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·论著·

高迁移率族蛋白 B1�对人脐静脉内皮细胞增殖

及迁移能力的影响

张晓娟 栾正刚 马晓春

【摘要】 目的 探讨高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）对人脐静脉内皮细胞（HUVEC）增殖和迁移能力的影

响。 方法 通过稳定转染的方法将 pRNA-u6.1/�Neo- 对照和 pRNA-u6.1/�Neo-HMGB1 短发夹 RNA（shRNA）质

粒转至 HUVEC 细胞，构建对照及 HMGB1�shRNA 细胞株，通过蛋白质免疫印迹试验（Western�blotting）和实时荧

光逆转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）进行稳定转染细胞的鉴定，通过四甲基偶氮唑盐（MTT）检测细胞株增殖情

况，流式细胞仪检测细胞株周期的分布，划痕实验检测细胞株迁移能力。 结果 Western�blotting�及 RT-PCR�检

测证明 HMGB1�shRNA 稳定转染的 HUVEC 细胞株构建成功， 培养 72�h 时细胞中 HMGB1 蛋白及 mRNA 表达

较对照细胞明显降低（蛋白：0.436±0.027 比 1.017±0.038，T＝12.180，P＝0.000； mRNA：0.436±0.031 比

1.020±0.051，T＝9.660，P＝0.001）。 MTT 结果显示，HMGB1�shRNA 稳定转染 HUVEC 细胞株 2、3、4、5�d 的增殖

能力比对照细胞株明显下降（2�d：0.210±0.023 比 0.240±0.011，T＝1.050，P＝0.351； 3�d：0.240±0.022 比

0.361±0.030，T＝3.203，P＝0.033； 4�d：0.373±0.031 比 0.531±0.033，T＝3.530，P＝0.022；5�d：0.441±0.031 比

0.602±0.030，T＝4.180，P＝0.106）。 流式细胞仪检测结果显示，HMGB1�shRNA 细胞株在 S 期的比例明显低于

对照细胞株〔（13.10±1.10）%比（21.12±1.20）%，T＝4.950，P＝0.001〕。 划痕实验结果显示，HMGB1�shRNA 细胞

株在细胞刮除后 12�h 划痕愈合的细胞比例较对照细胞株明显降低〔（21.07±3.33）%比（88.53±3.15）%，T＝

14.142，P＝0.000〕。 结论 HMGB1�shRNA 能明显抑制 HUVEC 细胞的增殖和迁移能力。
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【

Abstract

】

Objective To� investigate� the�effect� of�down-regulation�of�high�mobility�group�box-1�（HMGB1）

expression� on� the� proliferation� and� migration� abilities� of� human� umbilical� vein� endothelial� cell� （HUVEC） in� vitro.�

Methods The� method� of� stable� transfection� was� used� to� transfect� the� pRNA-u6.1/Neo-control� and� pRNA-u6.1/�

Neo-HMGB1�short�hairpin�RNA�（shRNA） plasmid�to�HUVEC�cells， and�control�and�HMGB1�shRNA�cell�lines�were�

reproduced， and� the� cells� were� identified� by� Western� blotting� test� and� real-time� fluorescence� reverse�

transcription-polymerase� chain� reaction� （RT-PCR）.� Then� methyl� thiazolyl� tetrazolium� （MTT） was� used� for� the�

determination�of�the�proliferative�ability， flow�cytometry�was�used�for�determining�the�changes�in�cell�cycle�distribution�

ability� of� HUVEC， and� the� migratory� ability� was� detected� by� scratch� test.�Results Western� blotting� and� RT-PCR�

detection�proved�the�production�of�stable�transfection�cell�lines�was�successful， and�the�content�of�HMGB1�protein�and�

mRNA� expression� in� cells� were� significantly� lower� after� cultivation� for� 72� hours� than� those� of� control� cells�（protein：

0.436±0.027�vs.�1.017±0.038， T＝12.180， P＝0.000； mRNA： 0.436±0.031�vs.�1.020±0.051， T＝9.660， P＝

0.001）.�The�results�of�MTT�showed�that�the�proliferation�ability�of�HMGB1�shRNA�cell�lines�was�lower�obviously�2， 3，

4， 5�days�after�transfection�than�that�of�control�cells�（2�days： 0.210±0.023�vs.�0.240±0.011， T＝1.050， P＝0.351；

3�days： 0.240±0.022�vs.�0.361±0.030， T＝3.203， P＝0.033； 4�days： 0.373±0.031�vs.�0.531±0.033， T＝3.530，

