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HSF-1 抑制 HMGB1 所致炎症反应的作用及机制
尹朝奇，罗成群，周建大，贺全勇，朱颉，李萍，陈铁夫，彭浩，徐阳成，陈佳

（中南大学湘雅三医院 烧伤整形科，湖南 长沙 410013）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨热休克转录因子 1（HSF-1）抑制高迁移率族蛋白 1（HMGB1）引起炎症反应的作用及机制。

方法：RAW264.7 细胞分别转染含 HSF-1 的质粒（HSF-1 过表达组）和空白质粒（阴性对照组）后，

以无处理的 RAW264.7 细胞作为空白对照组，用 Western blot 法检测各组细胞 HSF-1 蛋白的表达；

将 以 上 3 组 细 胞 分 别 用 HMGB1（1 μg/mL） 刺 激 后， 用 ELISA 法 测 定 TNF-α 水 平、Western blot

法检测丝裂原活化蛋白激酶家族（MAPK）通路和 NF-κB 通路相关蛋白的表达、非放射性凝胶阻滞

（EMSA）检测 NF-κB 与 DNA 结合活性。

结果：Western blot 结果显示，HSF-1 过表达组 HSF-1 蛋白表达量较阴性对照组与空白对照组明显

升 高（ 均 P<0.05）， 而 后 两 组 间 HSF-1 蛋 白 表 达 量 无 统 计 学 差 异（P>0.05）；HMGB1 作 用 4 h，

HSF-1 过表达组 TNF-α 水平较阴性对照组与空白对照组明显降低（均 P<0.05），而后两组间无统

计 学 差 异（P>0.05）；HMGB1 作 用 不 同 时 间 后， 各 组 细 胞 MAPK 通 路 相 关 蛋 白 p-ERK、p-JNK、

p-p38 以 及 NF-κB 通 路 相 关 蛋 白 p-IKα-B 的 表 达 均 无 统 计 学 差 异（ 均 P>0.05）；EMSA 结 果 显

示，HMGB1 作 用 1 h 后，HSF-1 过 表 达 组 NF-κB 灰 度 值 明 显 低 于 阴 性 对 照 组 与 空 白 对 照 组（ 均

P<0.05），而后两组间无统计学差异（P>0.05）。

结论：HSF-1 过表达可以减少 HMGB1 引起的 TNF-α 表达，其分子机制与 MAPK 通路的活化无关，

但与 NF-κB 和 DNA 的结合能力有关。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(9):1207-1212]
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ABSTRACT Objective: To investigate the inhibitory effect of heat shock transcription factor 1 (HSF-1) on the inflammatory 
response induced by high-mobility group box-1 protein (HMGB1) and the mechanism.

Methods: RAW264.7 cells were transfected with plasmid bearing HSF-1 gene (HSF-1 overexpression group) 
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高 迁 移 率 族 蛋 白 1（HMGB1） 是 一 类 存 在 于

