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腺相关病毒介导的高迁移率族蛋白 1 抗体基因转导治疗小鼠脓毒症的效果
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［摘要］ 目的　探讨腺相关病毒（AAV）介导的高迁移率族蛋白 1（HMGB1）抗体基因转导对脓毒症的治疗 

效果。方法　60 只雌性 C57 小鼠随机平均分为 2 批，每批再分为 AAV-HMGB1 抗体组、AAV- 对照 -IgG 组、生理盐

水组，每组 10 只。AAV-HMGB1 抗体组小鼠左侧股直肌肌内注射 60 μL AAV-HMGB1 抗体病毒，AAV- 对照 -IgG 组左

侧股直肌肌内注射 60 μL AAV- 对照 -IgG 病毒，生理盐水组左侧股直肌肌内注射 60 μL 生理盐水，4 周后对所有小鼠进

行盲肠结扎穿孔手术制造脓毒症模型。第 1 批小鼠用于观察术后 14 d 生存率。第 2 批小鼠术后通过内眦静脉取血，检

测血清炎症因子 IL-6、IL-1β、TNF-α 水平，取心、肝、肺、肾、小肠组织制作病理切片。结果　使用 AAV-HMGB1
抗体基因转导产生 HMGB1 抗体对小鼠有抗脓毒症保护效应，90%（9/10）的脓毒症小鼠存活到造模后第 14 天；而注

射生理盐水和 AAV- 对照 -IgG 病毒的小鼠在造模后第 14 天存活者仅分别占 60%（6/10）和 50%（5/10）。相比生理盐

水组和 AAV- 对照 -IgG 组，AAV-HMGB1 抗体组小鼠血清炎症因子 IL-6、IL-1β、TNF-α 水平降低（P 均＜0.05）。使

用 AAV-HMGB1 抗体基因转导产生的 HMGB1 抗体对脓毒症小鼠的肺组织有明显保护作用，但对其他脏器的保护作用

不明显。结论　AAV 介导的 HMGB1 抗体基因转导可通过高表达 HMGB1 抗体中和血清中的 HMGB1，从而降低脓毒

症小鼠的炎症因子水平，改善重要器官病理变化，并可能降低脓毒症小鼠死亡率，有望成为治疗脓毒症的新策略。
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［ Abstract ］ Objective　To investigate the therapeutic effect of adeno-associated virus (AAV)-mediated gene 
transduction of high mobility group box-1 protein (HMGB1) antibody on sepsis. Methods Sixty female C57 mice were 
evenly randomized into 2 sets, and each set was divided into 3 groups (n＝10): AAV-HMGB1 antibody group, AAV-control-
IgG group, and normal saline group, and the mice were injected intramuscularly with 60 μL of AAV-HMGB1 antibody virus, 
60 μL of AAV-control-IgG virus, and 60 μL of normal saline in the left rectus femoris muscle in the 3 groups, respectively. All 
mice were subjected to cecal ligation and perforation 4 weeks later to establish sepsis models. The 14-d survival rate of mice 
in the first set was observed. Serum levels of inflammatory factors (interleukin ［IL］-6, IL-1β and tumor necrosis factor α ［TNF-α］)  
were measured in the blood obtained from the angular vein of mice in the second set, and pathological sections were taken 
from the heart, liver, lung, kidney and small intestine tissues. Results The HMGB1 antibody produced by the AAV-HMGB1 
antibody gene transduction had a protective effect against sepsis in mice, 90% (9/10) of septic mice survived until day 14 
post-modeling in the AAV-HMGB1 antibody group, while only 60% (6/10) and 50% (5/10) of mice survived on day 14 post-
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modeling in the normal saline group and the AAV-control-IgG group, respectively. The serum levels of inflammatory factors 
(IL-6, IL-1β and TNF-α) were significantly lower in the AAV-HMGB1 antibody group compared with those in the normal 
saline and AAV-control-IgG groups (all P＜0.05). The AAV-HMGB1 antibody produced by the AAV-HMGB1 antibody gene 
transduction had a significant protective effect on the lung tissue, but not on other organs. Conclusion AAV-mediated gene 
transduction of HMGB1 antibody can neutralize HMGB1 in the serum by high expression of HMGB1 antibody, thus reducing 
the level of inflammatory factors in septic mice, improving pathological changes in vital organs and possibly reducing 
mortality in septic mice, which is expected to be a new strategy for the treatment of sepsis.