P＝0.022； 5�days： 0.441±0.031�vs.�0.602±0.030， T＝4.180， P＝0.106）.�Flow�cytometry� results� showed� that� the�

number�of�HMGB1�shRNA�cells�in�S�phase�was�significantly�lower�than�that�of�the�control�cell�line�〔（13.10±1.10）%�vs.�

（21.12±1.20）%， T＝4.950， P＝0.001〕.�Scratch�test�showed�that�the�healing�ability�of�HMGB1�shRNA�cell�line�was�

lowered�significantly�at�12�hours�as�compared�with�that�of�control�〔（20.17±3.33）%�vs.�（88.53±3.15）%， T＝14.142，

P＝0.000〕.�Conclusion HMGB1�shRNA�can�significantly�inhibit�HUVEC�cell�proliferation�and�migration.�

【
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高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）是真核细胞核内

的非组蛋白染色质结合蛋白， 在维持核小体结构的

稳定和 DNA�重组、复制、修复及基因转录中发挥着

重要作用

［

1-3

］

。 作为新的潜在晚期炎症介质，HMGB1

参与了脓毒症发病过程

［

4-7

］

。 血管内皮细胞在脓毒症
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发病过程中具有重要作用， 它不仅是脓毒症受损的

靶细胞， 而且还通过其多种生物学功能参与靶器官

的损伤

［

8-12

］

。 炎症刺激时，内皮细胞会释放 HMGB1

因子，促进细胞因子和黏附分子的表达，抑制内皮细

胞的表达和释放。HMGB1对控制炎症反应有重要意

义， 抑制内皮细胞 HMGB1 的基因表达可以抑制肿

瘤和平滑肌细胞的侵袭转移

［

13-15

］

，但对内皮细胞本

身的增殖及迁移能力是否有影响目前还不很清楚。

本研究通过体外培养人脐静脉内皮细胞（HUVEC），

观察 HMGB1对其增殖和迁移能力的影响。

1 材料与方法

1.1 菌株、细胞和质粒：HUVEC 细胞株购于南京凯

基生物公司，pRNA-u6.1/�Neo- 对照和 pRNA-u6.1/�

Neo-HMGB1短发夹 RNA（shRNA）质粒由本室保存。

1.2 主要试剂： 高糖 DMEM 培养基和胎牛血清

（FBS） 购于美国 Hyclone 公司， 四甲基偶氮唑盐

（MTT）和碘化丙啶（PI）均为美国 Sigma 公司产品；

其他试剂均为国产分析纯。 HMGB1 抗体购于美国

Abcam 公司， 实时荧光逆转录 - 聚合酶链反应

（RT-PCR） 检测试剂盒购于日本 TAKARA 公司，脂

质体 2000 购于美国 Invitrogen 公司， 引物由上海生

工生物工程有限公司合成。

1.3 细胞培养：HUVEC 培养于高糖 DMEM 培养液

（含 10%FBS、100�kU/L 青霉素、100�mg/L 链霉素），

37�℃、5%CO

2

、 饱和湿度的细胞培养箱中培养。

1.4 质粒转染：取对数生长期的 HUVEC细胞，提取

pRNA-u6.1/�Neo- 对照和 pRNA-u6.1/�Neo-HMGB1�

shRNA 质粒， 按照脂质体 2000 转染试剂盒说明书

进行转染， 用 500�滋g/mL 的遗传霉素 G418 进行筛

选，挑取单克隆细胞株，鉴定后用于实验。

1.5 蛋白质免疫印迹试验（Western�blotting）检测

HMGB1 表达：提取稳定表达细胞株的总蛋白，经过

考马斯亮蓝定量后， 将样品调成相同的浓度， 加入

5×十二烷基硫酸钠（SDS）凝胶加样缓冲液，沸水煮

