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HSF-1 在 HMGB1 诱导的炎症反应中的作用
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摘   要	 目的：探讨热休克转录因子 1（HSF-1）在高迁移率族蛋白 1（HMGB1）所诱导的炎症反应中的作用。

方法：不同浓度 HMGB1 作用于 RAW264.7 细胞不同时间后，用 ELISA 法检测细胞上清液 TNF-α 水

平；分别用免疫荧光法与 Western blot 法检测 HMGB1 作用后，RAW264.7 细胞 NF-κB 核转移情况与

HSF-1 表达。观察干扰 HSF-1 表达后，HMGB1 诱导 RAW264.7 细胞 TNF-α 表达的变化。

结果：HMGB1 作用后，RAW264.7 细胞分别在 4、12 h 出现两次 TNF-α 分泌高峰，且 TNF-α 的释放

量随 HMGB1 浓度的增加而增加。HMGB1 作用后，RAW264.7 细胞的 NF-κB 核转移明显增强，HSF-1

表达明显增加（均 P<0.05）。干扰 HSF-1 表达后，HMGB1 诱导 RAW264.7 细胞产生的 TNF-α 量较

未干扰的 RAW264.7 细胞明显增加（P<0.05）。

结论：HMGB1 能诱导 RAW264.7 细胞的炎症反应与 HSF-1 的表达，但 HSF-1 可能对 HMGB1 诱导的

炎症反应有负反馈性抑制作用。
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Role of HSF-1 in inflammatory response induced by HMGB1
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Abstract	 Objective: To investigate the role of heat shock transcription factor 1 (HSF1) in inflammatory response induced 

by high mobility group protein B1 (HMGB1).

Methods: The TNF-α contents in the supernatants of RAW264.7 cells after exposure to different concentrations 

of HMGB1 for different times were determined by ELISA assay. The NF-κB nuclear translocation and HSF-1 

expression in RAW264.7 cells after HMGB1 treatment were examined by immunofluorescence and Western blot, 

respectively. The change in TNF-α expression induced by HMGB1 in RAW264.7 cells after interference of HSF-1 

expression was observed.  

Results: RAW264.7 cells presented two peaks of TNF-α release at 4 and 12 h respectively after HMGB1 

treatment, and the TNF-α release level was increased with the elevation of HMGB1 concentration. The NF-κB 

nuclear translocation was significantly enhanced and HSF-1 expression was significantly increased in RAW264.7 

cells after HMGB1 treatment (both P<0.05). The TNF-α expression induced by HMGB1 in RAW264.7 cells 
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急性胰腺炎（acute  pancrea t i t i s，AP）是临

