模板RNA和

引物, 70 ℃ 5 min后冰上急冷, 依次加入dNTPs, 
MMLV, MMLV逆转录缓冲液, RNA酶抑制剂, 
用DEPC处理水补充总体积至20 μL. 将上述反

应液置于37 ℃ 2 h后, 95 ℃热变性5 min, 冰上冷

却. 上述反应液用于PCR反应. 上游引物为5'-GT
AGAATTCATGGGCAAAGGAGATCCTA-3'; 下
游引物为5'-AGGCTCGAGTTCATCATCATCAT
CTTCT-3', 产物长度为 659 bp. 反应条件: 94 ℃ 
5 min; 94 ℃ 30 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min 20 s, 35
个循环; 72 ℃ 10 min. 根据PCR产物电泳条带与

内参对照β-actin(316 bp) 相对强度的比例, 以确

定HMGB1 mRNA表达水平. 
1.2.4 LPS的检测 采用ELISA法, 试剂盒由美国

TPI公司提供. 
1.2.5 TNF-α的检测 采用ELISA法, 试剂盒由上

海雄森科技实业有限公司提供, 进口分装. 
1.2.6 肝功能及凝血酶原活动度 (PTA) 的检测 与
TNF-α等测定同时留取血液标本送医院检验科

用全自动生化仪测定. 
统计学处理 所有数据均在SPSS 10.0软件

包上进行, 实验数据用mean±SD表示, 各组间比

较用多个样本均数间的多重比较, 假设检验采

用LSD-t检验, 两组数据间的相关关系用直线相

关分析方法, P＜0.05为有显著性差异. 

■研发前沿
目前HMGB1的研
究主要集中在脓
毒血症. 
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2  结果

2.1 PBMCs HMGB1 mRNA的表达水平 慢性

重型肝炎组、慢性肝炎组 (包括慢性重度、慢

性中度、慢性轻度肝炎)和正常人组, HMGB1 
mRNA表达水平有显著性差异(P＜0.01, 表1, 图
1), 慢性重型肝炎组分别高于慢性肝炎组和正常

对照组, 慢性肝炎组高于正常对照组. HMGB1 
mRNA表达水平在31例慢性肝炎患者中, 慢性重

度肝炎组分别高于慢性中度和慢性轻度肝炎组

(P＜0.01), 但慢性中度和慢性轻度肝炎组之间无

差异(P＞0.05, 表2, 图1). 在23例慢性重型肝炎患

者中, 11例未恢复患者与12例恢复的患者在发病

期PBMCs HMGB1 mRNA的表达水平有显著性

差异(P＜0.01, 表3, 图2), 未恢复患者明显高于恢

复的患者. 追踪观察12例已恢复的慢性重型肝炎

患者, 患者恢复期PBMCs HMGB1 mRNA的表达

水平较发病期明显下降, 差异有显著性(P＜0.01, 
表4, 图2). 
2.2 外周血浆LPS、TNF-α的水平 慢性重型肝

炎、慢性肝炎组和正常对照血浆LPS水平(μg/
L)分别为: 38.41±17.82, 8.69±6.67, 2.45±
1.66. 其中, 慢性重型肝炎组高于慢性肝炎组和

正常对照组(P＜0.01), 但慢性肝炎组与正常对

照组无差异(P＞0.05, 表1). 在31例慢性肝炎中, 
慢性重度分别高于慢性中度和慢性轻度肝炎组 
(P＜0.01), 但慢性中度与慢性轻度肝炎组之间

无差异(P＞0.05, 表2). 血浆TNF-α水平(ng/L) 
分别为: 96.63±24.16, 68.87±37.84, 16.36±
5.00. 其中, 慢性重型肝炎组分别高于慢性肝炎

组和正常对照组, 慢性肝炎组高于正常对照组

    

表 1  各组HMGB1 mRNA、TNF-α、LPS水平及肝功能指标 (mean±SD)

组别                       n        HMGB1 mRNA           TNF-α                    LPS                          TBIL                             PTA

                                                                      (ng/L)                     (μg/L)                    (μmol/L)                    (%)

重型肝炎组        23      0.89±0.06bc       96.63±24.16 bc      38.41±17.82 bc    443.16±154.41 bc     38.57±11.20 bc

慢性肝炎组        31      0.70±0.10b        75.26±������30.24 b        8.69±6.67           66.83±60.85 b        74.21±13.46b

正常人组           10       0.58±0.08          16.36±5.00            2.45±1.66           10.24±2.31            90.70±7.21

bP＜0.01 vs  正常人组; cP＜0.01 vs  慢性肝炎组．

    

表 2  慢性肝炎各组HMGB1 mRNA、TNF-α、LPS水平及肝功能指标 (mean±SD)

组别                 n         HMGB1－mRNA           TNF-α                LPS                          TBIL                                                PTA

                                                                  (ng/L)                   (μg/L)                      (μmol/L)                                         (%)   

重度肝炎组  10       0.79±0.08bc           90.91±23.27bc        16.81±10.94bc          135.33±62.23bc        61.15±12.59bc

