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HMGB1在胃癌组织及细胞系中表达的研究 *
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摘要 目的：近年来的研究表明，高迁移率族蛋白（1HMGB1）在肿瘤的发生及恶性演变过程中发挥重要作用，本研究旨在探讨
HMGB1在胃癌组织、正常组织、胃癌细胞系 SGC-7901、BGC-823、HGC-27、AGS及正常胃黏膜细胞系 GES中表达情况。方法：免

疫组织化学法检测 HMGB1在 32例可手术切除的胃癌患者组织标本（包括癌组织和正常组织）的表达情况；RT-PCR及 Westren

Blot检测 HMGB1在胃癌细胞系 SGC-7901、BGC-823、HGC-27、AGS及正常胃粘膜细胞系 GES的 mRNA及蛋白质表达。结果：

胃癌组织 HMGB1免疫组织化学染色评分高于正常组织（P<0.05）；RT-PCR结果显示 SGC-7901、BGC-823、HGC-27、AGS、GES

细胞系 HMGB1 mRNA表达丰度均较高；Westren Blot检测发现胃癌细胞系 SGC-7901、BGC-823、HGC-27中 HMGB1蛋白水平

显著高于胃癌细胞系 AGS及正常胃粘膜细胞系 GES。结论：HMGB1在胃癌组织及正常组织中的表达具有显著性差异。胃癌细胞

系 SGC-7901、BGC-823、HGC-27相对于其它胃细胞系存在 HMGB1高表达，适合后续基因敲除分析工作。
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Expression of HMGB1 in Gastric Cancer Tissues
and Gastric Cancer Cell Lines*

Recent studies suggest that HMGB1 plays an important role in tumorigenesis and carcinoma malignant

transformation. This study aims to examine the expression of HMGB1 in gastric cancer tissues and normal tissues, gastric cancer cell
lines (SGC-7901, BGC-823, HGC-27, AGS) and human gastric mucosa epithelium cell line（GES）. Immunohistochemistry

staining was used to assess HMGB1 expression in 32 cancerous tissues and normal tissues from the resected gastric samples. RT-PCR

and Western-blot were performed to determine HMGB1 mRNA level and protein level in gastric cancer cells, including SGC-7901,

BGC-823, HGC-27, AGS and GES. The overexpression of HMGB1 was found in cancerous tissues compared with normal

tissues (P<0.05). Furthermore, we found that the mRNA level of HMGB1 was all high in SGC-7901, BGC-823, HGC-27, GES and AGS

measured by RT-PCR. In addition, we also found that the protein level of HMGB1 was higher in SGC-7901, BGC-823, HGC-27 than

GES and AGS measured by Western blot. The expression of HMGB1 is significantly different between gastric cancerous

tissues and normal tissues. The expression of HMGB1 are higher in SGC-7901, BGC-823 and HGC-27 than the other gastric cell lines,

thus these cell lines are suitable for HMGB1 gene knock down analysis in the subsequent work.
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前言

胃癌在三种最常见的胃恶性病变（胃癌、非霍奇金淋巴瘤、

胃恶性间质瘤）中占 95%，同时也是世界最常见的恶性肿瘤之

一[1]。虽然在过去的 10年中在全球胃癌的发病率有所下降，且

肿瘤治疗在过去的几年发生了巨大的变化，但是胃癌仍然是第

四大恶性肿瘤，致死率在恶性肿瘤中高居第二位[2，3]。

HMGB1是一种非组蛋白，属于高迁移率族蛋白家族，作

为重要的炎症因子，HMGB1可能通过 "炎症链 "影响肿瘤的

发生及演变[4，5]。研究证实 HMGB1可以通过晚期糖基化终产物

受体（RAGE）[6]和 Toll样受体家族（TLRs）[7]等受体结合，参与

调控肿瘤的发生及生物学行为。现阶段以 HMGB1为靶点，通

过抑制其表达、分泌、释放、合成及信号传导过程治疗肿瘤已被

建议为新的的肿瘤靶向治疗方式。但是 HMGB1在胃癌中的研

究仍不充分。我们的研究以胃肿瘤及正常组织、胃 5种工具细

胞为研究对象，检测 HMGB1基因表达。将患者胃癌组织及正

常组织中 HMGB1的表达进行对比。细胞系 HMGB1水平检测

是为筛选出过表达胃癌细胞系，为下一步 RNAi干扰及靶向治
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图 1组织 HMGB1免疫组织化学染色（× 200）

Fig.1 Immunohistochemistry staining of HMGB1 in tissue（× 200）

Note：A. Normal tissues; B. Cancerous tissues.