［ Key words ］ high mobility group protein 1; sepsis; inflammatory factors; gene transduction; antibody therapy; 
adeno-associated virus

［Acad J Sec Mil Med Univ, 2021, 42(3): 249-254］

脓毒症是针对感染的宿主反应失调进而导致危

及生命的器官功能障碍综合征，根据最新的指南定

义，对于感染或疑似感染的患者 , 当脓毒症相关序

贯器官衰竭评价［equential （sepsis-related） organ 
failure assessment，SOFA］评分较基线上升≥2 分可

诊断为脓毒症［1］。脓毒症发病率很高，是全球范围

内主要的死亡原因之一［2］。但是，脓毒症的发病率

仍可能被严重低估，并且随着人口的老龄化将继续

增加［3］。2011 年美国脓毒症患者的医疗支出超过

200 亿美元，占据了当年全美国医疗支出的 5.2%［1］。

脓毒症的特征是宿主对感染的全身反应失

调。当高度保守的微生物病原体相关分子模式

（pathogen-associated molecular pattern，PAMP）被先

天免疫细胞上的模式识别受体（包括 Toll 样受体）

识别时，感染的免疫应答途径即被激活。在这一过

程中释放的大量细胞因子（如 TNF-α、IL-1、IL-2、
IL-6、IL-8 等）引起中性粒细胞 -内皮细胞黏附，激

活补体和凝血级联反应，可能导致微血栓形成［4］。

在脓毒症的病理生理过程中，过度的炎症因

子反应被认为是关键因素［1］，因此，本课题组设

想通过阻断感染引起的炎症因子风暴预防和治疗

脓毒症。高迁移率族蛋白 1（high mobility group 
box-1，HMGB1）是一种典型的损伤相关分子模式

（damage-associated molecular pattern，DAMP），研

究报道其与许多炎症性疾病有关，可使用 HMGB1
抗体中和细胞外HMGB1，从而阻断HMGB1 介导的

脂多糖入胞及后续的炎症因子风暴［5］。Newman 等［6］

报道，向脓毒症小鼠腹腔多次注射 HMGB1 抗体可

有效提高脓毒症小鼠的生存率，并降低血清 TNF-α
水平，不过这种治疗方法是通过多次腹腔注射给

药的，并不能保证血清中抗体的有效治疗浓度。因

此，本课题组设想利用腺相关病毒（adeno-associated 
virus，AAV）载体在体内持续表达HMGB1 抗体，通

过保持高水平的血清 HMGB1 抗体浓度而强化治疗

效应，这或许是预防和治疗脓毒症的新方法。

1　材料和方法

1.1　实验动物与分组 60 只雌性 C57 小鼠（体

重 18～22 g）购自上海吉辉实验动物饲养有限公

司［实验动物生产许可证号 SCXK（沪）2017-
0012］。将小鼠饲养在 SPF 级动物房，并无限制

提供无菌水和标准小鼠食物［实验动物使用许可证

