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Abstract
AIM: To observe the effect of high mobility 
group box 1 protein (HMGB1) on adhesion 
to pulmonary capil lary endothelial cel ls 
(PCECs) and transendothelial migration of 
polymorphonuclear leucocytes (PMNs), and to 
investigate the mechanism involved. 

METHODS: PMNs and PCECs of rats were iso-
lated and cultured. PCEC monolayers were cul-
tured with different concentrations of rHMGB, 
10, 10, 100, 1000 or 10 000 μg/L. The adhesion 
rate of PMNs was then detected. A migration 
model of a boyden chamber was used to evalu-
ate chemotaxis of HMGB1 to PMNs. Transendo-

thelial migration was also investigated. PMNs 
were cultured with 100 μg/L rHMGB1 and the 
expression of CD11a/CD18 and CD11b/CD18 
was detected by flow cytometry. 

RESULTS: With increasing rHMGB1 concentra-
tion, adhesion and transendothelial migration 
rates of PMNs gradually increased (adhesion 
rate, 2.5 ± 0.5%, 5.1 ± 0.9%, 10.7 ± 1.7%, 14.6 ± 2.6%, 
and 25.4 ± 4.3%; transendothelial migration rate, 
0%, 1.1% ± 0.3%, 6.3 ± 1.2%, 12.4 ± 2.7%, and 14.2 
± 3.1%). rHMGB1 could increase CD11a/CD18 
and CD11b/CD18 expression of PMNs (both P < 
0.05). 

CONCLUSION: HMGB1 is not a chemotactic 
factor for PMNs but it can promote their adhe-
sion and transendothelial migration by increas-
ing expression of CD11a/CD18 and CD11b/
CD18 on the surface of PMNs. 
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摘要
目的: 探讨高迁移率族蛋白1(HMGB1)对多形
核白细胞(PMN)黏附和游出肺毛细血管内皮
细胞(PCEC)的影响机制. 

方法:  分离培养大鼠P M N和P C E C,  分别
加入0, 10, 100, 1000和10 000 μg/L浓度的
rHMGB1与PCEC单层培养. 记录PMN黏附率. 
在Boyden小室迁移模型中加入上述浓度的
rHMGB1, 观察PMN穿过PCEC的迁移率. 将
PMN与100 μg/L的rHMGB1孵育, 流式细胞仪
检测其表面CD11a/CD18和CD11b/CD18的表
达率.  
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■背景资料
HMGB1一直被认
为只是1种D N A
结合蛋白 .  近年
来发现, 在细胞外
HMGB1是1种重
要的炎症介质, 与
多种炎性疾病的
发生发展密切相
关. HMGB1在数
种急性肺损伤动
物模型中均高表
达, 但其作用并不
完全清楚.



结果: 随着rHMGB1浓度的增加, PMN的粘附
率(2.5%±0.5%, 5.1%±0.9%, 10.7%±1.7%, 
14.6%±2.6%, 25.4%±4.3%)和穿过PCEC的
游出率(0%, 1.1%±0.3%, 6.3%±1.2%, 12.4%
±2.7%, 14.2%±3.1%)逐渐增加, 但对向下室
的迁移率无影响. rHMGB1可明显增加PMN表
面CD11a/CD18和CD11b/CD18表达的阳性率
(均P <0.05). 

结论:  H M G B1通过上调C D11a/C D18和
CD11b/CD18的表达增加PMN对PCEC的黏附
率和游出率.
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0  引言

