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高迁移率族蛋白 1拮抗剂 BoxA对血管性痴呆大鼠急性期
海马区域神经炎症的抑制作用 *
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摘要 目的：探究高迁移率族蛋白 1(HMGB1)拮抗剂 BoxA脑室立体定向注射对双侧颈总动脉闭塞(2VO)后大鼠海马区域神经炎

症(血脑屏障通透性、小胶质细胞的激活以及炎症因子水平等)的抑制作用。方法：60只雄性 Sprague-Dawley(SD)大鼠分为假手术

组(即 Sham组)、PBS组以及 BoxA组(各组 n=20)，分别在行 2VO(n=40，正常手术)或假手术(n=20，仅暴露不结扎)后，立即用 BoxA

(10 滋g在 10uL PBS溶液中，n=20)或者等体积 PBS(n=20)立体定向注射到左侧侧脑室中。造模 3 d后，用 HMGB1和 NeuN免疫荧

光双染，western blot观察 HMGB1出核现象，伊文思蓝(EB)染色和脑水含量测量评价血脑屏障(BBB)通透性，Iba1免疫荧光染色

观察小胶质细胞活化，定量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测炎症细胞因子(白介素 1茁（Interleukin-1茁, IL-1茁）和白介素 6（In- ter-

leukin-6, IL-6）和肿瘤坏死因子 琢（Tumor necrosis factor-琢, TNF-琢）)的基因表达水平。结果：相比 Sham组，PBS组海马 CA1亚区

HMGB1阳性细胞核(%)以及 HMGB1&NeuN阳性细胞 /HMGB1阳性细胞(%)显著下降(P<0.01)，而 BoxA组以上改变较 PBS组

部分减少(P<0.05)。PBS组 EB渗漏、脑含水量均较 Sham组显著增加(P<0.001)，而 BoxA组以上指标均较 PBS组明显减轻(P<0.

05)。PBS组 Iba1阳性细胞相比 Sham组明显增多(P<0.01)，且炎症因子(IL-1茁、IL-6和 TNF-琢)表达显著增高(P<0.05)；而相比 PBS

组，BoxA组 Iba1阳性细胞表达减少((P<0.05)，且炎症因子(IL-1茁、IL-6 and TNF-琢表达明显减少(P<0.05)。结论：HMGB1抑制剂

BoxA立体定向注射能够有效缓解急性期血管性痴呆大鼠海马区域的神经炎症反应。
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Anti-neuroinflammatory Role of HMGB1 Inhibitor BoxA in the Hippocampal
Area of a Rat Model of Vascular Dementia in the Acute Phase*

)

To investigate the anti-neuroinflammatory role of stereotactic injection with high mobility group box-1

(HMGB1) inhibitor BoxA in the hippocampal area of rats after bilateral common carotid artery occlusion (2VO). 60 male

Sprague-Dawley (SD) rats were divided into the sham group, PBS group and BoxA group (n=20 in each group). 2VO (n=40) or sham op-

eration (n=20, only separation) were performed and BoxA (10ug in 10uL PBS) or equal amount of PBS was intraventricularly (to the left

one) administered immediately after 2VO surgery. Three days later. HMGB1&NeuN immunostaining and western blot were used to ob-

serve the HMGB1 translocation, Evans blue (EB) dying and brain water content were used to measure the blood-brain barrier (BBB) per-

meability, Iba1 immunostaining was used to observe microglial activation and reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)

was used to assess the levels of pro-inflammatory cytokines(Interleukin-1茁(IL-1茁), Interleukin-6(IL-6) and Tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢).
Compared with the sham group, there was a significant decrease in HMGB1 positive nucleus (%) and HMGB1&NeuN positive

cells/HMGB1 positive cells (%) in the hippocampal CA1 subarea in PBS group (P<0.01). However, compared with the PBS group, the

above changes were partially reduced in the BoxA group(P<0.05). In addition, compared with the sham group, PBS group showed signif-

icantly increased EB leakage (P<0.001) and increased brain water content (P<0.01). Compared with the PBS group, these changes in the