号 SYXK（沪）2017-0004］。所有实验方案均已

得到海军军医大学（第二军医大学）动物实验伦

理委员会批准，所有动物实验程序均按照海军军医

大学（第二军医大学）动物护理和使用委员会《实

验室动物的护理和使用指南》进行。将小鼠随机分

为 2 批，每批 30 只，第 1 批用于观察生存情况并

绘制生存曲线；第 2 批用于收集器官标本制作病理

切片，并收集血清用于血清炎症因子检测。每批小

鼠随机分为 3 组：AAV-HMGB1 抗体组、AAV- 对
照 -IgG 组、生理盐水组，每组 10 只。

1.2　AAV9 载 体 构 建 和 病 毒 注 射 化 学 合 成

HMGB1 抗体的开放阅读框，然后将 DNA 插入片

段重新克隆到 AAV 载体中，得到 AAV-HMGB1 抗

体质粒。将增强绿色荧光蛋白（enhanced green 
fluorescent protein，EGFP）基因融合到 HMGB1 抗

体羧基末端，得到 AAV-HMGB1 抗体 -EGFP 载体。

培养 293T 细胞，待细胞融合度达到 80%～90% 时进

行转染。使用 pAAV-RC、pHelper 和穿梭质粒（携

带 HMGB1 抗体基因的载体质粒）与 293T 细胞进

行共转染，转染后 72 h，通过反复冻融的方法破碎

含有AAV颗粒的细胞，收集含有AAV颗粒的上清，

然后进行核酸酶处理、过柱纯化、超滤纯化，通过

qRT-PCR方法进行病毒滴度判定［7-10］。AAV-对照 -IgG
的构建方法同上。测得各病毒载体滴度如下： 
AAV-HMGB1 抗体 -L 链滴度为 3.5×1012 copy/mL，
AAV-HMGB1 抗体 -H 链滴度为 3.0×1012 copy/mL，
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AAV- 对 照 -IgG-L 链 滴 度 为 3.2×1012 copy/mL，
AAV- 对照 -IgG-H 链滴度为 3.8×1012 copy/mL。

取 AAV-HMGB1 抗体 -L 链和 AAV-HMGB1 抗

体 -H 链病毒原液各 600 μL，等比例混合成 1 200 
μL 的混合液，对 AAV-HMGB1 抗体组小鼠进行左

侧股直肌原位三点注射，每点 20 μL，每只小鼠共

注射病毒混合液 60 μL。取 AAV- 对照 -IgG-L 链和

AAV- 对照 -IgG-H 链病毒原液各 600 μL，等比例混

合成 1 200 μL 的混合液，对 AAV- 对照 -IgG 组小鼠

进行左侧股直肌原位三点注射，注射位置、剂量同

AAV-HMGB1 抗体组［11］。生理盐水组小鼠予左侧

股直肌原位三点注射 60 μL 生理盐水。

1.3　脓毒症小鼠模型的建立　腺病毒在肌内注射

4～8 周可达最高表达丰度，HMGB1 抗体及对照 -IgG
水平达最大血清浓度［12］。故在小鼠肌内注射 AAV-
HMGB1 抗体、AAV- 对照 -IgG、生理盐水 4 周后，