高迁移率族蛋白1(high mobility group box 1 
protein, HMGB1)是一类广泛存在于真核细胞内

的非组核蛋白[1-2]. HMGB1在是一个重要的转录

调节因子[3-6], 与细胞的生长、分化有关[7-11]. 近
年来, 研究显示HMGB1在细胞外是一种重要

的炎症因子, 在脓毒症、风湿性关节炎、弥散

性血管内凝血、出血性休克、急性肺损伤等多

种疾病中发挥作用[12-20]. 我们的前期研究显示, 
HMGB1在急性出血坏死性胰腺炎大鼠肺部高

表达, 提示其可能作为晚期炎症因子参与了急

性肺损伤(ALI)的发展, 但机制并不十分清楚. 
多形核中性白细胞(PMN)的过度激活在急

性胰腺炎ALI的发生中起重要作用, 具体表现为

PMN聚集和最终脱颗粒释放蛋白水解酶、炎

症细胞因子、氧自由基、血管活性物质等启动

炎症级联反应导致肺损伤. 有研究显示HMGB1
可激活PMN合成IL-1β、IL-8和TNF-α; 小鼠气

管内滴入HMGB1可导致ALI, 表现为PMN在肺

部聚集、肺水肿、肺组织学评分增加[21], 提示

HMGB1可使PMN向肺部聚集、分泌炎症因子

导致肺损伤. 但是PMN向肺组织渗出要经过趋

化、贴壁、滚动、黏附和游出一系列的过程, 
HMGB1在此过程中所起的作用及其机制未见

报道. 本课题对此进行了进一步研究.

1  材料和方法

1.1 材料 Ⅰ型胶原酶、rHMGB1(美国Sigma公
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司); 小牛血清、牛血清白蛋白、RPMI 1640培
养基、DMEM培养基、胰蛋白酶(美国Gibco公
司); Transwell嵌套培养板(6.5 mm×12孔、聚

碳酸酯膜、微孔直径5 μm, 丹麦Costar Corning
公司); 抗CD11a/CD18抗体和抗CD11b/CD18抗
体(小鼠IgG1 mAb)、FITC标记抗小鼠IgG1抗体

(美国Genzyme公司); Ⅷ因子抗体、碱性磷酸酶

标记的二抗、苏木精染液、淋巴细胞分离液(北
京中山生物公司); 免疫组化SP试剂盒(武汉博士

德公司); 清洁级成年♂SD大鼠(200-250 g, 华中

科技大学同济医学院实验动物学部). 实验通过

同济医学院医学伦理委员会审核. 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠肺毛细血管内皮细胞(PCEC)分离培养 
成年SD大鼠, 断颈处死. 10 g/L活力碘浸泡消毒. 
无菌下开胸暴露肺组织, 沿肺叶边缘2-3 mm剪

下肺组织, 放入D-Hank's液2 mL中漂洗2次. 洗净

的肺组织剪成1 mm3的组织碎块, 剪时可在瓶中

滴入DMEM培养液2-3滴和小牛血清1滴, 将剪碎

的肺组织吸入100 mL培养瓶, 平铺于瓶底, 放入

37℃, 50 mL/L CO2-950 mL/L空气贴壁2-3 h[22], 
加入DMEM培养液(100 mL/L小牛血清)5 mL后, 
培养60-72 h后, 换液去掉肺组织碎片. 继续培养

7-10 d, 每隔2 d换液1次, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化

传代. 倒置光学显微镜下观察细胞生长、传代

过程中的形态学变化, 以及细胞内的显微结构, 
并进一步采用Ⅷ因子免疫组化染色鉴定[2]. 取
2-3代细胞做实验.
1.2.2 PMN分离培养 PMN分离培养参照文献[3]
方法进行. 大鼠以10 g/L戊巴比妥钠(35 mg/kg)ip
麻醉成功后, 颈动脉插管采血, Hanks液(含50 
mL/L小牛血清)2倍稀释后加在淋巴细胞分离液

层面上, 500 g离心8 min, 吸弃上层血浆和单个

核白细胞, 向下层粒细胞和红细胞中加入5倍体

积的红细胞溶解液, 0℃溶解15 min后400 g离心

10 min, Hanks液洗2次后弃上清, RPMI 1640(含
100 mL/L小牛血清)重悬, 调细胞浓度1×109/L, 
涂片Gimsa染色分类计数PMN纯度>92%, 台盼