疗胃癌打下基础。

1 材料和方法

1.1 病人信息及组织标本
收集 32例唐都医院 2014年 10月至 2014年 12月胃癌手

术患者资料及术中样本。经唐都医院伦理委员会同意，患者均

签署知情同意书。手术后病理诊断 32例均为胃癌，其中男 20

例，女 12例，年龄 32-77岁，平均年龄 59岁。按国际抗癌联盟
(UICC )及美国癌症联合会 (AJCC)胃癌分期标准（第 7版）：Ⅰ

a-Ⅱ a期 10例，Ⅱ b-Ⅲ a13例，Ⅲ b-Ⅳ期 9例。伴有局部淋巴结

转移者 24例，远处转移者 3例，均排除身体其它部位的原发性

肿瘤。肿瘤组织及正常组织均在手术时收集，立即于 10%甲醛

固定并在 24小时内行石蜡包埋。
1.2 材料

胃癌细胞系 SGC-7901、BGC-823、HGC-27、AGS，正常胃

粘膜细胞系 GES 购自上海吉凯基因；细胞培养用胎牛血清
FBS、RIMP1640购自 GIBCO公司；Primer(R&F)由上海吉凯基

因合成；SYBR Master Mixture购自 TAKARA公司；HMGB1多

克隆抗体购自 abcom公司。
1.3 细胞培养

细胞系 SGC-7901、BGC-823、HGC-27、AGS、GES，以 RIM
P1640培养基加入 10%的胎牛血清在 37℃细胞培养箱中进行

培养。

1.4 免疫组织化学法

常规石蜡切片（4 滋m），HE染色，免疫组织化学染色：防脱

蜡处理后捞片，60℃烤片 30 min，二甲苯及梯度酒精脱蜡至水，

切片放入 3 % H2O2灭活内源性过氧化物酶后，切片至于 0.01
mol/L枸椽酸缓冲液（pH 6.0）中水浴锅水浴 95℃，自然冷却。
BSA封闭 30 min，HMGB1一抗孵育（滴度 1:200）4℃过夜，阴

性对照采用 PBS代替。二抗工作液孵育 37℃ 30 min，辣根过氧
化物酶孵育 37℃ 30 min；DAB显色约 10-15 min（以上各步骤

间均以 PBS漂洗 3次，每次 3 min）；苏木精复染，脱水、透明、

封片后镜下观察。结果判定：根据肉眼镜下所见将染色强度按

无色、浅黄色、棕黄色、棕褐色按分别评分为：0分、1分、2分、3

分；高倍镜（× 400）下分别选取 5个视野，按阳性肿瘤细胞所占

比例记分，<5 %、5-25 %、25-50 %、50-75 %、>75 %分别为 0、1、
2、3、4分。染色强度与阳性百分比积分相乘 0 为（-），1-4 为
（+），5-8 为（++），9-12 为（+++）。所有读片均有两名研究者评

估，统计学分析组间差异。

1.5 Real-time PCR试验

分别提取 SGC-7901、BGC-823、HGC-27、GES 细胞系总
RNA，Nanodrop 2000/2000C分光光度计分析测定所提取 RNA

的量。各取 2.0 滋gRNA进行反转录。利用 Real-time PCR检测
HMGB1 在各细胞系中的表达情况。HMGB1 上游引物：
5'-TATGGCAAAAGCGGACAAGG-3'，下游引物：5' -CTTCG-

CAACATCACCAATGGA-3'，扩增片段大小 196 bp；内参照
GAPDH 上游引物：5' -TGACTTCAACAGCGACACCCA-3'，下

游引物：5'- CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3'，扩增片段大小
121bp。Real-time PCR循环参数：95℃ 30 s；954℃ 5 s，60℃ 30 s

共 45个循环；延伸阶段 95℃ 15 s，55℃ 30 s，95℃ 15 s。采用吸光

值计算△Ct值后进行统计学分析。
1.6 Westren-Blot试验

SGC-7901、BGC-823、HGC-27、GES、AGS 蛋白抽提后，经

过聚丙烯酰胺凝胶（12 %分离胶、5 %堆积胶）电泳，然后转移至

硝纤膜，分别加入一抗和 FITC标记的二抗。膜与抗体反应 2 h

（室温），每次反应后，用 TBST室温下洗涤 5次，每次 3 min。进

行化学发光显影，洗片。结果采用凝胶图像分析仪进行分析。

1.7 统计学方法

所得数据以 X± S表示，所有统计学资料用 SPSS19.0软件

进行分析，免疫组化染色等级资料间比较采用 Mann-Whitney

U秩和检验。RT-PCR组间比较采用 X2样本 t检验。P<0.05表

示差异之间具有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫组织化学鉴定

对 32例患者癌组织及正常组织进行免疫组化鉴定，免疫

组织化学结果显示 HMGB1在两组（胃癌组，正常组）均有不同

程度的表达，其中肿瘤组织 HMGB1阳性率为（30/32）93.75%，

染色强度以阳性（++）和强阳性（+++）为主，正常组织 HMGB1

阳性率为(24/32)75%，染色强度以主要集中在阴性（-）弱阳性
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图 2 Real-time PCR检测 HMGB1mRNA在 5株细胞中的表达

Fig.2 Expression of mRNA HMGB1 in five cell lines by RT-PCR
图 3 Western-Blotting法检测 HMGB1蛋白在 5株细胞中的表达

Fig.3 Expression of HMGB1 protein in five cell lines by Western-Blot

表 1胃癌组织与正常组织 HMGB1免疫组化评分情况统计

Table1 Statistics of HMGB1 expression in cancerous tissues and normal tissues

Group Sample
HMGB1 expression score

Positive rate% Statistics
0（-） 1（+） 0（++） 0（+++）

Cancerous

tissues
32 2 5 15 10 93.75% U=293.5 Z=-3.079

Normal tissues 32 8 10 11 3 75% P<0.05

Note: P＜0.05 Cancerous group compared with normal group.