进行盲肠结扎穿孔制造脓毒症小鼠模型。术前常规

对小鼠进行麻醉、插管、接呼吸器、腹部备皮、消

毒。在腹正中线逐层切开至腹膜，切口长约 1.5 cm，

充分暴露盲肠，于盲肠中点结扎盲肠，然后从肠系膜

方向向对侧用细针对穿盲肠，挤出少量粪便（由同

一人完成以确保粪便量相同），然后回纳盲肠，关闭

腹腔，逐层缝合腹膜、肌肉及皮肤，于背部皮下注射

生理盐水 0.5 mL，拔管并将小鼠放回笼中［13］。

1.4　小鼠存活率 在盲肠结扎穿孔造模后对 3 组

小鼠（每组 10 只）进行生存研究。将小鼠放归

SPF 级动物房，不限制进食及饮水。连续 14 d 监测

小鼠的存活情况，根据实际结果绘制生存曲线。

1.5　组织病理学观察　在盲肠结扎穿孔造模后即

开始关注小鼠情况，及时收集死亡小鼠注射部位的

肌肉组织及心、肝、肺、肾、肠组织。将收集到的

组织标本浸入 4 ℃ 4% 多聚甲醛溶液中，24 h 后取

出恢复至室温并放入脱水盒，然后放入 Leica 组织

快速脱水机吊篮内依次梯度乙醇脱水。脱水结束

后，取出组织脱水盒并石蜡包埋。先将组织包埋机

内少量融化石蜡倒入金属包埋框，取出脱水盒中的

组织放于包埋框底部，在冷冻台上停留 1～2 s，使

底部石蜡遇冷凝固，固定组织位置，然后将包埋框

装满融化的石蜡，将脱水盒含标签的一面放置在脱

水框上，最后静置于冷冻台直至石蜡完全凝固。将

组织石蜡块固定于组织切片机进行切片，层厚 5～ 

6 μm。用镊子和毛笔协助将切好的组织蜡片平放

于约 40 ℃ 的恒温水面，待其平摊展开后用载玻片

将石蜡切片从水中捞起，使其平贴于有标记的载玻

片上，将载玻片斜放于 62 ℃ 烤箱中 1 h。使用荧

光显微镜观察肌肉组织切片的绿色荧光。其他组织

切片按常规流程进行 H-E 染色，流水冲洗后晾干切

片。晾干后的切片滴上树胶，盖上盖玻片，自然风

干后放置于显微镜下，观察各脏器组织的微观结构

变化及炎症细胞浸润情况。

1.6　炎症因子检测 死亡小鼠于死亡前、存活小鼠

于盲肠结扎穿孔造模后第 7 天通过眼眶静脉取血的

方式留取血清样本，采用 ELISA 方法进行炎症细胞

因子测量。HMGB1、HMGB1 抗体、IL-6、IL-1β、
TNF-α 的 ELISA 检测试剂盒均购自上海西塘生物有

限公司，所有操作步骤均按照说明书进行。

1.7　统计学处理 应用 SPSS 20.0 软件进行统计学

分析。不符合正态分布的计量资料以中位数（下

四分位数，上四分位数）表示，多组间比较采用

Kruskal-Wallis H 检验，两两比较采用 Mann-Whitney 
U 检验。生存曲线分析采用 Kaplan-Meier 法，组间

比较采用 log-rank 检验。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　 各 组 小 鼠 血 清 中 HMGB1 和 HMGB1 抗 体 
浓度 如图 1 所示，肌内注射 AAV-HMGB1 抗体及

AAV- 对照 -IgG 4 周后，肌肉组织可见明显的 GFP
表达，说明HMGB1 抗体及对照 -IgG已在肌肉细胞

中大量表达。此时，检测小鼠血清中HMGB1 抗体

及HMGB1 水平，结果（表 1）显示，AAV-HMGB1
抗体组小鼠血清中HMGB1 水平低于生理盐水组和

AAV-对照 -IgG组，差异均有统计学意义（P均＜ 

0.01）；AAV-HMGB1 抗体组小鼠血清中HMGB1 抗

体水平高于生理盐水组和 AAV- 对照 -IgG 组，差

异均有统计学意义（P 均＜0.01），说明肌内注射

AAV-HMGB1 抗体病毒可提高小鼠血清 HMGB1 抗

体浓度，相应地导致小鼠血清 HMGB1 浓度降低。

第 3 期．孙立柱，等．腺相关病毒介导的高迁移率族蛋白 1 抗体基因转导治疗小鼠脓毒症的效果

图 1 小鼠肌肉组织切片绿色荧光观察（200×）

Fig 1 Green fluorescence observation of mouse muscle 

tissue sections (200×)
A: AAV-HMGB1 antibody group; B: AAV-control-IgG group. 

AAV: Adeno-associated virus; HMGB1: High mobility group 

box-1; IgG: Immunoglobulin G.

A B
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图 3 苏木精 -伊红染色观察 AAV-HMGB1 抗体病毒肌内注射后脓毒症小鼠器官组织的病理学变化

Fig 3 Histology of the organs in septic mice after intramuscular injection of AAV-HMGB1 antibody  

virus detected by hematoxylin-eosin staining
AAV: Adeno-associated virus; IgG: Immunoglobulin G; HMGB1: High mobility group box-1.

Normal saline

AAV-control-IgG

AAV-HMGB1 antibody

Lung                            Liver                             Heart                      Small intestine                    Kidney

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

表 1　ELISA 检测各组小鼠血清 HMGB1、HMGB1 抗体及炎症因子水平

Tab 1　Serum levels of HMGB1, HMGB1 antibody, and inflammatory cytokines of mice in each group detected by ELISA
n＝10, Median (lower quartile, upper quartile)