中度肝炎组  11       0.66±0.0 9            68.87±37.84            6.21±3.16                 44.92±19.80          76.28±9.87c 

轻度肝炎组  10       0.65±0.09            66.63±22.62            3.23±2.25                22.46±6.89            85.00±3.68

b P＜0.01 vs 中度肝炎组; cP＜0.01 vs  轻度肝炎组．  

    

表 4  重型肝炎发病期与恢复期HMGB1 mRNA、TNF-α、LPS水平及肝功能指标 (mean±SD)

组别   n  HMGB1－mRNA  TNF-α (ng/L)  LPS (μg/L)   TBIL (μmol/L)        PTA (%)

发病期 12  0.85±0.05b 101.23±31.33a 31.66±12.10b  412.15±145.30b  44.67±10.00b

恢复期 12  0.72±0.07   72.23±43.62 11.77±8.54  124.92±57.24   55.60±7.58

aP＜0.05, bP＜0.01 vs  恢复期．

    

表 3  重型肝炎恢复组与未恢复组HMGB1 mRNA、TNF-α、LPS水平及肝功能指标 (mean±SD)

组别                     n       HMGB1－mRNA         TNF-α (ng/L)                LPS (μg/L)                 TBIL (μmol/L)                      PTA (%)

未恢复组         11       0.93±0.04 b             96.76±21.78          46.96±20.11a         476.99±163.75        31.64±7.83b

恢复组             12       0.85±0.05             104.48±17.44          31.66±12.10         407.64±147.50        44.67±10.00

aP＜0.05, bP＜0.01 vs  恢复组．
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(P＜0.01,表1). 在31例慢性肝炎中, 慢性重度

高于慢性中度和慢性轻度肝炎组(P＜0.01), 但
慢性中度与慢性轻度肝炎组之间无差异(P ＞

0.05, 表2). 在23例慢性重型肝炎患者中, 11例
未恢复患者与12例恢复的患者在发病期血浆

LPS水平差异显著(P＜0.05), 但血浆TNF-α水
平却无差异(P ＞0.05,表3). 追踪观察12例已

恢复的重型肝炎患者, 患者恢复期血浆LPS及
TNF-α水平较发病期明显下降, 差异有显著性

(P＜0.05, 表4). 
2.3 PBMCs HMGB1 mRNA表达水平与外周血

浆LPS、TNF-α、TBIL及PTA的关系 HMGB1 
m R N A表达水平与外周血浆L P S、T N F-α及
TBIL均呈显著正相关 (r = 0.74, 0.64, 0.71, P均

＜0.01); 与PTA呈负相关 (r  ＝ -0.82, P＜0.01, 
表5). 

3  讨论

HMGB1是在1970年代发现[7], 因其在聚丙烯酰

胺凝胶电泳中有很高的迁移率而得名, 是普遍

存在于各种细胞核及细胞质中的高度保守的蛋

白. HMGB1分布十分广泛, 多种器官 (如淋巴组

织、脑、肝、肺、心、脾、肾等) 的细胞中均

有表达, 正常时位于大多数细胞的胞核和胞浆

内, 他可参与DNA的复制、细胞分化及基因表

达等多种细胞生命活动[8-9]. 新近研究发现, 当
受LPS及细胞因子等刺激时, HMGB1即能释放

到胞外[10-11], 具有细胞因子活性, 介导炎症反应. 

与TNF-α等早期炎症介质不同, HMGB1于炎症

反应晚期出现, 持续时间长, 被视为晚期炎症介

质[12], 参与了脓毒症、内毒素血症的病理生理

过程. 1999年, Wang et al [1]首先运用免疫印迹

法测定血清HMGB1水平, 发现脓毒症患者血清

HMGB1明显升高, 且未存活者明显高于存活者, 
而正常人血清中却测不到. 近来又有学者动态

观察了42例脓毒性休克患者, 运用实时RT PCR
的方法测定其外周血HMGB1 mRNA表达水平, 
并与18例健康人比较, 发现脓毒性休克患者外

周血HMGB1 mRNA水平明显高于健康人[13]. 此
外, HMGB1还与急性肺损伤 [14-16]、肝脏缺血再

灌注损伤[17-18]、关节炎 [19-20]、滑膜炎、心率失

常、动脉粥样硬化[21]、胃肠道肿瘤[22-23]及中枢

神经系统病变[25-26]等有关. 
乙型肝炎是我国常见病、多发病, 其治疗

难度大, 费用高, 尤其是重型肝炎, 因其易并发

严重感染、肝性脑病、肝肾综合征、出血等, 
病死率极高. 乙型肝炎的发病机制中, 除了病毒

的直接作用外, 还有肝损伤后继发引起的肠源

性内毒素血症, 以及由内毒素介导产生的细胞

因子和炎症介质对肝脏的毒性作用和造成的微

循环障碍, 而重症肝炎在急性炎症反应的过程

中与脓毒血症一样, 都存在全身炎症综合反应, 
进而发展为多器官功能衰竭甚至死亡. 目前对

于HMGB1在乙型肝炎中的作用情况尚未见有

报道, 我们通过检测乙肝患者PBMCs HMGB1 
mRNA的表达情况对此进行了初步探讨. 