BoxA group were partially adjusted again (P<0.05). Finally, compared with the sham group, the number of iba1-positive cells in the PBS

group increased (P<0.01) and the expression of pro-inflammatory factors(IL-1茁, IL-6 and TNF-琢) increased (P<0.05). Compared with the
PBS group, the expression of Iba1 positive cells in BoxA group was decreased (P<0.05), and the expression of proinflammatory factors

(IL-1茁, IL-6 and TNF-琢) were all obviously decreased(P<0.05). BoxA suppresses hippocampal neuroinflammatory responses

in the rats with 2VO in the acute phase.
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前言

永久性的双侧颈总动脉结扎 (bilateral common carotid

artery occlusion，2VO) 被广泛用于建立血管性痴呆(Vascular

demntia，VaD)的动物模型[1,2]，该模型根据脑血流量的变化和相

关代谢状态可分为三个连续的阶段：急性期(术后 2-3天)、慢性

阶段(最多 3个月)和恢复阶段[3]。近来有研究表明 2VO大鼠海

马 CA1分区的神经炎症反应造成的二次神经元死亡可能是认

知损害发生发展的关键因素[4-6]，表现为 2VO模型急性期血脑

屏障(blood-brain barrier，BBB)功能障碍和神经胶质细胞的激活

(在 VaD模型中尤以小胶质细胞激活为主)[7,8]。然而目前关于

VaD大鼠模型中神经炎症反应的具体干预措施尚未明晰。高迁

移率族蛋白 1(High mobility group box-1，HMGB1)在 VaD急性

期能够释放到细胞外基质起到促炎作用[9-12]，而抑制该分子能

否在 VaD模型中起到积极作用尚不明确。

本研究拟在建立大鼠 2VO模型的基础上，采用 HMGB1

特异性小分子拮抗剂 BoxA脑室立体定向注射干预 HMGB1

的作用，再用 HMGB1&NeuN免疫荧光双染和 western blot观

察 HMGB1核易位现象，伊文思蓝(EB)染色和脑水含量测量评

价 BBB通透性，Iba1免疫荧光染色观察小胶质细胞活化，定量

逆转录聚合酶链反应 (reverse transcription-polymerase chain re-

action，RT-PCR) 检测炎症细胞因子基因表达水平，旨在评价

HMGB1抑制剂 BoxA对 2VO大鼠海马区域神经炎症的抑制

作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物和分组

60只 4-6周龄雄性 Sprague-Dawley (SD)大鼠均来自第四

军医大学实验动物中心，动物实验方案得到西京医院伦理批准

并符合美国国立卫生研究院的指南。除了 20只假手术组(Sham

组，仅注射无菌磷酸盐(phosphate-buffered saline，PBS，pH值 7.4)，

其他 80只老鼠均进行了永久性的双侧颈总动脉结扎 (2VO)建

立血管性痴呆(VaD)模型，被随机分为 BoxA组(n=20，脑室立

体定向注射溶解于 PBS中的 BoxA)，PBS组(n=20，注射 PBS)。

实验过程中若有死亡则另行补充。之后各实验中，各组大鼠数

目均为 5只。

1.2 方法

1.2.1 血管性痴呆大鼠模型以及 BoxA干预 大鼠麻醉使用

水合氯醛(10%，3ml/kg, i.p.)。在手术中，首先在颈椎区域的腹侧

做一个 1.5 cm的中线切口。分离脂肪组织及双侧神经纤维后，

显露双侧颈总动脉，用丝线固定。Sham组暴露动脉，未结扎。在

整个操作过程中, 温度保持在 37.5℃降低死亡率。总共 10 滋g
BoxA (HMGBiotech、意大利)稀释于 10 滋L PBS溶液中，并使

用 15 滋L脑室汉密尔顿显微注射器进行立体定向注射于大鼠
左侧侧脑室(AP:1.5 mm; ML: 1.0 mm; DV：4.5 mm)。

1.2.2 免疫荧光染色 BoxA组用 10%水合氯醛(3 mL/kg, i.p.)