Index Normal saline group AAV-control-IgG group AAV-HMGB1 antibody group H value P value
HMGB1/(ng·mL－1) 232.00 (141.75, 351.25) 323.11 (207.82, 339.32) 115.80 (97.88, 129.36) **△△ 13.95 ＜0.01
HMGB1 antibody/(ng·mL－1) 45.31 (43.83, 50.79) 62.13 (55.93, 68.18)** 87.75 (85.91, 108.54)**△△ 25.07 ＜0.01
IL-6/(pg·mL－1) 359.25 (84.82, 610.50) 117.40 (113.63, 168.69) 58.35 (35.28, 61.64) **△△ 13.42 0.001
IL-1β/(pg·mL－1) 58.60 (31.71, 89.73) 42.11 (33.90, 46.96) 27.18 (26.15, 28.78) **△△ 11.99 0.002
TNF-α/(pg·mL－1) 481.76 (158.70, 652.11) 68.83 (49.92, 80.93) 41.35 (27.27, 67.16)* 7.53 0.023

*P＜0.05, **P＜0.01 vs normal saline group; △△P＜0.01 vs AAV-control-IgG group. ELISA: Enzyme-linked immunosorbent 
assay; HMGB1: High mobility group box-1; AAV: Adeno-associated virus; IgG: Immunoglobulin G; IL: Interleukin; TNF-α: Tumor 
necrosis factor α.

2.2　预先肌注 AAV-HMGB1 抗体病毒对脓毒症小

鼠存活率的影响 见图 2，生理盐水组有 60%（6/10）
的小鼠存活到造模后第 14 天，AAV-对照 -IgG组有

50%（5/10）的小鼠存活到造模后第 14 天，而AAV-
HMGB1 抗体组有 90%（9/10）的小鼠存活到造模后

第 14 天，但 log-rank分析结果显示 AAV-HMGB1 抗

体组、AAV-对照 -IgG组、生理盐水组 3 组小鼠存活

率差异无统计学意义（χ2＝1.87，P＝0.172）。

2.3　高浓度 HMGB1 抗体的器官保护效应 生理

盐水组、AAV- 对照 -IgG 组小鼠肺组织表现出明显

的肺泡壁增厚、间质出血、慢性淋巴细胞浸润、

肺上皮受炎症刺激及轻度不典型增生性改变；而

AAV-HMGB1 抗体组小鼠肺组织淋巴细胞浸润、间

质出血等炎症改变较少（图 3）。

图 2　3 组小鼠盲肠结扎穿孔造模后 Kaplan-Meier 

生存曲线

Fig 2　Kaplan-Meier survival curves of mice after cecal 

ligation and perforation in 3 groups
AAV: Adeno-associated virus; IgG: Immunoglobulin G; HMGB1: High 

mobility group box-1.

        2     4     6     8    10    12   14
Time/d

AAV- 对照 -IgG 组小鼠的肝脏组织可见脂肪变

性、细胞排列紊乱、细胞轻度异型性改变，心肌细

胞呈轻度退行性改变、间质散在少量淋巴细胞浸

润；生理盐水组肝脏和心肌组织结构变化不明显，

未见明显炎症细胞浸润及功能细胞的病理改变；

AAV-HMGB1 抗体组小鼠肝脏脂肪变性较 AAV- 对
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照 -IgG 组少，炎症细胞及淋巴细胞浸润程度与生

理盐水组相似，心肌病理切片可见轻微淋巴细胞浸

润（图 3）。

生理盐水组、AAV- 对照 -IgG 组小肠组织较

AAV-HMGB1 抗体组表现出轻度增多的淋巴细胞

浸润。生理盐水组肾脏组织可见部分肾小球细胞

不典型改变，间质有少量淋巴细胞浸润；AAV- 对
照 -IgG组和AAV-HMGB1抗体组肾小球结构完整，

炎症细胞浸润较少（图 3）。由此可见，通过 AAV-
HMGB1 抗体基因转导产生的 HMGB1 抗体对脓毒

症小鼠的肺组织有明显保护作用，但对心、肝、

肾、肠等脏器的保护作用不明显。

2.4　高浓度 HMGB1 抗体抑制炎症细胞因子的

爆发 见表 1，AAV-HMGB1 抗体组小鼠血清中

IL-6、IL-1β 浓度低于生理盐水组和AAV- 对照 -IgG
组，差异均有统计学意义（P 均＜0.01）；AAV-
HMGB1 抗体组小鼠血清中 TNF-α 水平低于生理

