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沉默高迁移率族蛋白Ｂ１对胶质母细胞瘤细胞恶性生物学行为的抑制
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　　［摘要］　目的　探讨高迁移率族蛋白Ｂ１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎＢ１，ＨＭＧＢ１）在胶质母细胞瘤
样本中的高表达对于胶质母细胞瘤侵袭能力及替莫唑胺治疗的影响。方法　利用癌症和肿瘤基因图谱
（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）数据库中 ３１９例样本的 ＨＭＧＢ１测序数据进行差异表达及生存分析。
采用免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）检测 ＨＭＧＢ１在本院生物样本库中收集的 ４例不同
ＷＨＯ分级胶质瘤样本中的表达。３例胶质瘤样本（分别为 ＷＨＯⅡ、Ⅲ和Ⅳ级）和１例瘤旁脑组织（作
为对照，其胶质瘤组织为 ＷＨＯⅡ级）均来自于陆军军医大学第一附属医院生物样本库（２０１９年 ５－
１０月的男性住院患者，年龄４０～８８岁，中位年龄５８．５岁；患者行胶质瘤组织切除术前未行放化疗，术后
标本经病理组织学检查证实为胶质瘤）。采用慢病毒转染法构建沉默ＨＭＧＢ１的细胞株，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＨＭＧＢ１蛋白表达。ＣＣＫ８和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测ＨＭＧＢ１对细胞增殖和侵袭能力的影响。ＣＣＫ８检测沉
默ＨＭＧＢ１对替莫唑胺的敏感性。替莫唑胺粉末溶于二甲基亚砜中制成１００ｍｍｏｌ／Ｌ的储存液，使用时
终浓度为２５０、５００、１０００、１５００μｍｏｌ／Ｌ。结果　 ＴＣＧＡ数据库显示ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ在肿瘤组织中表达显
著上调（Ｐ＜０．０１），且随ＷＨＯ级别的增加而增加，并与患者的预后显著负相关（Ｐ＜０．０１）。沉默ＨＭＧＢ１
的胶质母细胞瘤细胞株增殖能力降低（Ｐ＜０．０５），侵袭能力下降（Ｐ＜０．０１），且对替莫唑胺治疗更敏感
（Ｐ＜０．０５）。结论　ＨＭＧＢ１在胶质母细胞瘤中显著上调，高表达的 ＨＭＧＢ１促进了胶质母细胞瘤细胞
的侵袭能力和替莫唑胺耐药。
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　　胶质瘤是最常见的原发恶性脑肿瘤，不仅预后差
而且严重影响患者认知功能和生活质量［１］。其中胶

质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）是恶性程度最高的胶
质瘤（ＷＨＯⅣ级），患者５年生存率仅 ９．８％［２］，中位
生存时间仅为 １２～１５个月［３］。肿瘤切除术后同步放

疗联合替莫唑胺（ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ，ＴＭＺ）化疗仍然是目前
的标准治疗方案［４］。替莫唑胺是一种ＤＮＡ烷基化剂，
引起癌细胞的ＤＮＡ损伤进而产生抗肿瘤作用，但随着
使用时间的延长，其敏感性逐渐降低，胶质母细胞瘤对

替莫唑胺治疗逐渐出现抵抗［５］。因此，探寻使胶质母

细胞瘤替莫唑胺治疗耐药的关键基因及其发生、发展

的关键分子机制对寻找潜在的药物靶点和提高治疗敏

感性具有重要意义。

　　高迁移率族蛋白 Ｂ１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎ
Ｂ１，ＨＭＧＢ１）是一种高度保守的核蛋白，作为一种结构
性的染色质结合因子能够弯曲 ＤＮＡ并促进组蛋白在
特定位点的组装，起到维持染色质稳定的作用［６］。

