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HMGB1 siRNA对 HT-29细胞侵袭转移能力的影响
刘彦华 1 雷 宁 2△ 韩 威 1 曾庆乐 2 刘俊达 2

（1成都医学院医学检验系 四川成都 610083；2成都理工大学材料与化学化工学院化工与制药系 四川成都 610059）

摘要 目的：观察干扰 HMGB1表达对 HT-29细胞侵袭转移能力的影响。方法：HMGB1 siRNA通过脂质体转染 HT-29细胞，
western blot和实时定量 RT-PCR检测 HT-29细胞中 HMGB1蛋白和 mRNA的表达，Transwell小室观察 HT-29的转移侵袭能力。
结果：干扰 HMGB1后 HMGB1蛋白和 mRNA的表达均减少，HT-29的转移侵袭能力下降。结论：HMGB1能促进 HT-29的转移
侵袭能力，干扰其表达可抑制 HT-29的转移侵袭。
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ABSTRACT Objective: To study the effect of HMGB1on invasive ability of HT-29. Methods: HT-29 cells were divide into blank

group, control group and HMGB1 siRNA groups. The effects of HMGB1 siRNA on HT-29 cells invasive ability in vitro was measured
by Boyden chamber invasive models. Contents of HMGB1 protein and mRNA were detected by western blot and realtime RT-PCR
methods, respectively. Result: In HMGB1 siRNA group, contents of HMGB1 protein and mRNA were decreased markedly, the invasive
ability was decreased markedly, too. Conclusion: HMGB1 could increase the invasive ability of HT-29 cell.
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结肠癌是我国常见的恶性肿瘤之一，恶性程度高，易发生

侵袭转移，预后较差。高迁移率族蛋白 B-1（high mobility group
box-B1,HMGB1）是一种非组蛋白 DNA结合蛋白，在正常情况
下位于细胞内，参与多种生物学过程[1]。新近研究报道 HMGB1
与纤维蛋白溶酶催化剂系统、基质金属蛋白酶的活化和促进黏
附细胞迁移有关[2-4]。这些与细胞侵袭、转移有关，本研究拟探讨
HMGB1对 HT-29细胞侵袭转移能力的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞
HT-29细胞株购自中科院上海细胞库。

1.2 试剂
胰蛋白酶 (Gibco公司)，DMEM高糖培养基、胎牛血清

(GIBCO公司)。细胞培养池和Matrigel胶(人工基底膜)为 Bec-
ton Dickison公司产品。逆转录试剂盒、荧光定量 Realtime PCR
试剂盒（TakaRa 公司），LipofentamineTM 2000（invitrogen 公
司），HMGB1一抗购自 santa公司。
1.3 仪器
二氧化碳培养箱（Forma公司），低温离心机（eppendoff公

司），凝胶成像系统（Bio-Rad），LightCycler Ⅱ型实时荧光定量
基因扩增系统（Bio-Rad）。
1.4 方法
1.4.1 实验分组 HT-29细胞在 37℃、5% CO2、饱和湿度的条件
下用含 10%胎牛血清 DMEM高糖培养基培养 24 h，然后换用
不含胎牛血清的 DMEM培养液同步化 24 h后分为三组：空白
组、对照组、HMGB1 siRNA组。
1.4.2 RNA的提取及荧光定量逆转录聚合酶链反应 取 5~10×
105个细胞，加入 1ml Trizol，用加样枪吹打混匀，室温静置
5~10 min，加入 0.2 ml 氯仿，摇匀，室温下静置 15min，4℃
12000g离心 15 min，将上层水相转移至新的离心管中，加入等
体积的异丙醇，摇匀，-20℃静置 2h后，4℃ 10000g离心 10min，
弃上清，75%乙醇清洗 1 次，将 RNA 沉淀晾干，用 20 ul 无
RNA酶去离子水溶解。逆转录按试剂盒说明书进行。荧光定量
聚合酶链反应参见试剂盒说明书：取 1ul cDNA样本作为 PCR
扩增模板，阴性对照扩增模板为去离子水；扩增条件为 95℃预
变性 2 min；随后 95℃ 30s，60℃30s，72℃ 45s，共 40个循环。采
用 "primer premier 5.0"软件设计引物（表 1），引物由上海生工
合成。
1.5.4 siRNA合成及转染 根据 HMGB1序列和 siRNA的设计
原则，针对 HMGB1基因设计合成干扰序列 (Sense strand siR-
NA: UGUUACAGAGCGGAGAGAGUU，Antisense strand siR-
NA: CUCUCUCCGCUCUGUAACAUU）。 对 照 序 列 (Sense
strand siRNA: GAUGAUCUAAUGGC GAGAGGU，Antisense
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**P<0.01 vs control group

strand siRNA: GUCUCACUCGCUCUCUAU ACU）：转染操作
按照试剂盒说明书进行：0.25%胰酶消化细胞，离心收集细胞，
用无抗生素的 DMEM高糖培养基(含 10 %胎牛血清)重悬，计
数。6孔板中每孔接种 2ml细胞(密度为 2×105/ml的)，37℃培
养 24h，使转染时细胞密度达到 70%～80 %。第 2天吸去原培
养基，每孔加入 1.5ml无血清、无抗生素 DMEM高糖培养基培
养基。取 10 μl siRNA，用 240 μl Opti-MEM I稀释，轻轻混合均

匀，取 5 μl LipofentamineTM 2000，用 245 μl/孔 Opti-MEM I
稀释，轻轻混合后室温孵育 5min后与稀释的 siRNA轻轻混
合，室温静置 20min。将 500 μl混合液加入 6孔板中，轻轻摇晃
孔板，使混匀。37℃培养 6h，用荧光显微镜检测荧光。吸去培养
液，加入 2ml新鲜高糖培养基(加 10 %胎牛血清)，37℃继续培
养 18h。对照组转染 siRNA control，空白组同步培养，但不做任
何处理。