本组资料显示, HMGB1 mRNA表达水平在

慢性重型肝炎组高于慢性肝炎组和正常对照组, 
慢性肝炎组高于正常对照组. 且在31例慢性肝

炎患者中, 慢性重度高于慢性中度和慢性轻度

肝炎组. HMGB1 mRNA表达水平与外周血浆内

HMGB1

b-actin

600 bp

300 bp

 0    1    2   3     4    5    6    7    8    9    10  M

图 1  各组PBMCs HMGB1 mRNA表达基因扩增片断电泳图. 

HMGB1目标片断659 bp, β-actin目标片断316 bp.

600 bp

300 bp

HMGB1

b-actin

 0   1   2   3   4  5   6   M

图 2  重型肝炎PBMCs HMGB1 mRNA表达基因扩增片断电

泳图. 0: 空白对照; 1、2: 重型肝炎恢复期; 3、4: 重型肝炎

恢复者发病期; 5、6: 重型肝炎未恢复者发病期; M: 100 bp

梯度DNA分子量标准．

    

表 5  各指标直线相关分析

                HMGB1        TNF-α       LPS        TBIL        PTA

HMGB1     1              0.64b         0.74b    0.71b    －0.82b

TNF-α       0.64b        1               0.43b    0.50b    －0.58b

LPS            0.74b        0.43b        1           0.79b    －0.82b

b P＜0.01. 

■应用要点
H M G B 1 是 晚 期
炎症介质, 在炎症
反应中持续时间
长, 即使在疾病后
期, 血液 HMGB1
仍然维持较高的
水平, 基于这一特
点, HMGB1有可
能成为评价重型
肝炎严重程度更
为方便、实用的
指标, 亦可能成为
临床干预治疗措
施新的、更为实
用的靶点. 
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毒素、TNF-α及TBIL均呈显著正相关, 与PTA呈

负相关. 说明HMGB1与内毒素、TNF-α等一样, 
在乙型肝炎发病过程中起着非常重要的作用, 
并与病情的严重程度密切相关. 

比较23例慢性重型肝炎患者, 发现未恢复

的患者发病期PBMCs HMGB1 mRNA表达水

平明显高于恢复的患者. 追踪观察这12例已恢

复的患者, 发现恢复期HMGB1 mRNA表达水

平较发病期有明显的下降, 该变化与TNF-α、
LPS、TBIL、PTA的改变一致, 说明HMGB1与 

TNF-α、LPS、TBIL、PTA等一样, 能反应乙型

肝炎病情的严重程度、预后及其转归. 
同时发现, 血浆LPS水平在慢性肝炎组和

正常人组之间比较无显著性差异, 而HMGB1 
mRNA在这2组之间却有差异. 其原因可能是慢

性肝炎患者肝脏损伤并不严重, 肝脏的屏障保

护功能未被破坏, 使得从肠道来的细菌及内毒

素得以清除, 故内毒素血症并不明显, 所以血浆

LPS在这2组患者之间无明显差异. 而HMGB1
作为晚期炎症介质 ,  除受到L P S刺激产生外 , 
TNF-α、IL-1等细胞因子亦能刺激免疫细胞产

生HMGB1, 而HMGB1反过来又能刺激TNF-α、
IL-1等细胞因子的产生[27-30], 他们之间相互诱

生, 相互促进, 从而使炎症反应不断得以放大、

加重, 导致HMGB1水平升高, 使得慢性肝炎组

HMGB1 mRNA高于正常人. 
我们还发现, 在23例慢性重型肝炎患者中, 

TNF-α在未恢复患者与恢复的患者在发病期水

平无差异, 而HMGB1 mRNA在这两组组之间

表达有差异. 其原因可能是未恢复的重型肝炎

患者虽然病情很重, 且免疫反应亦十分强烈, 但
TNF-α为炎症反应早期的细胞因子, 持续时间

短, 到了疾病后期, 血清TNF-α水平已很低, 从
而导致以上的结果. 有资料证实, 以致死量的内

毒素攻击小鼠, 部分动物5 d后才死亡, 而此时

TNF-α水平早已恢复至正常范围[16]. 所以过去

采取TNF-α拮抗剂治疗重型肝炎并未取得满意

效果, 其原因就可能与疾病初期致炎细胞因子

迅速合成与释放, 临床治疗难以做到早期或预

防性干预有关. 而HMGB1则不同, 他是晚期炎

症介质, 在炎症反应中持续时间长, 即使在疾病

后期, 血液HMGB1仍然维持较高的水平, 基于

这一特点,  HMGB1有可能成为评价重型肝炎严

重程度更为方便、实用的指标, 亦可能成为临

床干预治疗措施新的、更为实用的靶点. 我们

仅从基因水平研究了慢性乙肝患者中HMGB1

的变化, 今后的工作将进一步从蛋白水平证实

HMGB1在慢性乙型肝炎中的作用. 
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■同行评价
本文具有较高的
科学性, 创新性
和可读性, 临床
实用性亦较强 . 
不足之处是未同
时检测患者血浆
中的HMGB1水
平, 无HMGB1蛋
白水平结果.
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