ＨＭＧＢ１于１９７３年首次从小牛胸腺染色质中提取，并
因其在凝胶电泳中的高流动性而得名。在细胞核中，

ＨＭＧＢ１作为 ＤＮＡ伴侣在 ＤＮＡ复制、转录、染色质重
塑、重组等过程中发挥关键作用；并调控 ＤＮＡ损伤修
复，维持基因组稳定性［７］。越来越多的研究表明，

ＨＭＧＢ１在肿瘤血管生成、侵袭转移以及化疗耐药中发
挥了重要作用［８－１２］。本课题组通过对癌症和肿瘤基因

图谱（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）生物数据库的分
析发现，ＨＭＧＢ１基因在胶质母细胞瘤中明显升高。因
此本研究旨在探讨ＨＭＧＢ１对胶质母细胞瘤的恶性生
物学行为的影响。

１　材料与方法

１．１　公开数据库和在线分析网站
　　生物信息学使用的胶质母细胞瘤基因表达数据来
ＴＣＧＡ。使用在线分析网站（ｈｔｔｐ：／／ｇｌｉｏｖｉｓ．ｂｉｏｉｎｆｏ．
ｃｎｉｏ．ｅｓ／）下载 ＴＣＧＡＧｒａｖｅｎｄｅｅｌ、ＴＣＧＡＫａｍｏｕｎ等数
据集的数据进行分析基因差异表达和生存预后。

１．２　样本来源
　　收集 ３例胶质瘤样本（分别为 ＷＨＯⅡ、Ⅲ和Ⅳ
级）和 １例瘤旁脑组织（作为对照，其胶质瘤组织为
ＷＨＯⅡ级），４例样本来自陆军军医大学第一附属医院
生物样本库，为２０１９年５－１０月的住院患者，均为男性，
年龄４０～８８岁，中位年龄５８．５岁。入选标准：胶质瘤为
原发，且患者行胶质瘤组织切除术前未行放化疗，术后

标本经病理组织学检查证实为胶质瘤（ＷＨＯⅡ、Ⅲ、Ⅳ
级）。排除标准：其他类型的肿瘤。本研究所使用样本

均得到患者及其家属同意，且经陆军军医大学第一附属

医院伦理委员会审查批准（批件编号：ＫＹ２０２０２９４）。
１．３　材料与试剂
　　人胶质母细胞瘤细胞株Ｕ２５１和ＬＮ２２９均购于美
国典型培养物保藏中心（ＡＴＣＣ）。高糖 ＤＭＥＭ培养
基、胎牛血清均购于美国Ｇｉｂｃｏ公司；青霉素、链霉素、
０．２５％胰酶购于 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；替莫唑胺购于 Ｓｅｌｌｅｃｋ
公司；结晶紫购于碧云天公司；抗ＨＭＧＢ１、抗ＧＡＰＤＨ、
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗购于美国 ＣＳＴ公
司；ＣＣＫ８试剂购于索莱宝公司；ｓｈＨＭＧＢ１慢病毒由
汉恒技术有限公司提供设计；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购于美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。替莫唑胺粉末溶于二甲基亚砜中配制
成１００ｍｍｏｌ／Ｌ的储存液备用，在进行毒性实验时使用
的终浓度为２５０、５００、１０００、１５００μｍｏｌ／Ｌ。
１．４　细胞培养
　　人胶质母细胞瘤细胞株Ｕ２５１和ＬＮ２２９使用含有
１０％胎牛血清、１％青链霉素的 ＤＭＥＭ培养基在 ５％
ＣＯ２、３７℃的培养箱中进行培养。每日进行细胞换液，
换液时首先将培养皿中的ＤＭＥＭ培养基全部吸出，然
后缓慢加入５ｍＬ的 ＰＢＳ缓冲液，轻轻晃动培养皿清
洗细胞，吸出ＰＢＳ缓冲液，再向培养皿中加入８～１０ｍＬ
新的ＤＭＥＭ培养基。待细胞长满时进行胰酶消化传
代，传代比例为１∶３。
１．５　慢病毒转染
　　将对数生长期的Ｕ２５１和ＬＮ２２９胶质母细胞瘤细
胞经胰酶消化成单个细胞，按每孔１×１０５个细胞接种