麻醉后 4%多聚甲醛灌注。取脑组织准备成 2 滋m厚度。2VO术

后 3天进行海马 CA1亚区 HMGB1和 NeuN双染色，及 Iba1阳

性细胞观察。兔抗 Iba1 (1:100, Abcam,美国)，鼠抗 NeuN (1:

100, Millipore,美国)，和兔抗 HMGB1 (1:100, Abcam,美国)添

加后，4℃孵化过夜。然后用荧光二抗体检测(山羊抗兔 488和

山羊抗鼠 594，美国)(表达载体、钙、美国)在室温下 4 h。之后,4

0.0001% ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)染色 (Beyotime、上

海)被用来染色细胞核在黑屋子里 10分钟。HMGB1&NeuN双

染的细胞计数方法：在海马 CA1清楚地看到绿色和红色通道

共染并与 DAPI染色后进行细胞计数，同时观察 10个以上视

野(200× )。肥大体和增厚为活化后的小胶质细胞形态改变。使

用共聚焦激光扫描显微镜(FV1000, JPN)获取图像；使用 image

pro plus 6.0(放大 200× )统计。

1.2.3 血脑屏障(BBB)通透性及脑含水量评估 两组大鼠术后

3 d进行伊文思蓝(Evans Blue，EB)染色和脑水含量分析。将 2

mg/kg EB (Sigma-Aldrich,美国)经尾静脉溶解于 0.9% PBS中，

注入大鼠体内，让其循环 2 h，然后将大鼠灌注生理盐水，将大

鼠的大脑在 1.5 mL甲酰胺中称量均匀，再孵育 48小时。根据

620 nm处的吸光度测定 EB的渗出量。测量脑水含量时，大鼠

大脑解剖后的重量为脑含水量(湿重),然后在 100℃干燥 24小

时称量后为干重。最后的数据提出了的价值 (湿重—干重)/湿

重× 100%。

1.2.4 定量逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR) 采用大鼠脑双侧

海马。然后检测细胞因子的 mRNA水平。用 TRIzol试剂(In-

vitrogen, 美国) 来分离总 RNA。实验过程中使用的引物如下:

IL-1茁 (5'-CCTTGTGCAAGTGTCTGAAG-3' 和 5'-GGGCTTG-

GAAGCAATCCTTA-3'),IL-6(5'-AGAAAAGAGTTGTGCAATG-

GCA-3' 和 5'-GGCAAATTTCCTGGTTATATCC-3') 和 TNF-琢
(5'-CAAGGAGGAGAAGTTCCCA-3' 和 5'-TTGGTGGTTTGC-

TACGACG-3'), GAPDH (5'-TCCTCATGGACTGATTATGGA-

CA-3'和 5'-TAATCCAGCAGGTCAGCAAAGA-3')。逆转录然

后进行使用 1 滋g总 RNA和 iScript选择互补脱氧核糖核酸合

成的装备(法国)总量的 20 滋L制造商的指示后,和产品储存在

-20℃。定量 PCR一步之后, 开始用聚合酶链反应混合物(20

滋L)包含 1 滋L每个引物 2 滋L纯化 cDNA模板。45℃的循环程

序包括 5分钟和 95℃10年代, 紧随其后的是 35周期 PCR在

95℃的 5 s和 60℃ 30年代。将 GAPDH作为内控，对靶基因

的表达水平进行归一化。

1.2.5 Western blot 将大鼠双侧海马在冰上从大脑中仔细解剖，

用 RIPA 裂解缓冲液匀浆消化。浓度评估后，用 10%

SDS-PAGE凝胶分离蛋白，转移到硝化纤维素膜上(Invitrogen，

美国)。5%脱脂牛奶中室温封闭膜 2小时。使用兔抗 HMGB1(1:

1000, Abcam, 美国) 在 4 ℃过夜。而后 HRP-结合的二体(1:

20000)孵化 1 h。利用Western Bright ECL溶液对条带进行可视

化，使用 Gel-Pro Analyzer 6.0软件(美国)进行分析。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 19.0.0对数据进行统计分析。所有的数据都表