（+）和阳性（++）。目的基因 HMGB1主要表达在组织的细胞核

中，呈颗粒状，在细质中部分表达，呈片状，HMGB1着色深度
从无色至棕褐色不等（图 1）。对两组进行阅片并评分，对 2名

研究者的评分取均值。所得数据 SPSS19.0软件统计学分析，等

级资料间以 Mann-Whitney U秩和检验测得，P<0.05两组间存
在明显差异，胃癌组表达明显高于正常组。详见表 1。

2.2 Real-time PCR检测 HMGB1 mRNA在各细胞系中的表达
RT-PCR检测吸光度，吸光度计算按以下公式：△Ct=目的

基因 Ct值 -内参基因 Ct值，三个复孔数值以并 x± s表示，取

各细胞系△Ct值 SPSS19.0软件统计学分析，采用两样本 t检

验统计学分析显示 5个细胞系样本两两之间均不存在差异。

（P>0.05）。所得 5 种胃细胞系△Ct均 <12，表示 HMGB1 在
SGC-7901、BGC-823、HGC-27、GES、AGS细胞中基因表达丰度

均高。提示 5种细胞系均有 HMGB1 mRNA表达，HMGB1在
SGC-7901、BGC-823、HGC-27、GES、AGS 在 mRNA 水平均适

合做敲减。

2.3 Westren-Blot试验结果
Westren-Blot 检测结果显示 SGC-7901、BGC-823、HGC-

27、GES、AGS 等 5 株细胞系样本中。 SGC-7901、BGC-823、
HGC-27中检测出目的条带，在 GES、AGS细胞系中未检测出
目的条带。目的基因 HMGB1在细胞系 SGC-7901、BGC-823、
HGC-27中表达，在细胞系 GES、AGS中无目的基因表达。胃癌

细胞系 SGC-7901、BGC-823、HGC-27适合 HMGB1基因敲减。

3 讨论

HMGB1在多种类型的肿瘤中均存在过表达，如肝癌[8]、鼻

咽癌[9]、大肠癌[10]、胰腺癌[11]等，且与预后相关。HMGB1功能因

定位不同而不同，在大多数细胞中，HMGB1位于细胞核中，在

核内作为 DNA分子伴侣来维持核平衡[12]，调节基因的转录和

重组[13]，参与 DNA修复和端粒长度的维持。在细胞浆和线粒体

内，HMGB1可以增加自噬[1]，抑制凋亡[15]，调控线粒体的形态

和功能[16，17]。在细胞表面，HMGB1促进突触的萌发及神经突的

生长[18，19]。在细胞外液与多种受体结合，与其它免疫共激活剂形

成复合物，调节炎症、免疫、迁移、增殖、代谢、凋亡、自噬 [20]。进

而参与多种肿瘤的恶性演变进程[21]。由此 HMGB1也成为肿瘤

研究的热点。

我们的研究以胃癌为对象，分别对组织及细胞做了不同层

面的 HMGB1表达检测，结果在胃癌组织中 HMGB1显著高于

正常组织（P<0.05），提示 HMGB1在胃癌有可能作为新的肿瘤

标记物，在胃癌的早期诊断中发挥价值。SGC-7901、BGC-823、
HGC-27、GES、AGS细胞系中 HMGB1 mRNA水平均有较高的
表达丰度。在蛋白质水平 HMGB1 在胃癌细胞系 SGC-7901、
BGC-823、HGC-27高于 GES、AGS。分析在 GES、AGS的蛋白

质翻译过程中 HMGB1可能受到翻译后修饰（如甲基化、乙酰

化、磷酸化等）的作用，从而抑制蛋白质表达。正常胃粘膜细胞

系 GES在蛋白质水平低于 SGC-7901、BGC-823、HGC-27，怀疑
HMGB1可能与胃癌的发生存在相关。AGS是所选细胞系中唯

一高分化腺癌，其蛋白质表达量低于其它胃癌细胞系和正常胃

粘膜细胞系，由此推断 HMGB1在胃癌中可能与胃癌分化程度
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有关。

总之，本研究证实了 HMGB1在胃癌组织的表达高于正常
组织，提示 HMGB1可以通过多种途径在胃癌的生物学活性中

发挥作用。SGC-7901、BGC-823、HGC-27作为我们筛选得到的
HMGB1过表达细胞系，为我们后续 RNAi慢病毒载体构建并

验证胃癌细胞生物学功能的后续试验奠定了试验基础。

HMGB1作为研究热点，其对胃癌的早期诊断及治疗具有潜在

的价值，对于其具体的生物学作用，尚需进一步验证。
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