床常见的急腹症，其中20%~25%的患者临床上病

情 重 ， 可 出 现 局 部 或 全 身 并 发 症 ， 出 现 多 器 官 功

能衰竭，甚至危及生命[1]，SAP的发病机制是一个

复 杂 的 、 多 因 素 参 与 的 病 理 生 理 过 程 ， 这 些 因 素

相 互 作 用 、 相 互 影 响 ， 至 今 尚 未 完 全 阐 明 [ 2 ]。 众

多学说中，“胰酶自身消化学说”是AP最基本的

发病机制 [3]，“炎性因子学说”也被广泛接受 [4]。

这 些 机 制 综 合 作 用 导 致 全 身 性 炎 症 反 应 的 病 理 过

程 ， 进 一 步 刺 激 已 经 活 化 的 巨 噬 细 胞 产 生 过 量 炎

性 因 子 ， 对 胰 腺 等 脏 器 形 成 二 次 打 击 ， 严 重 者 可

出现多器官功能衰竭[5]。

热 休 克 转 录 因 子 1 （ H S F - 1 ） 在 无 活 性 状 态

下 存 在 于 胞 浆 中 ， 在 应 激 状 态 下 转 变 为 有 活 性 的

三 聚 体 形 态 ， 转 移 入 细 胞 核 ， 启 动 热 休 克 蛋 白

（HSP）的转录，后者是重要的分子伴侣，可以在

多 层 面 保 护 细 胞 ， 减 轻 打 击 所 带 来 的 伤 害 ， 在 细

胞的内源性保护中起重要作用[6]。

HSF-1本身对炎症反应也存在着一定的抑制作

用[7]。高迁移率族蛋白1（HMGB1）是一类存在于

细胞核中的非组蛋白，在炎症反应的晚期可主动分

泌或被动释放出胞[8]。是重要的晚期炎症因子[9-10]]， 

另外，还有研究 [11-12]表明HMGB1预处理可以诱导

产生免疫耐受。目前尚不清楚HMGB1是否可以诱

导HSF-1的活化。本实验旨在研究HSF-1在HMGB1

诱 导 的 炎 症 反 应 中 的 表 达 和 作 用 ， 为 控 制 急 性 胰

腺 炎 的 炎 性 因 子 过 度 释 放 及 全 身 性 炎 症 反 应 寻 找

有干预效靶点。

1　材料与方法

1.1   细胞培养与 siRNA 干扰

鼠 单 核 / 巨 噬 细 胞 R A W 2 6 4 . 7 购 自 中 南 大 学

湘 雅 医 院 细 胞 中 心 ， 常 规 复 苏 细 胞 接 种 于 含 1 0 %

胎牛血清（Sigma）的高糖培养基（Sigma）中，

置于含5%CO 2，37 ℃培养箱中培养，1~2 d传代

1 次 ， 选 择 对 数 生 长 期 细 胞 作 为 研 究 对 象 。 转 染

用siRNA及对照siRNA购自Santa公司，按说明书

进 行 操 作 ， 扩 增 培 养 后 W e s t e r n  b l o t 检 测 H S F - 1

（Abcam）的表达。

1.2  ELISA 检测培养基 TNF-α 含量

时效关系：将RAW264.7细胞接种到12孔板内

培养24 h后，加入HMGB1（Sigma），1 μg/mL，

分别于0、2、4、8、12、16、20、24 h后停止反

应，收集细胞上清，按试剂盒（BioLegend）说明

书检测检测TNF-α含量。量效关系：将RAW264.7

细 胞 接 种 到 1 2 孔 板 内 培 养 2 4  h 后 ， 分 别 加 入

HMGB1 10、100、500、1 000 ng/mL，收集细胞

上清，按试剂盒说明书检测检测TNF-α含量。

1.3  免疫荧光检测 NF-κB 核转移

R A W 2 6 4 . 7 细 胞 爬 片 2 4  h 后 ， 加 入 1  μ g / m L 

H M G B 1 后 分 别 于 0 、 0 . 5 、 1  h 停 止 反 应 ， 4 % 多

聚 甲 醛 固 定 后 封 闭 1  h ， 加 入 兔 抗 小 鼠 N F - κ B

（Abcam），4 ℃过夜。PBS清洗3次后加入Cy3标

记的二抗（Jackson immunoresearch）后避光孵育

2 h，DAPI复染核，甘油封片。避光于荧光显微镜

下观察。

1.4  Western blot 检测 HSF-1 含量

R A W 2 6 4 . 7 细 胞 加 入 1  μ g / m L  H M G B 1 或 同

等 剂 量 的 P B S 后 于 4  h 停 止 反 应 ， 用 细 胞 刮 子

刮 下 细 胞 ， 提 取 蛋 白 质 。 B A C 蛋 白 定 量 试 剂 盒

（Wel lb io）测定蛋白总浓度，每个样本取50 μL

蛋白上样，电泳后（浓缩胶80 V，分离胶120 V）

电 转 移 至 P V D F 膜 （ 9 0  V 低 温 2  h ） ， 丽 春 红 检

测 转 膜 效 果 后 洗 净 ， 封 闭 后 加 入 兔 抗 小 鼠 H S F - 1

（Abcam）或β -ac t i on（Pro te in tech），4 ℃孵

育过夜，TBS -T清洗3次后加入HRP标记的山羊抗

兔二抗（Pro te in t ech）孵育60 min，TBS -T清洗 

3次。ECL显色曝光后扫描底片。用Band Scan凝胶

分析软件对图片进行灰度分析。

1.5  统计学处理

数 据 以 均 数 ± 标 准 差 （ x ± s ） 表 示 ， 采 用

S P S S  1 7 . 0 软 件 进 行 t检 验 或 单 因 素 方 差 分 析 。

P<0.05为差异有统计学意义。

after interference of HSF-1 expression was significantly increased compared with RAW264.7 cells without HSF-1 

interference (P<0.05). 