表 1 引物
Tab 1 primer

Gene Length（bp） Upstream primer Downstream upstream TM (℃) Serial numobr

HMGB1 171 5' GTGATGTTGCGAAGAAACTGG 3' 5' TTTCAGCCTTGACAACTCCCT 3' 58 NM_002128.4

GAPDH 117 5' CATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG 3' 5' TCAAAGGTGGAGGAGTGGGT 3' 60 NM_002046.3

1.4.5 Boyden小室法检测细胞侵袭力 取生长良好的 HT-29细
胞，将细胞浓度调整为 1×105/ml 的细胞悬液。取细胞悬液
250ul，加入铺好基质凝胶的细胞培养池(即 Boyden 小室的上
室)中，分为三组：①空白组，②对照组，③HMGB1 siRNA组，常
规培养 12h后进行转染。继续培养 18h后把细胞培养池放入
24孔板，24孔板的每孔(即 Boyden小室的下室)中加入细胞培
养液 200 ul，细胞继续培养 12h，使细胞穿透Matrigel胶和 PET
膜，达到 PET膜的下表面。12h后从 Boyden小室中取出细胞培
养池，用棉签轻轻拭去 PET膜上表面残留的细胞和基质凝胶
后，将其下表面浸泡于 70%甲醇，固定 30分钟，未结合型苏木
素染色 10分钟。在高倍镜下计数 PET膜下面侵袭的细胞数，
计数中间和四周 5个视野，取平均值。
1.4.6 蛋白抽提及 western blo (1)蛋白抽提：取 5~10×105个细

胞，吸取 100ul蛋白裂解液，加入蛋白酶抑制剂后加入到细胞
内，4℃旋转 15 分钟。12000rpm 离心 10min，吸上清。（2）
Western blot：蛋白上样后 80v电泳 2h，100v恒压湿转 1h，转膜

结束后脱脂奶粉封闭至少 30分钟，根据抗体的稀释比将相应
的一抗加入牛奶中，用封膜带封好后放入 4℃冰箱过夜。TBST
洗膜，3遍，每次 10min。然后加入二抗，二抗的稀释比一般为 1:
3000，方法和加一抗相同，封好口后放室温 30-40min。TBST洗
膜，3遍，每次 10min。显影液显影，凝胶成像仪获取图像。
1.4.7 统计学方法 所有数据以均数±标准差 (x±s)表示，应用
SPSS 11.0专业统计学软件对数据进行统计学处理，统计学方
法采用 x2检验，当 P<0.05时认为有统计学意义。

2 结果

2.1 HMGB1 siRNA 对 HT-29 细胞 HMGB1 mRNA 和蛋白表
达的影响

本实验采用 realtime RT-PCR法检测了 HMGB1 siRNA对
HT-29细胞 HMGB1 mRNA和蛋白表达的影响。结果如表 2、
图 1 所示：HMGB1 siRNA 能显著降低 HT-29 细胞 HMGB1
mRNA和蛋白的表达。

Figure 1 HMGB1 protein expression 1.blank group 2. control group 3.

siRNA group

表 2 HMGB1 mRNA和蛋白表达 (x±s, n=5)

Tab 2 The expression of HMGB1 mRNA and protein

Group
HMGB1/GAPDH

（mRNA）

HMGB1/GAPDH

(Protein)

Blank group 0.084±0.016 0.96±0.15

Control group 0.079±0.014 0.91±0.16

SiRNA group 0.029±0.005** 0.15±0.024**

2.2 HMGB1 siRNA对 HT-29细胞侵袭转移能力的影响

本实验采用 Boyden 小室法检测了 HMGB1 siRNA 对
HT-29 细胞侵袭转移能力的影响。结果如表 3 所示：干扰
HMGB1后能明显降低 HT-29细胞侵袭力。

** P<0.01 vs control group

表 3 HT-29细胞侵袭力 (x±s, n=5)

Tab 3 The invasiveness of HT-29

Group Number of penetration

Blank group 138.97±22.35

Control group 135.49±22.92

SiRNA group 78.32±13.78**
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3 讨论

近年来，尽管结肠癌的外科治疗技术有了长足进步，但因

结肠壁内有丰富的淋巴组织和血供，容易播散，临床治疗效果

仍相当有限，预后不甚理想，病死率高。HMGB1最初发现时是
一种广泛存在的 DNA结合蛋白，主要参与炎症反应，特别是在
炎症后期[5]，巨噬细胞、单核细胞受内毒素、IL-1和 TNF刺激后
释放 HMGB1，HMGB1可再度激活巨噬细胞[6,7]。近年发现，其
与肿瘤细胞的生长、浸润和转移有密切关系。HMGB1是一种
抗凋亡结合蛋白，其过表达可抑制细胞凋亡，从而导致肿瘤的

发生、生长[8-10]。HMGB1可促进血管内皮细胞的增加并诱导血
管内皮生长因子( VEGF )表达，抑制 HMGB1的表达可抑制新
生血管形成[11-13]。HMGB1和其受体在大多数结直肠癌组织中
共表达，有共表达的 Duke B和 C期患者预后明显比非共表达
的患者差[14]。
有关 HMGB1对人结肠癌细胞（HT-29）侵袭转移能力的影

响尚未见报道，因此，本实验采用 HT-29细胞为研究对象，观察
了干扰 HMGB1表达后对其侵袭转移能力的影响。发现，干扰
HMGB1的表达能显著降低 HT-29细胞的侵袭转移能力，说明
HMGB1在 HT-29细胞的侵袭转移中发挥了重要作用，有关这
方面的机制值得我们进一步深入探讨。
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