细 胞 核 中 的 非 组 蛋 白， 可 主 动 分 泌 或 者 被 动 释 放

出胞。胞外 HMGB1 是重要的晚期炎症因子，可以

通过活化丝裂原活化蛋白激酶家族（MAPK）通路

和 NF-κB 通路来激活转录因子，启动炎症因子的

基 因 表 达 [1-5]。 但 是，HMGB1 在 炎 症 反 应 中 所 扮

演的角色似乎并不单纯，比如 HMGB1 具有促进组

织重建的作用 [6]，HMGB1 预处理可以引起内毒素

耐受，即在一定程度上减少脂多糖（LPS）引起的

炎症因子的分泌等等 [7-8]。笔者前期研究 [9-10] 发现，

HMGB1 在 引 起 TNF-α 等 炎 症 因 子 表 达 的 同 时，

也可以激活热休克转录因子 1（HSF-1），后者被

证 实 可 以 抑 制 炎 症 因 子 的 表 达， 但 有 关 分 子 机 制

尚不明确。热休克反应（HSR）是机体重要的内源

性 保 护 机 制，HSF-1 是 启 动 热 休 克 反 应 的 关 键 因

子， 有 研 究 [11] 报 道 HSF-1 可 以 直 接 抑 制 TNF-α

等炎症因子基因的表达，还有研究 [12-14] 称 HSR 可

以通过影响 MAPK 通路和 NF-κB 通路来抑制 LPS

所 引 起 的 炎 症 因 子 的 表 达。 本 实 验 旨 在 应 用 过 表

达 HSF-1 基 因 的 RAW264.7 细 胞 观 察 HSF-1 在

HMGB1 引起的炎症反应中的作用，并探讨其可能

的分子机制。

1　材料与方法

1.1  细胞培养及 HSF-1 基因转染

鼠 单 核 / 巨 噬 细 胞 RAW264.7 购 自 中 南 大 学

湘 雅 医 院 细 胞 中 心， 常 规 复 苏 细 胞 接 种 于 含 10%

胎牛血清（Sigma）的 DEME 高糖培养基（Sigma）中，

置于含 5% CO2，37 ℃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。空白质

粒及转染试剂盒购于 Invitrogen 公司，按早期试验

制备 PcDNA3.1（-）/HSF1 质粒。根据 Invitrogen

公司提供的转染操作说明书进行转染：细胞用无血

清培养基洗涤 3 遍后加入含有脂质体和 PcDNA3.1

（-）/HSF-1 或阴性对照组的培养基中培养 4~6 h，

再加入含有血清的培养基培养 24 h。待细胞阳性

克隆生长至一定数目后扩增培养，West blot 检测

HSF-1（Abcam）的表达（图 1）。

or empty plasmid (negative control group) respectively, using the untreated RAW264.7 cells as blank control 

group, and then the HSF-1 protein expression in each group of cells was determined by Western blot analysis. The 

above three groups of cells were stimulated with HMGB1 (1 μg/mL), and then in each groups of cells, the TNF-α 

levels were measured by ELISA assay, the proteins associated with mitogen-activated protein kinases (MAPK) 

and NF-κB pathways were detected by Western blot analysis, and NF-κB DNA binding activity was analyzed by 

electrophoretic mobility shift assay (EMSA), respectively.

Results: Western blot analysis showed that the expression level of HSF-1 protein in HSF-1 overexpression group 

was significantly increased compared with negative control group or blank control group (both P<0.05), which 

had no significant difference between the two latter groups (P>0.05); after exposure to HMGB1 for 4 h, the 

TNF-α level in HSF-1 overexpression group was significantly decreased compared with negative control group 

or blank control group (both P<0.05), which had no significant difference between the two latter groups 

(P>0.05); after exposure to HMGB1 for different time periods, the expressions of MAPK pathway related 

proteins that included p-ERK, p-JNK and p-p38 as well as NF-κB pathway related protein p-IKα-B all 

showed no significant difference among the groups of cells (all P>0.05); results of EMSA showed that the 

expression of the gray-scale for NF-κB in HSF-1 overexpression group was significantly lower than that in 

negative control group or blank control group (both P<0.05), which had no significant difference between 

the two latter groups (P>0.05).

Conclusion: HSF-1 overexpression can inhibit the TNF-α expression induced by HMGB1, and the mechanism 

may be associated with the NF-κB DNA binding activity but irrelevant to the MAPK signaling pathway.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(9):1207-1212]
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1.2  ELISA 检测培基 TNF-α 含量