示为均数± 标准误(Mean ± SEM)。多个组比较使用单因素方
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图 2 Western blot分析血管性痴呆大鼠急性期海马区域 HMGB1表达

Fig.2 The hippocampal neuronal HMGB1 translocation in the acute phase

in rat model of vascular dementia assessed by western blot. (A)The

relative protein expression of HMGB1 in hippocampal CA1 area among

the three groups; (B) the quantification of western blot. Data are expressed

as mean ± SEM. *P<0.05 vs. sham group; #P<0.05 vs. PBS group

差分析，而后使用 Bonferroni测试组间差别。以 P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 BoxA可抑制血管性痴呆大鼠急性期海马区HMGB1的转位

如图 1和图 2所示，2VO模型第 3天，HMGB1可从受损

细胞中释放，导致脑内 HMGB1水平下降，PBS组的 HMGB1

阳性细胞核(%)及 HMGB1&NeuN阳性细胞 /HMGB1 阳性细

胞(%)均较 Sham组下降(P<0.01)。以上结果表明 HMGB1可以

从神经元中释放。此外，PBS组海马 HMGB1表达较 Sham组

明显下降(P<0.05)。而与 PBS组相比，BoxA治疗可以显著逆转

海马的这些变化(P<0.05)。

图 1 免疫荧光分析血管性痴呆大鼠急性期海马 CA1区神经元中 HMGB1转位

Fig.1 The hippocampal CA1 neuronal HMGB1 translocation in the acute phase in rat model of vascular dementia assessed by immunofluorescence.

(A) The HMGB1 &NeuN immunostaining in the hippocampal CA1 area among the three groups; (B) the HMGB1&NeuN positive cells / HMGB1 positive

cells (%); (C)HMGB1positivenucleus (%).Horizontalbar=50滋m.Thedataareexpressedasmean± SEM.**P<0.01vs. shamgroup; #P<0.05vs.PBSgroup

2.2 BoxA可降低血管性痴呆大鼠急性期血脑屏障通透性

如图 3所示，2VO造模 3 d 后，PBS组 EB 渗漏及脑含水

量较 Sham组增加(P<0.01)，而与 PBS组相比，BoxA组的这些

变化被部分逆转(P<0.05)。

图 3 血管性痴呆大鼠急性期血脑屏障通透性分析

Fig.3 The Blood-brain barrier permeability assessment in rat model of

vascular dementia. (A) The brain water content among the three groups;

(B) Evans blue (EB) leakage among the three groups. Data are expressed

as mean ± SEM. **P<0.01 sham group; #P<0.05 vs. PBS group
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2.3 BoxA可抑制血管性痴呆大鼠急性期海马区域小胶质细胞

活化并降低促炎细胞因子表达

如图 4所示，相比 Sham组，急性期海马区域 PBS组小胶

质细胞活化明显，Iba1阳性细胞增多(P<0.01)：与 PBS组比较，

BoxA组 Iba1阳性细胞数量减少(P<0.05)。另外，术后 3d，相比

PBS组，BoxA组 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢 mRNA表达水平较 PBS

组明显降低(P<0.05)。

图 4 免疫荧光分析血管性痴呆大鼠急性期海马 CA1区小胶质细胞激活情况

Fig.4 The hippocampal CA1 microglial activation in the acute phase in rat model of vascular dementia assessed by immunofluorescence

(A) The Iba1 immunostaining in the hippocampal CA1 area among the three groups; (B) the cell counting of Iba1-positive cells (per mm2) and enlarged

Iba1-positive cells (per mm2). Horizontal bar=50 滋m. The data are expressed as mean ± SEM. **P<0.01, ****P<0.0001 vs. sham group;
#P<0.05, ##P<0.01 vs. PBS group.

图 5 RT-PCR分析血管性痴呆大鼠海马区域炎症因子的基因表达情况

Fig.5 The gene expression of pro-inflammatory cytokines of the hippocampus in the acute phase in rat model of vascular dementia assessed by RT-PCR

(A) The gene expression of IL-1茁; (B) the gene expression of IL-6; (C) the gene expression of TNF-琢. Data are expressed as mean ± SEM.