盐水组，差异有统计学意义（P＜0.05）。

3　讨　论

尽管抗生素对控制感染有一定的作用，但无法

中和血液中的内毒素及其他重要炎症因子，因此抗

体疗法为治疗全身感染提供了一个新的思路［14-15］。

有研究者尝试使用抗内毒素抗体进行脓毒症治疗，

发现人的脂多糖核心抗体可以大大降低革兰阴性菌

血症患者的死亡率［16］。但是该抗体治疗仅对革兰

阴性菌有效，对其他感染引起的脓毒症无效。感染

导致的炎症因子风暴是脓毒症组织损伤和死亡的重

要病理生理基础［17］。因此脓毒症患者亟需一种可以

有效阻断感染引起的炎症因子风暴的治疗方法。既

往有采用针对 IL-1、TNF-α 等炎症因子的药物或抗

体治疗脓毒症的研究［18］，但以失败告终。这些炎症

因子都处于炎症因子瀑布的下游，因此本研究设想

早期针对炎症因子风暴进行干预可能会获得较好的

治疗效果。研究报道 HMGB1 蛋白在脓毒症炎症因

子风暴的上游扮演了重要角色［19］，且抑制 HMGB1
可有效地抑制炎症因子的释放并保护器官功 
能［20-21］。因此本课题组提出使用病毒载体搭载

HMGB1 抗体编码序列预防和治疗脓毒症的全新脓

毒症抗体疗法，相较于针对炎症因子风暴下游单一

因子的治疗，该方案可持续产生高浓度的 HMGB1
抗体而有针对地阻断 HMGB1 的信号转导和后续的

炎症因子风暴，有更高的特异性和靶向性，可以有

效地治疗脓毒症。

本研究通过肌内注射搭载 HMGB1 抗体编码序

列的 AAV 载体，使小鼠体内 HMGB1 抗体浓度逐

渐升高，4 周后 HMGB1 抗体浓度达高峰时采用盲

肠结扎穿孔制造脓毒症模型，评估 HMGB1 抗体治

疗脓毒症的效果。结果显示持续抑制 HMGB1 可以

显著降低脓毒症小鼠的高死亡率，并对脓毒症小鼠

的肺组织有明显保护作用，这进一步证实小鼠体内

的 HMGB1 可能在脓毒症感染中发挥重要作用。在

脓毒症小鼠中观察到 IL-1β、IL-6、TNF-α的爆发［22］，

本研究发现阻断 HMGB1 抑制了这些炎症因子的过

度产生，这与 HMGB1 抗体治疗的小鼠后脏器损伤

减轻和死亡率相对较低一致。NF-κB 信号通路是感

染过程中炎症细胞因子分泌和炎症细胞募集的关键

因素，有研究在炎症细胞模型中观察到 NF-κB 信号

通路和 Toll 样受体的显著激活［23］。HMGB1 抗体

治疗脓毒症是否与抑制 NF-κB 信号通路相关尚不

清楚，且 HMGB1 抗体治疗脓毒症的具体机制尚需

进一步研究，使用 AAV 感染产生抗体可以在血液

中维持高浓度 HMGB1 抗体的周期还不清楚，这些

问题将在未来的工作中进行探讨。

总之，使用 HMGB1 抗体阻断 HMGB1 可抑制

脓毒症小鼠的炎症性病理改变、降低死亡率，这些

作用可能归因于细胞因子风暴的抑制、炎症细胞

浸润的减少，因此，将肌内注射 AAV-HMGB1 抗体

与抗生素策略结合使用可能是一种有效对抗脓毒症

的方法。本研究是病毒载体搭载 HMGB1 抗体编码

序列治疗脓毒症的首次尝试，更多细节有待进一步

阐明，如 HMGB1 抗体对传统的脂多糖与 HMGB1
结合入胞激活 TLR4 信号通路系统的作用［17］、

HMGB1 抗体对细胞焦亡［24］和炎症小体产生及释

放的影响等问题。
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