实 验 分 为 空 白 对 照 组（ 无 处 理）、 阴 性 对 照

组（转染 PcDNA3.1 空白质粒）、HSF-1 过表达组（转

染 PcDNA3.1（-）/HSF-1 质粒），分别同时加入

1 μg/mL HMGB1，4 h 后收集细胞上清，按试剂盒

（Bio Legend）说明书检测检测 TNF 含量。

1.3  Western blot 检测 MAPK，IKα-B 的表达 

阴性对照组、HSF-1 过表达组，加入 1 μg/mL 

HMGB1 后相应时间点停止反应，用细胞刮刮下细

胞，提取蛋白质。BAC 蛋白定量试剂盒（Wellbio）

测 定 蛋 白 总 浓 度， 每 个 样 本 取 50 μL 总 蛋 白 上

样， 电 泳 后（ 浓 缩 胶 80 V， 分 离 胶 120 V） 电

转 移 至 PVDF 膜（90 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 p-p38、

p-ERK、p-JNK、p-IKα-B（Abcam） 或 β-action

（Proteintech）4 ℃孵育过夜，TBS-T 清洗 3 次后

加 入 HRP 标 记 的 山 羊 抗 兔 二 抗（Proteintech） 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。

1.4  EMSA 检测 NF-κB 与 DNA 结合情况

分 组 如 上 述， 于 加 入 1 μg/mL HMGB1 1 h

后 停 止 反 应， 刮 下 细 胞 提 取 核 蛋 白。 标 记 并 提 纯

NF-κB 探 针（5'-AGT TGA GGG GAC TTT CCC 

AGG C-3'），按试剂盒说明书进行操作（Pierce），

分别进行样品反应，阴性对照反应，竞争性反应（标

记和非标记），350 V 电泳约 60 min，4 ℃转膜约

30 min。于紫外灯下交联约 1 h，化学显色曝光后

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

SPSS 17.0 软件进行 t 检验或单因素方差分析。

2　结　果

2.1  转染效果检测

HSF-1 过 表 达 组、阴 性 对 照 组、空 白 对 照 组

细 胞 中 HSF-1/β-actin 值 分 别 为 0.623±0.023、

0.324±0.025、0.342±0.030，HSF-1 过 表 达

组 HSF-1 的 表 达 水 平 明 显 高 于 其 余 两 组（ 均

P<0.05），而 HSF-1 在 阴 性 对 照 组 与 空 白 对 照 组

间的差异无统计学意义（P>0.05）（图 1）。

图 1　Western blot 检测转染效果
Figure 1　Transfection efficiency determined by Western blot 

analysis 

空白对照组

HSF-1

β-actin

阴性对照组HSF-1 过表达组

2.2  HSF-1 过表达对 TNF-α 表达的影响

1 μg/mL HMGB 作 用 4 h 后， 空 白 对 照 组、

转 染 空 质 粒 组、HSF-1 过 表 达 组 培 养 基中 TNF-α

的 含 量 分 别 为（13 456.2±345.3）pg/mL、 

（13 765.3±402.4）pg/mL、（9 345.2±359.3）pg/mL， 

其 中， 空 白 对 照 组 和 转 染 空 白 质 粒 组 TNF-α 含

量 差 异 无 统 计 学 意 义（P>0.05），HSF-1 过 表 达

组 TNF-α 含量较其他两组明显降低（均 P<0.05） 

（图 2）。
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图 2　各组细胞 TNF-α 的表达
Figure 2　TNF-α expression levels in each group of cells 

2.3  HSF-1 过表达对 MAPK 通路的影响

1 μg/mL HMGB 作 用 15 min 后， 空 白 对 照

组、 阴 性 对 照 组、HSF-1 过 表 达 组 的 p-ERK/

β-actin 值 分 别 为 0.432±0.043、0.402±0.045、

0.419±0.039（P>0.05，F<1）；p-JNK/β-actin 值

分别为 0.521±0.034、0.498±0.042、0.532±0.039

（P>0.05，F<1）；p-p38/β-actin 值 分 别 为

0 . 4 6 7 ± 0 . 0 3 3 、 0 . 4 7 5 ± 0 . 3 1 、 0 . 4 5 9 ± 0 . 0 4 3

（P>0.05，F<1）。 作 用 30 min 后， 各 组 p-ERK/

β-actin 值 分 别 为 0.889±0.034、0.902±0.049、

0.919±0.029（P>0.05，F<1）；p-JNK/β-actin 值

分别为 0.827±0.029、0.899±0.032、0.932±0.040

（P>0.05，F<1）；p-p38/β-actin 值 分 别 为

0 . 8 6 7 ± 0 . 0 1 3 、 0 . 8 7 5 ± 0 . 2 9 、 0 . 9 0 9 ± 0 . 0 2 3
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（P>0.05，F<1）。 作 用 60 min 后， 各 组 p-ERK/