Conclusion: HMGB1 can induce inflammatory response and HSF-1 expression in RAW264.7 cells, but HSF-1 

may play a negative feedback inhibitory role in the HMGB1-induced inflammation.  

Key words	 Pancreatitis, Acute Necrotizing; Systemic Inflammatory Response Syndrome; High Mobility Group Proteins; 

Heat Shock Transcription Factor 1

CLC number: R657.5
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2　结　果

2.1  HMGB1 引起 TNF-α 表达的时效及量效关系

时效关系：HMGB1作用RAW264.7细胞后第

4及第12 h出现两次分泌高峰。1 μg /mL HMGB1

作 用 于 R A W 2 6 4 . 7 细 胞 0 、 2 、 4 、 8 、 1 2 、 1 6 、

2 0 、 2 4  h 后 T N F - α 在 培 养 基 中 的 含 量 分 别 为 0 、

（ 7 2 3 4 . 4 ± 5 4 5 . 7 ） 、 （ 1 2 3 4 2 . 4 ± 4 6 7 . 4 ） 、

（ 9 6 7 8 . 2 ± 3 6 8 . 3 ） 、 （ 1 9 5 6 8 . 3 ± 5 6 9 . 2 ） 、

（ 1 3 2 4 8 ± 4 5 6 . 9 ） 、 （ 5 0 9 3 ± 2 4 5 . 8 ） 、

（ 2 4 5 6 . 7 ± 1 6 7 . 3 ） p g / m L ， 差 异 有 统 计 学 意 义

（F=1 342.7，P<0.01）（图1）。

量 效 关 系 ： T N F - α 的 表 达 随 H M G B 1 使 用 量

的 增 加 而 增 加 。 不 同 剂 量 的 H M G B 1 （ 0 、 1 0 、

1 0 0 、 5 0 0 、 1  0 0 0  n g / m L ） 作 用 于 R A W 2 6 4 . 7 细

胞 4  h 后 T N F - α 在 培 养 基 中 的 含 量 分 别 是 ： 0  、

（ 1  2 3 4 . 3 ± 1 2 3 . 2 ） 、 （ 3  8 7 5 . 4 ± 2 3 4 . 2 ） 、 

（7 064.2±329.4）、（1 3674.7±424.4）pg/mL，

差异有统计学意义（F=1 023.3，P<0.01）（图2）。

2.2  HMGB1 引起的 NF-κB 核转移

HMGB1可以引起RAW264.7细胞NF-κB核转

移，1 μg/mL HMGB1作用于RAW264.7细胞0 h后

N F - κ B 位 于 胞 核 中 的 阳 性 率 为 （5.2±0.2）%， 

0 . 5  h 后 为 （ 3 2 . 2 ± 2 . 3 ） % ， 1  h 后 为

（89.3±5.2）%（F=15.2，P<0.05）（图3）。

0 h

0.5 h

1 h

NF-κB DAPI 重合

图 3　HMGB1 引起 NF-κB 的核转移
Figure 3　NF-κB nuclear translocation induced by HMGB1

2.3  HMGB1 对 HSF1 表达的影响

HMGB1可以引起RAW264 .7细胞HSF -1表达

的增加，如图4所示，1 μg/mL HMGB1或PBS作用

于RAW264.7细胞4 h后，HSF-1/β-actin的比值分

别为0.675±0.022、0.430±0.030，与PBS对照组

相 比 ， H M G B 1 处 理 后 的 细 胞 H S F 1 表 达 有 所 增 加

（t=10.8，P<0.05）。

HSF-1

β-actin

HMGB1 PBS

图 4　HMGB1 上调 HSF1 的表达
Figure 4　HMGB1-induced up-regulation of HSF1 expression

2.4  沉默 HSF1 对 TNF-α 表达的影响

结果显示，空白对照组、siRNA对照组，HSF

沉默组，HSF-1/β-actin的比值为0.592±0.037、

0 . 5 7 3 ± 0 . 0 4 8 、 0 . 2 6 5 ± 0 . 0 2 1 ， 差 异 有 统 计 学
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图 1　HMGB1 诱导 TNF-α 表达的时效关系
Figure 1　Time-effect of HMGB1-induced TNF-α expression

图 2　HMGB1 诱导 TNF-α 表达的量效关系
Figure 2　Concentration-effect of HMGB1-induced TNF-α expression 
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意 义 （ F = 1 2 5 3 . 2 ， P < 0 . 0 5 ） （ 图 5 ） ； 空 白 对

照 组 ， s i R N A 对 照 组 ， H S F 沉 默 组 T N F - α 在 培

养 基 中 的 含 量 分 别 为 （ 1 4  1 8 4 . 2 ± 4 3 4 . 4 ） 、 

（14 470.3±432.7）、（19 388.5±557.6）pg/mL，

其中空白组与siRNA对照组TNF -α含量无明显差

异（t=0.29，P>0.05），HSF沉默组TNF-α含量明

显高于siRNA对照组（t=15.6，P<0.05）（图6）。

HSF-1

β-actin

空白对照组
siRNA 对照组

HSF 沉默组

图 5　HSF-1 沉默效果检测
Figure 5　Determination of HSF-1 silencing effect 
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图 6　沉默 HSF-1 上调 TNF-α 的表达
Figure 6　Up-regulation of TNF-α expression after HSF-1 