７０４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）



于６孔培养板，待其贴壁且生长汇合度达到约５０％时
进行转染，将ｓｈＨＭＧＢ１慢病毒悬液按照ＭＯＩ值３０加
入到孔板中进行培养，４８ｈ后更换培养基继续培养，
７２ｈ观察绿色荧光的表达，并转移至大号培养皿中进
行培养，待长满后进行流式分选，筛选出荧光信号较强

的细胞保留传代。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中ＨＭＧＢ１蛋白的表达
　　收集细胞，加入细胞裂解液，提取细胞总蛋白，使用
ＢＣＡ法检测总蛋白质浓度，制备１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，
每孔的上样蛋白量为２０μｇ。电泳后转印到 ＰＶＤＦ膜
上，使用 ５％脱脂奶粉室温封闭 １ｈ，加入兔抗人
ＨＭＧＢ１（１∶１０００），使用兔抗人ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）作为
内参，４℃孵育过夜，加入辣根过氧化物酶标记的二抗
（１∶５０００）室温孵育１ｈ，使用ＥＣＬ化学发光法检测条带。
１．７　免疫组织化学（ＩＨＣ）法检测石蜡切片中 ＨＭＧＢ１

蛋白的表达

　　切片经脱蜡和梯度脱水处理后，阻断内源性过氧
化物酶和抗原修复后，加入一抗４℃孵育过夜，二抗孵
育，漂洗显色后核复染再进行脱水透明封片拍照。

１．８　ＣＣＫ８法检测细胞的增殖能力
　　在进行细胞增殖实验时将细胞按照每孔１０００个
铺于９６孔板中，每天同一时间在９６孔板中每孔加入
１０μＬＣＣＫ８继续培养１ｈ，连续检测５～６ｄ；在进行瘤
细胞替莫唑胺的毒性实验时，每孔铺细胞数为３０００个，
并设置不同的替莫唑胺浓度（０、２５０、５００、１０００、
１５００μｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ，在酶标仪上４５０ｎｍ处检测
光密度值［Ｄ（４５０）］。

１．９　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
　　使用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测瘤细胞的侵袭能力，将
Ｍａｔｒｉｇｅｌ液用无血清 ＤＭＥＭ培养基按照１∶２的比例稀
释，每个小室用５０μＬ稀释后的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ包被，然后在
生物安全柜中晾干凝固。在小室中加入瘤细胞约 ２×
１０４个，下室中加入 ５００μＬ完全培养基，然后继续培
养２４ｈ，用棉签擦拭小室内残留的细胞和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ，用
多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，再用０．１％结晶紫染色５ｍｉｎ，用
双蒸水清洗３次，倒置显微镜随机选取视野拍照计数
（２００×）。
１．１０　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ２１．０软件进行数据处理分析，各组计
量资料数据均使用 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ＬＳＤｔ
检验，生存分析采用 Ｌｏｇｒａｎｋ（ＭａｎｔｅｌＣｏｘ）检验，Ｐ＜
０．０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＭＧＢ１基因在胶质母细胞瘤中明显上调且与预
后相关

　　ＨＭＧＢ１在 ＴＣＧＡ数据集中的表达见图 １Ａ，肿瘤
组的表达较正常组显著上调（Ｐ＜０．０１），生存分析显示
ＨＭＧＢ１的表达和预后有显著关联（图１Ｂ），高表达组
的预后明显差于低表达组（Ｐ＜０．０１）。采用免疫组化
检测不同级别胶质瘤样本，结果显示随着胶质瘤级别