蓝染色活细胞计数>95%.
1.2.3 PMN黏附试验 将PCEC(1×106/well)接
种在包被纤维连接蛋白的12孔培养板中, 在50 
mL/L CO2-950 mL/L空气37℃培养箱中培养24 
h; PCEC融合成单层后, 去血清培养24 h; 换新鲜

无血清RIMP 1640培养液(含10 g/LBSA), 按实

验分组分别加入PMN 100 μL(106个)和终浓度为

0, 10, 100, 1000和10 000 μg/L的rHMGB1培养30 
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■研发前沿
A L I是急性胰腺
炎患者最常出现
的胰外脏器损伤, 
致损伤机制还不
完全明了 .  我们
的前期研究提示
H M G B 1参与了
急性胰腺炎A L I
的发展. 本研究有
助于进一步认识
A L I持续进展的
机制. 
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min; Hank's液洗涤2遍去除未黏附的PMN; 在光

学倒置显微镜下进行10个200倍视野下EC和黏

附的PMN计数, 并计算黏附率 = 黏附的PMN数

/EC数[4].
1.2.4 PMN游出单层PCEC试验 在Transwell上室

接种PCEC, 细胞密度为1×105/well(100 μL), 下
室加入新鲜培养液600 μL; PCEC融合成单层后, 
去血清培养24 h; 换新鲜无血清RIMP 1640培养

液(含10 g/LBSA), 50 mL/L CO2-950 mL/L空气

37℃培养24 h; 弃去培养液, 用Hank's液洗涤2遍; 
换新鲜无血清RIMP 1640培养液(含10 g/L BSA), 
上室加入PMN 105个, 按实验分组下室培养液分

别含0, 10, 100, 1000和10 000 μg/L的rHMGB1, 
50 mL/L CO2-950 mL/L空气37℃培养3 h; 弃去

培养液, 用Hanks液洗涤2遍; 在光学倒置显微镜

下进行游出单层PCEC的PMN计数. 穿过率为已

穿过单层血管内皮的PMN占总数的百分比[5]. 
1.2.5 PMN表面CD11a/CD18、CD11b/CD18表达
的检测 PMN 1 mL(107个)加入终浓度100 μg/L
的rHMGB1在50 mL/L CO2-950 mL/L空气37℃
分别孵育30 min和3 h; 500 g离心10 min, PBS洗
涤2次, 取PMN悬浮液100 μL(106个)加入小鼠抗

CD11a/CD18和CD11b/CD18 mAb 20 μL; 阴性对

照组加入PBS, 25℃室温放置15 min, 离心后去

上清液, 用PBS清洗1次后加20 μL异硫氰酸荧光

素标记的二抗, 室温放置3 min, 离心PBS清洗2
次, 然后在美国Becton-Dicknson公司的FACSort
型流式细胞仪上测量C D11a/C D18和C D11b/
CD18免疫阳性细胞数, 在5000个白细胞中计算

免疫阳性细胞数及百分率.

统计学处理 采用SPSS11.0统计软件, 计量

资料作t检验, P <0.05有显著统计学意义. 

2  结果

倒置显微镜下观察, 可见PCEC不断生长, 由圆

形逐渐变为梭形、多边形, 当其铺满培养瓶瓶

底时呈鹅卵石镶嵌排列. 细胞胞质内可见对EC
具有特异性的W-P小体. Ⅷ因子免疫组化染色

显示细胞内有棕黄色沉淀, 说明有Ⅷ因子抗原 
存在.
2.1 HMGB1对大鼠PCEC细胞PMN黏附的影响 
随着HMGB1刺激浓度的增加, PMN的黏附率

由5.1%(10 μg/L)逐渐增加至25.4%(10 000 μg/L), 
P<0.05; 分别为2.5%±0.5%, 5.1%±0.9%, 10.7%±

1.7%, 14.6%±2.6%和25.4%±4.3%(图1).
2.2 HMGB1对PMN穿过大鼠PCEC迁移率的
影响 随着HMGB1处理浓度的增加, PMN穿过