silencing

3　讨　论

有研究[13]表明，剔除HSF-1基因的小鼠在LPS

刺激后会产生更多的TNF -α，加速不可控炎症反

应的发展。胞外HMGB1作用于细胞后，能通过不

同的受体通路影响转录因子NF -κB的活性，引起

TNF -α，IL -6等炎症因子的分泌，对炎症反应的

发生发展起着重要作用 [14]，本实验表明，HMGB1

在通过NF-κB途径诱导炎症因子TNF-α表达的同

时可以上调HSF-1的表达，而后者可在一定程度上

抑制炎症因子的表达。该结果不仅说明了HSF-1在

炎症反应中的抑炎作用，也为HMGB1在炎症反应

中的作用定义了新的角色。

在本实验中，首先通过HMGB1引起TNF-α表

达 的 时 效 及 量 效 关 系 确 定 了 其 最 佳 时 间 和 剂 量 ，

结果表明，TNF -α的分泌在HMGB1作用后第4及

第12 h存在着两个高峰，且在24 h内能持续分泌，

说 明 H M G B 1 对 T N F - α 的 作 用 不 同 于 L P S ， 与 之

前的研究相符 [15]。接下来，本研究验证了NF -κB

在 H M G B 1 诱 导 的 T N F - α 表 达 中 的 作 用 ， 结 果 表

明 H M G B 1 可 以 诱 导 N F - κ B 发 生 核 转 移 ， 说 明

NF-κB途径在HMGB1诱导TNF-α的表达中起重要

作用。在接下来的实验中发现，HMGB1不仅能引

起NF-κB的核转移，同时也增加了HSF1的表达，

而后者对TNF -α的抑制作用在随后的试验中得到

了证实，即HSF -1沉默的细胞在HMGB1的诱导下

能产生更大剂量的TNF -α。综上所述，本研究表

明HMGB1不仅能引发促炎因子的表达，也能通过

上调HSF-1的表达来调控炎症反应的不可控发展。

外 源 性 H M G B 1 作 为 重 要 的 晚 期 炎 症 因 子 被

大 家 所 熟 识 ， 因 其 具 有 较 长 的 治 疗 时 间 窗 ， 因 此

被视为潜在的治疗靶点给予了高度重视 [ 16]。但近

期，越来越多的学者开始对HMGB1在炎症反应中

扮演的角色产生了质疑。首先，有研究 [ 17]表明，

HMGB1具有与多种因子形成复合物的能力，并能

通 过 结 合 不 同 受 体 产 生 不 同 的 效 应 ， 换 句 话 说 ，

HMGB1本身并不具备炎症因子的作用，其所表现

出 的 促 炎 作 用 是 通 过 协 同 其 他 因 子 表 现 出 来 的 。

其次，HMGB1能够促进干细胞的迁移和分化，该

作 用 与 组 织 的 重 建 有 关 ， 这 种 与 炎 症 反 应 相 悖 的

特点一直是学者们研究的焦点 [ 18]。再次，近 期还

有研究 [19]表明HMGB1预处理可以引起内毒素耐受