β-actin 值 分 别 为 0.621±0.034、0.701±0.039、

0.712±0.037（P>0.05，F<1）；p-JNK/β-actin 值

分别为 0.624±0.023、0.599±0.012、0.632±0.023

（P>0.05，F<1）；p-p38/β-actin 值 分 别 为

0.567±0.033、0.575±0.29、0.609±0.031（P>0.05，

F<1）（图 3）。
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阴性对照组HSF-1 过表达组

图 3　各组细胞 MAPK 通路相关蛋白的表达
Figure 3　Expressions of the proteins associated with MAPK 

pathway in each group of cells

2.4  HSF-1 过表达对 NF-κB 通路的影响

1 μg/mL HMGB 作用 5 min 后，空白对照组、

阴性对照组、HSF-1 过表达组 p-IKα-B/β-actin 值

分别为 0.339±0.023、0.382±0.025、0.359±0.029

（P>0.05，F<1）；作用 10 min 后，各组 p-IKα-B/

β-actin 值 分 别 为 0.429±0.036、0.452±0.029、

0.459±0.035（P>0.05，F<1）； 作 用 20 min 后，

各 组 p-IKα-B/β-actin 值 分 别 为 0.668±0.032、

0.679±0.036、0.689±0.035（P>0.05，F<1）（图 4）。

p-IKα-B

β-actin
空白对照组

阴性对照组

HSF-1 过表达组

5 min           10 min         20 min

p-IKα-B

β-actin

p-IKα-B

β-actin

图 4　各组细胞 p-IKα-B 的表达
Figure 4　The p-IKα-B expression in each group of cells

EMSA 结 果 显 示，1 μg/mL HMGB 作 用 1 h

后， 空 白 对 照 组、 阴 性 对 照 组、HSF-1 过 表 达 组

NF-κB 灰 度 值 分 别 为 88.3±10.2、83.7±9.8、

32.3±8.2，HSF-1 过表达组 NF-κB 灰度值明显低

于 其 余 两 组（ 均 P<0.05），而 后 两 组 间 差 异 无 统

计学意义（P>0.05）（图 5）。

空白对照组 阴性对照组 HSF-1 过表达组

NF-κB

图 5　各组细胞 NF-κB 与 DNA 结合活性检测
Figure 5　Detection of the NF-κB DNA binding activity in each 

group of cells

3　讨　论

本实验表明，HSF-1 过表达可以减少 HMGB1

引 起 的 TNF-α 表 达， 其 分 子 机 制 与 MAPK 及

IKα-B 的 磷 酸 化 无 关， 但 与 NF-κB 和 DNA 的 结

合能力有关。本实验探讨了 HSF-1 在 HMGB1 引起

的炎症反应中的作用，并首次提出了其可能的机制。

笔者在前期研究 [9-10] 中发现，HMGB1 作用于

RAW264.7 细 胞 后 可 以 引 起 HSF-1 表 达 的 上 调，

HSF-1 在 生 理 状 态 下 以 无 活 性 的 单 体 形 式 存 在 胞
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浆 中， 在 应 激 状 态 移 至 胞 核， 结 合 至 热 休 克 蛋 白

（HSP）基因的热休克元件（heatshock element，

HSE） 而 启 动 各 种 HSP 基 因 的 表 达， 后 者 是 重 要

分 子 伴 侣， 能 纠 正 蛋 白 质 的 错 误 空 间 构 型。 有 实 

验 [13, 15] 表明，应用 LPS 刺激剔除 HSF-1 基因的小

鼠后，会诱导其产生更大量的 TNF-α，其分子机

制可能与信号通路的传导有关，可能与基因的转录

和表达有关，还可能与 HSP 的影响有关。本实验

中 观 察 到， 应 用 HMGB1 刺 激 过 表 达 HSF-1 的 细

胞后，能减少 TNF-α 的表达。

在 免 疫 细 胞 的 活 化 过 程 中， 胞 内 信 号 的 传 导

可以被视为“传入通道”，传导过程中各种不同的

激酶可被视为该通道中的层层“关卡”，而“关卡”