的增加，胞核内ＨＭＧＢ１的表达随之增加（图１Ｃ）。表
明ＨＭＧＢ１定位于胞核，在胶质母细胞瘤高表达，且与
患者预后呈负相关。
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图１　ＨＭＧＢ１在ＴＣＧＡ数据库以及胶质瘤临床样本中的表达情况
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２．２　ｓｈＨＭＧＢ１在 Ｕ２５１和 ＬＮ２２９细胞系中抑制
ＨＭＧＢ１的表达

　　慢病毒转染７２ｈ后通过流式分选得到稳定转染的
细胞株进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，结果显示：与ｓｈＲＮＡＮＣ
组相比，ｓｈＨＭＧＢ１１、ｓｈＨＭＧＢ１３组，蛋白下调明显，
ｓｈＨＭＧＢ１２组下调不明显（图２），因此选用ｓｈＨＭＧＢ１１
和ｓｈＨＭＧＢ１３进行下步实验。
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图２　慢病毒载体下调ＬＮ２２９（Ａ）和Ｕ２５１（Ｂ）细胞
ＨＭＧＢ１的表达

２．３　下调 ＨＭＧＢ１的表达抑制胶质母细胞瘤的增殖
能力

　　ＣＣＫ８结果显示：Ｕ２５１和ＬＮ２２９细胞的ｓｈＨＭＧＢ１１、
ｓｈＨＭＧＢ１３组与ｓｈＲＮＡＮＣ组相比较，从第４天开始，
ｓｈＨＭＧＢ１１、ｓｈＨＭＧＢ１３组的生长速度显著降低，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ３）。表明下调
ＨＭＧＢ１的表达能够抑制胶质母细胞瘤的增殖能力。
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图３　ＣＣＫ８检测慢病毒载体感染ＬＮ２２９（Ａ）和Ｕ２５１（Ｂ）
细胞后的生长曲线（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．４　下调 ＨＭＧＢ１的表达增强胶质母细胞瘤对替莫
唑胺的敏感性

　　 ＣＣＫ８结果显示当 ｓｈＲＮＡＮＣ、ｓｈＨＭＧＢ１１、
ｓｈＨＭＧＢ１３组的Ｕ２５１和ＬＮ２２９细胞接受相同浓度梯
度的替莫唑胺处理时，抑制ＨＭＧＢ１表达的ｓｈＨＭＧＢ１１、
ｓｈＨＭＧＢ１３组的细胞存活率明显降低，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５，图 ４）。结果表明，在胶质母细胞瘤
中下调ＨＭＧＢ１的表达可以增强其对替莫唑胺的敏感
性，提高替莫唑胺的疗效。
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图４　ＣＣＫ８检测慢病毒载体感染ＬＮ２２９（Ａ）和Ｕ２５１（Ｂ）
细胞后经替莫唑胺处理的毒性曲线（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．５　下调 ＨＭＧＢ１的表达降低胶质母细胞瘤的侵袭
能力

　　利用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测下调ＨＭＧＢ１的表达
对Ｕ２５１和 ＬＮ２２９细胞侵袭能力的影响，对 ｓｈＲＮＡ
ＮＣ、ｓｈＨＭＧＢ１１、ｓｈＨＭＧＢ１３组穿过小室的细胞数量
进行统计分析，结果显示，与 ｓｈＲＮＡＮＣ组相比较，
ｓｈＨＭＧＢ１１和ｓｈＨＭＧＢ１３组穿过小室的细胞数量明
显减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图５），结果表
明下调ＨＭＧＢ１的表达可以显著抑制胶质母细胞瘤的
侵袭能力。

３　讨论

　　近年来，胶质母细胞瘤的发病率呈现逐年增加的
趋势［１３］，但是针对其有效治疗的手段并没有增加，依

然是手术切除后进行放化疗的标准治疗方案［１４－１５］，且

加入替莫唑胺的化疗也仅使胶质母细胞瘤患者中位生

９０４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）
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Ａ：结晶紫染色观察ＬＮ２２９和Ｕ２５１细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测结果；Ｂ：ＬＮ２２９和Ｕ２５１细胞侵袭细胞数统计
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图５　慢病毒下调ＨＭＧＢ１的表达后对ＬＮ２２９和Ｕ２５１细胞侵袭的影响