5�min， 取 20�滋g 蛋白行 SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳

（PAGE），转移至聚偏氟乙烯（PVDF）膜上，5%脱脂

奶粉封闭，加一抗（兔抗人 HMGB1抗体 1∶1�000 稀

释）4�℃孵育过夜，抗三磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）

1∶10�000 稀释，含吐温 20 的磷酸盐缓冲液（PBST）

洗膜，次日辣根过氧化物酶标记的二抗（1∶10�000

稀释）在室温下孵育 1�h，PBST 洗膜，将膜与电化学

发光底物结合，曝光，显影。 通过 Image 图像软件测

量二者的灰度值， 检测结果以 HMGB1 与内参照

GAPDH 的相对表达量表示。

1.6 RT-PCR 检测 HMGB1�mRNA 表达： 将稳定表

达细胞株经传代培养后收集细胞，按 TRIzol 说明书

提取细胞总 RNA，经逆转录得到 cDNA。 用 HMGB1

特异的引物进行扩增检测，正义链 5'-GATATGGCA�

AAAGCGGACAAG-3'，反义链 5'-TGGGCGATACTC�

AGAGCAGAA-3'，扩增产物大小为 150�bp；内参照

GAPDH 引物序列：正义链 5'-GAAGGTGAAGGTCG�

GAGTC-3'， 反义链 5'-GAAGATGGTGATGGGATT�

TC-3'，扩增产物大小为 226�bp。 通过 RT-PCR 系统

软件分析待测物质的表达量， 检测结果以 HMGB1

与内参照 GAPDH的相对表达量表示。

1.7 MTT 检测细胞增殖能力： 取 pRNA-u6.1/Neo-

对照转染细胞、pRNA-u6.1/�Neo-HMGB1�shRNA 转

染细胞及正常 HUVEC 细胞，以 5�000 个 / 孔接种

于 96 孔板中， 所用培养液为含有 200�滋mol/L�H

2

O

2

的 DMEM�+�10％FBS，每种细胞 8 孔，于 1、2、3�d 时

加入终浓度 5�mg/mL 的 MTT，37�℃孵育 4�h，弃去上

清，加入二甲基亚砜 150�滋L，置摇床上低速振荡

10�min， 分光光度计于波长 570�nm 处读取吸光度

（A）值，共重复 3 次。

1.8 流式细胞仪检测细胞周期变化：取对数生长期

的稳定转染细胞，接种于 25�mL细胞培养瓶中，调整

细胞数量一致，在 37�℃、饱和湿度、5％CO

2

、95％空

气的培养箱预培养 12�h，待细胞贴壁后，用血清饥饿

法使细胞同步化，再换成含有 10%FBS 的培养液，培

养箱中培养 24�h。 0.25％的胰酶消化，500×g 离心

10�min，磷酸盐缓冲液（PBS）洗 2 次，加入 -20�℃

预冷的冰乙醇固定过夜。 离心，弃掉冰乙醇，收集

细胞，PBS 洗 2 遍，0.2�mL�PBS 重悬细胞，加入 PI 染

液 0.6�mL，避光染色 30�min，上机检测。

1.9 划痕实验检测细胞迁移能力：在 6�孔细胞培养

板中将细胞收集并计数后以 4×10

5

个 /�孔接种。 待

细胞贴壁率大于 90%�后，用消毒的细胞刮子沿纵轴

划线将细胞刮干净，用 PBS�反复清洗 2 次，注意不

要有漂浮细胞残留，继续培养 12�h�后于倒置显微镜

下观察并记录细胞迁移情况。

1.10 统计学处理： 所有检测数据以均数±标准差

（x±s）表示，用 SPSS�13.0 统计软件进行处理，采用

t 检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 稳定转染细胞株的鉴定： 按照脂质体 2000

试剂盒说明书步骤分别将 pRNA-u6.1/�Neo- 对照质

粒、 pRNA-u6.1/�Neo-HMGB1� shRNA 质粒转染至

HUVEC 细胞，经 14～18�d 的 G418 筛选，获得具有
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药物抗性的阳性单克隆细胞， 经过 Western�blotting