的开关则与激酶的磷酸化与去磷酸化密切相关。胞

外 HMGB1 可 以 通 过 TLR（toll-like receptor） 家

族 或 者 RAGE 受 体 激 活 胞 内 信 号 通 路 [16-18]。TLR

被结合后能激活如下转录因子：⑴ 激活 IKB 激酶

复合体使其降解，激活转录因子 NF-κB，促其发

生核转移。⑵ 激活 MAPK 通路，通过一系列的胞

内 瀑 布 级 联 磷 酸 化 反 应， 最 后 在 转 录 水 平 激 活 转

录因子 CREB 和 AP-1[19]。这两条通路在炎症因子

的基因表达中协同作用，促进基因的表达。MAPK

本身是一系列丝氨酸 / 苏氨酸激酶，可以磷酸化其

它细胞质蛋白，并从胞浆移位至细胞核而调节转录

因 子 的 活 性。MAPK 有 3 个 亚 家 族：p38、JNK、

ERK。有研究 [20] 表明热休克反应可以增加 MKP-1

（ 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 磷 酯 酶） 的 表 达 和 活 性，

缩短 MAPK 的活化时间从而影响转录因子的活化。

为 了 探 讨 HSF1 影 响 TNF 表 达 的 可 能 机 制， 本 实

验首先检测了 p-p38，p-ERK 以及 p-JNK 的表达，

结果表明 HSF-1 即没有干扰 MAPK 通路的活化也

没 有 缩 短 MAPK 活 化 的 时 间。 这 与 Hector 的 研 

究 [21] 结果相符，在该项研究中 Hector 指出，虽然

在 MKP-1 的 基 因 中 存 在 HSE， 但 是 MPK-1 的 表

达并不依赖于 HSF-1 的存在。

NF-κB 是重要的转录因子，在很多研究中被

证实参与 TNF-α 等炎症因子的表达。生理状态下，

NF-κB 与其抑制蛋白（IκB）相结合存在于胞浆

中， 细 胞 受 到 刺 激 后 IκB 磷 酸 化 并 与 NF-κB 解

离，后者转移入细胞核，启动相应基因的表达 [22]。

为 了 检 测 HSF-1 对 NF-κB/IκB 通 路 的 影 响， 本

实验首先检测了 IKα-B 的活性，结果表明 HSF-1

过表达对 IKα-B 的磷酸化无明显影响，即 HSF-1

过 表 达 不 影 响 NF-κB 转 移 入 细 胞 核。 但 在 应 用

EMSA 检 测 NF-κB 与 DNA 的 结 合 能 力 的 实 验 中

表 明， 过 表 达 HSF-1 降 低 了 NF-κB 与 DNA 的 结

合能力，说明 HSF-1 对 NF-κB 的影响是在细胞核

内发生的，可能由于 HSF-1 与 TNF-α 基因的启动

子结合后，从转录水平抑制了 TNF-α 的表达。也

有 可 能 是 HSF-1 引 起 的 HSP 表 达 影 响 了 NF-κB

与 DNA 的结合能力。

综 上 所 述， 本 实 验 表 明，HSF-1 过 表 达 可 以

通 过 直 接 影 响 NF-κB 与 DNA 的 结 合 能 力， 而 不

是胞内信号通路来影响 HMGB1 引起的炎症反应。

本 实 验 首 次 探 讨 了 HSF-1 对 HMGB1 作 用 的 分 子

机 制， 但 是 相 关 研 究 仍 有 待 完 善， 比 如 HSF-1 是

否影响 TNF-α 的 mRNA 的稳定性？后续研究值得

期待。
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