*P<0.05 vs. sham group; #P<0.05 vs. PBS group.

3 讨论

在急性损伤或者炎性环境之中，神经元胞内的高迁移率族

蛋白 1 (High mobility group box-1，HMGB1)一旦释放到细胞外

后作为一种炎症因子能够介导神经炎症反应，而抑制 HMGB1

信号已被报道在神经退行性疾病中具有神经保护作用[13,14]。既

往研究已证实 HMGB1在神经炎症和氧化应激中的关键作用，

并已使用BoxA试剂治疗神经退行性疾病 [15-17]。但迄今为止，BoxA

对 2VO大鼠的神经炎症抑制作用尚不完全明确。

慢性脑低灌注(chronic cerebral hypoperfusion，CCH)导致持

续的脑血流(cerebral blood flow，CBF)减少和认知障碍，最终导

致如血管性痴呆 (vascular dementia，VaD) 等神经退行性疾病
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[18,19]，主要病理生理改变包括白质病变、海马神经元丢失、神经

炎症、神经胶质激活等等[20]。急性期由于血脑屏障(BBB)的破坏

和胶质细胞的激活，一方面造成外源性免疫原性物质浸润，一

方面释放出炎症因子如 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢[21,22]。有研究表明这

些炎症因子的调控能够改善 2VO大鼠模型的整体行为学[23,24]。

本研究中，在 VaD后，急性期海马区域神经炎症反应明显，能

够在 3d之内出现胶质细胞激活以及血脑屏障破坏等反应，一

定程度上验证了如上发现。

HMGB1是一种已知的损伤相关分子模式(damage-associ-

ated molecular patterns，DAMPs)的非组蛋白 DNA结合蛋白[25,26]，

可通过脑感染时的主动分泌或者脑损伤时的被动释放等模式

易位到细胞外空间后发挥促炎作用[27,28]。虽然 HMGB1可以从

先天免疫细胞中释放，但既往研究表明脑缺血后神经元大量释

放 HMGB1，导致毗邻神经元的二次损伤 [29,30]。此外，重组

HMGB1可单独诱导急性炎症，而 BoxA可抑制炎症反应和氧

化应激，导致炎症条件下的行为学和生化结果改善[28]。而我们

也发现在 VaD模型急性期 HMGB1在神经元中的表达有易位

情况，说明其在海马区域表达降低，可能游离到细胞外间隙或

者脑组织之外，下一步将对血液中 HMGB1的含量进行进一步

测定。

HMGB1的动员模式已在脑缺血、外伤性脑损伤、癫痫和

神经退行性疾病的实验模型中得到证实[31,32]。特别是在缺血条

件下，HMGB1 易位表现出越来越多的时间依赖性激活，脑

HMGB1的表达在术后 1-5 d显著下调[33]。在本研究中，我们发

现海马区 HMGB1在术后 3 d时发生易位。同时，我们也研究

了海马 CA1神经元中 HMGB1的易位。根据细胞死亡的机制，

HMGB1在神经元中的反应是不同的，只有坏死的细胞才能释

放 HMGB1，而不是凋亡的细胞[34]。由于海马中的坏死细胞死亡

在 2VO模型的急性期优于凋亡细胞在海马 CA1神经元中可

以观察到显著的 HMGB1释放，这在我们的研究中得到进一步

证实。这些结果表明在 CCH的急性期，海马中 HMGB1相关机

制被激活，海马 CA1神经元可能是 HMGB1分泌的细胞基础。

综上所述，HMGB1 激活后作为介导神经炎症的重要分

子，在 VaD大鼠模型急性期在海马区域神经元中呈现出核的

动态变化。HMGB1 特异性拮抗剂 BoxA 能够通过抑制

HMGB1核转位对急性期的海马区域胶质细胞激活以及炎症

因子表达水平均有不同程度的抑制作用。
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