（图 1A）和 RT-PCR（图 1B）鉴定，pRNA-u6.1/�Neo-

对照稳定转染细胞株即为 NS， 培养 24、48、72�h 的

pRNA-u6.1/Neo-HMGB1�shRNA 转染细胞分别标记

为 H1、H2、H3。 结果显示，H3 细胞株中 HMGB1 蛋

白及 mRNA 表达均较对照细胞受到了明显的抑制

（蛋白：0.436±0.027 比 1.017±0.038，T＝12.180，

P＝0.000； mRNA：0.436±0.031 比 1.020±0.051，

T＝9.660，P＝0.001）。

2.2 HMGB1 对转染 HUVEC 细胞周期变化的影响

（图 2）：HMGB1�shRNA 稳定转染的 HUVEC 细胞株

处于 S 期的比例为（13.10±1.10）%，对照细胞株为

（21.12±1.20）%，说明干扰 HUVEC 中的 HMGB1 能

明显抑制细胞的增殖（T＝4.950，P＝0.001）。

2.3 HMGB1对 HUVEC 增殖能力的影响（图 3）：

HMGB1�shRNA 稳定转染 HUVEC 细胞株 2、3、4、5�d

的增殖能力较对照细胞株明显下降（2�d： 0.210±

0.023 比 0.240±0.011， T＝1.050， P＝0.351； 3� d：

0.240±0.022 比 0.361±0.030，T＝3.203，P＝0.033；

4� d：0.373±0.031 比 0.531±0.033，T＝3.530，P＝

0.022； 5�d：0.441±0.031比 0.602±0.030，T＝4.180，

P＝0.106）， 对照细胞株的增殖能力与正常 HUVEC

细胞株相比没有明显区别， 说明 HMGB1 能促进

HUVEC细胞增殖。

注：HUVEC为人脐静脉内皮细胞，HMGB1为高迁移率族蛋白 B1，

shRNA为短发夹 RNA；与 HUVEC对照细胞比较，

a

P＜0.05

图 3 四甲基偶氮唑盐（MTT）检测稳定转染细胞株的增殖能力

2.4 HMGB1 对 HUVEC 迁移能力的影响（图 4）：在

细胞刮除后 4�h，未刮除部位细胞可迁移进入刮除的

区域，12�h�后更加明显。 结果显示，HMGB1�shRNA

稳定转染的 HUVEC细胞株在细胞刮除后 12�h发生

定向迁移的细胞比例较对照细胞株明显降低

〔（21.07±3.33）%比（88.53±3.15）%，T＝14.142，P＝

0.000〕，说明 HMGB1能抑制 HUVEC细胞的迁移。

3 讨 论

HMGB1 作为一种核内蛋白

［

16-17

］

，在损伤、感染

或其他炎症刺激时，可由炎性细胞主动分泌，或由坏

死细胞被动释放至胞外，发挥细胞因子样作用

［

18-20

］

。

在脑缺血、失血性休克、胰腺炎、无菌性肝坏死，以及

其他可引起炎症或组织损伤的免疫应答中均有

HMGB1 的参与

［

21-23

］

；在脓毒症中，HMGB1 作为晚期

注：HMGB1为高迁移率族蛋白 B1，HUVEC为人脐静脉内皮细胞，

NS为 pRNA-u6.1/Neo-对照稳定转染细胞，H1、H2、H3为培养

24、48、72�h的 pRNA-u6.1/Neo-HMGB1短发夹 RNA（shRNA）转染

细胞，GAPDH为三磷酸甘油醛脱氢酶；与对照株比较，

a

P＜0.01

图 1 蛋白质免疫印迹试验（A）及实时荧光逆转录 -聚合酶链

反应（B）检测不同克隆细胞株 HMGB1的蛋白及 mRNA表达

图 4 划痕实验检测不同细胞株的迁移能力

注：A为正常人脐静脉内皮细胞（HUVEC），B为高迁移率族蛋白 B1

（HMGB1）短发夹 RNA（shRNA）稳定转染的 HUVEC细胞株

图 2 流式细胞仪检测稳定转染细胞株的增殖能力
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炎症因子参与了脓毒症的发生发展过程。

HMGB1作为重要的晚期炎症介质，可影响内皮

细胞通透性，加速血管破坏，促进器官功能障碍的发

生。 但也有研究表明 HMGB1 还具有促进组织修复

和重建的功能

［

24

］

。 HMGB1 在表现出促炎作用的同

时，还可通过募集细胞进行修复重建，表现出一定的

抑制炎症扩散作用， 其中最重要的机制是 HMGB1

促进干细胞向炎症区域迁移， 从而促进组织修复和

重建。 此外，HMGB1 还能加速平滑肌细胞的增殖和

迁移。 在对骨骼肌细胞的研究中发现，HMGB1 可以

促进肌生成和血管化

［

24

］

。在受损心肌中，直接注射外

源性 HMGB1 可以使心肌细胞向损伤部位迁移，促

进组织重建

［

25

］

。 本研究结果证实，抑制 HMGB1的表

达能明显抑制 HUVEC细胞的增殖和迁移。

动物实验与临床研究证明， 脓毒症导致多器官

功能障碍综合征（MODS）的发生与血管内皮细胞损

伤或激活的关系尤为密切

［

26

］

，保护血管内皮细胞或

抑制内皮细胞激活可能为将来脓毒症的治疗提供新

的方法

［

27-30

］

。 本研究发现，抑制 HUVEC 中 HMGB1

的表达， 能明显改变细胞周期的分布及细胞增殖能

力； 细胞划痕实验结果提示， 抑制 HUVEC 中的

HMGB1基因，能明显抑制其迁移能力，因此，在脓毒

症发生发展过程中， 在炎症发生和抗炎及组织修复

过程中，HMGB1 可能为临床治疗脓毒症及 MODS

提供了新的靶点，具有重要意义。
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