和 对 肝 脏 及 心 肌 细 胞 缺 血 再 灌 注 损 伤 的 耐 受 ， 而

笔 者 的 相 关 研 究 也 表 明 H M G B 1 的 存 在 是 建 立 内

毒 素 耐 受 所 不 可 或 缺 的 关 键 因 子 。 在 本 实 验 中 ，

HMGB1不仅诱导了NF-κB的活化，更意外的上调

了HSF-1的表达，而后者恰恰被证实能在炎症反应

中抑制炎症因子的表达。

H S F - 1 在 正 常 状 态 下 以 无 活 性 的 单 体 形 式

存 在 胞 浆 中 ， 在 应 激 状 态 下 被 激 活 ， 移 位 至 胞

核 ， 结 合 至 H S P 基 因 5 ’ 端 启 动 子 的 热 休 克 元 件

（HSE），尔后启动各种HSP基因的表达。HSP具

有 重 要 的 分 子 伴 侣 功 能 ， 能 介 导 其 他 蛋 白 质 的 正

确 装 配 ， 但 自 己 不 成 为 最 后 功 能 结 构 中 的 组 分 ，

在 细 胞 内 源 性 保 护 中 具 有 重 要 作 用 。 热 休 克 反 应

（ H S R ） 是 生 物 体 重 要 的 内 源 性 保 护 机 制 ， 其 激

发过程包括HSF-1的激活、HSF-1与HSE结合启动

H S P 基 因 表 达 ， H S P 作 用 于 组 织 细 胞 发 挥 分 子 伴

侣作用 [ 20]。在内毒素休克、严重创伤及急性呼吸

窘 迫 综 合 征 患 者 的 中 性 粒 细 胞 、 巨 噬 细 胞 或 组 织
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细 胞 中 ， H S R 被 激 活 ， H S P 的 表 达 有 所 增 加 。 除

了启动HSP基因的表达，HSF1本身也可以抑制炎

症因子的表达，应用LPS刺激剔除HSF-1基因的小

鼠 会 诱 导 其 产 生 更 大 量 的 炎 症 因 子 ， 其 分 子 机 制

目前尚无定论 [21]。在本实验中，HMGB1刺激抑制

HSF -1表达的细胞后，TNF -α的表达明显上升，

提示HSF -1在HMGB1诱导的炎症反应中同样扮演

着抑炎的角色，但其分子机制还有待研究。

综 上 所 述 ， 本 研 究 表 明 H M G B 1 可 以 引 起

H S F - 1 的 表 达 ， 而 后 者 可 以 部 分 抑 制 T N F - α 的

表 达 。 本 实 验 首 次 提 出 了 炎 症 反 应 中 H M G B 1 与

HSF-1之间的关系，并且证实了HSF-1在HMGB1诱

导 的 全 身 性 炎 症 反 应 中 的 抑 炎 作 用 ， 本 研 究 结 果

可 为 控 制 急 性 胰 腺 炎 中 的 炎 症 级 联 反 应 提 供 新 的

思路。
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