存时间从１２．１个月增加至１４．６个月［１６］，并没有显著

延长患者的生存时间。而且随着替莫唑胺使用量的增

加，胶质母细胞瘤患者对替莫唑胺的耐药性也逐渐增

加［１７］，因此寻找更加有效且敏感的治疗靶点提高替莫

唑胺的治疗效果显得更为重要。

　　既往研究发现高迁移率族蛋白Ｂ１（ＨＭＧＢ１）在许
多肿瘤中扮演着重要角色，促肿瘤生长，促肿瘤血管生

成，促肿瘤侵袭转移等一系列恶性生物学行为［８，１８］，但

也有研究认为当细胞内 ＨＭＧＢ１被释放至胞外后可以

作为炎症因子引起适应性免疫的激活，进而发挥促炎、

抗肿瘤的作用［１９－２１］。因此 ＨＭＧＢ１的作用复杂，需要
结合相应的疾病背景进行研究。在此背景下，为了寻

找胶质母细胞瘤治疗的潜在靶点，提高替莫唑胺治疗

的敏感性，本研究试图探究胶质母细胞瘤中 ＨＭＧＢ１
的表达与其恶性生物学行为之间的相关性。结果显

示，在ＴＣＧＡ数据库中，ＨＭＧＢ１在胶质母细胞瘤中的
表达量明显较正常组织增多，同时对不同 ＷＨＯ级别
的胶质瘤临床样本进行免疫组化染色，发现随着胶质

０１４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



瘤级别的增加，ＨＭＧＢ１的表达量也逐渐增加，尤其在
胶质母细胞瘤中 ＨＭＧＢ１表达丰富。在功能实验中，
本研究利用ｓｈＲＮＡ技术在胶质母细胞瘤细胞系 Ｕ２５１
和ＬＮ２２９中下调 ＨＭＧＢ１的表达，并检测了胶质母细
胞瘤细胞的增殖与侵袭能力以及对替莫唑胺敏感性的

改变。结果显示，ＨＭＧＢ１的下调能够显著抑制胶质母
细胞瘤细胞的增殖，并减弱侵袭能力，同时在结肠癌和

胃癌中的研究也发现，通过抑制 ＨＭＧＢ１ＲＡＧＥ通路
的激活可以抑制 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９等基质金属蛋白酶
的表达，进而抑制肿瘤的侵袭与转移［２２－２４］，表明

ＨＭＧＢ１在多种肿瘤中都有着促进侵袭和转移的作用。
本结果还表明，通过下调Ｕ２５１和 ＬＮ２２９中的 ＨＭＧＢ１
增加了其对替莫唑胺治疗的敏感性，结合 ＨＭＧＢ１的
细胞定位，提示 ＨＭＧＢ１可能发挥维持胶质母细胞瘤
基因组稳定性的作用。这与既往研究发现 ＨＭＧＢ１的
缺失导致端粒的缩短，端粒不能够通过抑制染色体的

重组和降解维持染色体的稳定［２５－２７］相一致。因此

ＨＭＧＢ１的缺失，降低了基因组的稳定性，增加了替莫
唑胺的敏感性，提示 ＨＭＧＢ１在胶质母细胞瘤恶性生
物学行为中扮演了关键作用。

　　综上，本研究证实了 ＨＭＧＢ１在胶质母细胞瘤核
内高表达，并与生存预后密切相关，其可能通过维持基

因组稳定性和增强肿瘤细胞侵袭能力发挥促癌作用。

这表明ＨＭＧＢ１核内表达可能成为胶质母细胞瘤诊断
治疗的关键靶点。因此在后续研究中我们将重点关注

ＨＭＧＢ１在胶质母细胞瘤中发挥的复杂作用，为寻找治
疗胶质母细胞瘤更为有效的靶点提供新的理论基础。
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