PCEC单层的迁移率由1.1%(10 μg/L)逐渐增加

至14.2%(10 000 μg/L), P <0.05; 分别为0, 1.1%
±0.3%, 6.3%±1.2%, 12.4%±2.7%和14.2%±

3.1%. 但无细胞穿过聚碳酸酯膜迁移到下室.
2.3 HMGB1对PMN细胞表面CD11a/CD18和
CD11b/CD18表达的影响 100 μg/L HMGB1刺
激30 min和3 h后, 表达CD11a/CD18和CD11b/ 
CD18的阳性PMN细胞比例均明显升高(图2).

3  讨论

正常情况下组织中少见PMN, 而循环中的PMN
呈非活化状态, 必须在趋化因子和激活剂作用

下才被激活, 继而侵入炎症组织中. PMN向肺组

■相关报道
研究显示, HMGB1
在数种急性肺损
伤动物模型中均
高表达, 小鼠气管
内滴入rHMGB1
可导致A L I的发
生.

■创新盘点
诸 多 研 究 显 示
H M G B 1可激活
多种炎症细胞释
放炎症因子. 但对
HMGB1在PMN
向肺组织聚集过
程中的作用并不
清楚. 本课题对此
过程中的趋化、
黏附和游出3个环
节进行了研究.

D E

CBA

图  1  HMGB1对PMN内皮黏附率的影响(×200). A: 阴性对照组; B-E: 10, 100, 1000, 10 000 μg/L.
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织渗出要经过趋化、贴壁、滚动、黏附和游出

一系列的过程[26]. 我们按成熟的方法分离PCEC, 
鉴定结果显示倒置显微镜下可见PCEC瓶底时

呈鹅卵石镶嵌排列; 高倍镜下可见具有内皮细

胞特异性的W-P小体; Ⅷ因子免疫组化染色阳

性. 说明PCEC的分离培养是成功的. 我们采用

Boyden小室趋化模型来研究HMGB1对PMN
是否具有趋化作用, 经向下室加入不同浓度的

HMGB1(假定“趋化物质”), 结果并无PMN穿

过聚碳酸酯膜进入下室. 说明HMGB1并非PMN
的趋化因子. 但在PMN的黏附试验中, 我们观察

到随着HMGB1刺激浓度的增加, PMN对PCEC
的黏附逐渐增加, 其黏附率由5.1%逐渐增加至

25.4%. 同时, HMGB1对PMN游出也有促进作用, 
随着HMGB1作用浓度的提高, PMN穿过PCEC
单层到EC与聚碳酸酯膜之间的迁移率由1.1%逐

渐增加至14.2%. 
上述结果表明, HMGB1并非PMN的趋化

因子, 但可促进PMN向血管内皮黏附和游出. 
PMN向血管内皮黏附和游出与细胞表面黏附

分子的相互作用有关. CD11/CD18和ICAM-1参
与PMN和血管内皮细胞的黏附, 抗CD11/CD18
抗体可明显减少穿越内皮细胞层的PMN数[27], 
CD11/CD18表达升高和L-选择素表达下降, 则
有利于PMN穿越内皮细胞侵入组织[28]. 有研究

证实, HMGB1可刺激HUVEC合成和表达黏附分

子ICAM-1[29]. 可激活PMNs表达IL-1β、IL-8和 
TNF-α[30], 但对于CD11/CD18表达的影响并无研

究报道. 
本研究结果显示, HMGB1刺激30 min和3 h

后, PMN细胞表面CD11a/CD18和CD11b/CD18
的表达均有升高. 因此, 我们认为H M G B1可
能通过上调血管内皮表面黏附分子ICAM-1和

PMN表面黏附分子CD11a/CD18和CD11b/CD18
的表达, 促进肺毛细血管内的PMN黏附、游出, 
并同时刺激PMN合成并分泌炎症因子导致肺 
损伤.
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