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干扰HMGA2基因表达抑制HL60细胞的增殖及浸润

刘文丹1，周坚1，杜伟峰1，何伟2

(广州医科大学附属第二医院番禺院区  1. 健康管理中心；2. 肿瘤科，广州 511400)

[摘　要]	 目的：探索干扰高迁移率族蛋白A2(high mobility group protein A2，HMGA2)基因的表达对HL -60白

血病细胞体外增殖、浸润的影响。方法：实验分为3组，实验组为稳定转染慢病毒干扰HMGA2基

因表达载体的HL -60细胞；阴性对照组为稳定转染慢病毒空载体HL -60细胞；空白对照组为未转染

的HL60细胞。3组分别接种BALB/c裸鼠建立种植瘤模型，检测接种后各个时间点裸鼠外周血和骨

髓中白血病细胞的比例(肿瘤负荷)、生活质量，计算接种40 d后各组小鼠的肝脾指数。结果：RT-

PCR及Western印迹证明干扰RNA慢病毒表达载体可明显降低HL -60细胞靶基因的表达。接种后骨

髓涂片结果显示裸鼠白血病模型成功建立。接种后21，28，40 d，实验组HL -60细胞在小鼠外周血

和骨髓中的比例均明显低于阴性对照组及空白对照组，差异有统计学意义(P<0.05)，其白血病细

胞比例随接种时间延长而增加的速度亦明显变缓；且实验组小鼠萎糜少动、腹部膨隆、皮下结节

等并发症出现时间明显较空白对照组及阴性对照组延迟；接种40 d后实验组小鼠肝脾指数分别为

66.76±5.56和20.57±0.75，均明显低于其余两组，差异有统计学意义(P<0.05)。结论：干扰HMGA2

基因表达，可明显抑制HL60白血病细胞在小鼠体内增殖、浸润。

[关键词]	 高迁移率族蛋白A2；RNA干扰；HL -60细胞
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Abstract Objective: To investigate the effect of interference of high-mobility-group protein A2 (HMGA2) on the in-vitro 

proliferation and invasion of HL-60 cells. Methods: RNA interference was used to inhibit HMGA2 expression 

by HL-60 cells. Animal model was established by inoculating nude mice with HL-60 cells, which was stably 

transfected with HMGA2-specific shRNA expression vector, and cells transfected with blank vector were used 

as negative control and cells without transfection as blank control. At different time points after inoculation, the 

percentage of leukemic cells in peripheral blood (PB) and bone marrow (BM) was detected by Wright’s staining 

and spleen and liver index were calculated at day 40 after inoculation. Results: RT-PCR and Western blot showed 

that HMGA2 expression by HL-60 cells was markedly reduced. BM smear demonstrated that HL-60 cells 
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白血病是一种造血组织恶性克隆性疾病，克

隆性增殖是白血病患者产生异常造血和器官浸润

的必要因素。目前白血病细胞恶性增殖机制仍不

清楚。高迁移率族蛋白组A2( high mobi l i t y  group 
A 2 ， H M G A 2 ) 是 一 种 非 组 蛋 白 核 染 色 质 结 合 蛋

白，多位于细胞核内，由109个氨基酸残基组成。

研究[1]表明在胚胎发育早期，除脑组织外，几乎所

有组织都大量表达HMGA2，而在成人组织、分化

成熟的组织中几乎检测不到其转录产物。HMGA2
广泛参与人类多种肿瘤的发生，与肿瘤细胞的增

殖和细胞恶性转化密切相关，但在白血病中的相

关报道较少。本研究拟通过探讨干扰HMGA2基因

表达对HL60细胞在白血病小鼠体内增殖的影响，

探索HMGA2表达差异对造血组织恶性克隆增殖的

影响。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  试剂

RT- P C R 试 剂 盒 、 胎 牛 血 清 为 美 国 G i b c o 公

司；TRIzol、瑞-吉染色液、核蛋白提取试剂盒购

自上海碧云天生物技术公司。

1.1.2  细胞株

急性早幼粒细胞白血病细胞株HL -60、稳定干

扰HMGA2的HL60/ShHMGA2细胞株及转染阴性对

照病毒的HL60/ShControl细胞株由广州医科大学

附属第一医院肿瘤血液中心实验室建立及保存[2]。

1.1.3  实验动物 
4周龄雌性BA LB/c裸鼠8 5只，购自南方医科

大学动物中心，在SPF级动物合格环境下饲养。实

验过程中，对动物处置符合动物伦理学标准。

1.2  方法

1.2.1  裸小鼠 HL60/ShHMGA2 和 HL60/ShControl
细胞移植瘤模型的建立

取 7 5 只 B A L B / c 裸 鼠 ( 预 留 8 只 作 为 健 康 对

照 组 ) ， 给 予 X 射 线 4  G y 照 射 2 4  h ， 然 后 以 抽

签 法 随 机 分 成 3 组 ， 每 组 2 5 只 ， 每 组 小 鼠 尾 静

脉 分 别 接 种 H L - 6 0 细 胞 4 × 1 0 9  L − 1 / 只 ( 空 白 对 照

组 ) 、 H L 6 0 / S h H M G A 2 细 胞 ( 实 验 组 ) 、 H L 6 0 /
S h C o n t r o l ( 阴 性 对 照 组 ) 。 分 别 于 接 种 后 1 4 ，

2 1 ， 2 8 ， 4 0  d 处 死 小 鼠 ， 未 到 处 死 时 间 死 亡 的

小 鼠 记 录 死 亡 日 期 ， 归 入 死 亡 日 期 最 近 的 处 死

时 间 组 。

1.2.2  瘤细胞形态学分析和计数

分别在接种白血病细胞第14，21，28，40天，

取 小 鼠 尾 静 脉 血 2 5  µ L ， 制 备 血 涂 片 ， 经 瑞 氏 染

色，油镜下分类、计数。处死小鼠取上肢骨，刀

片沿骨纵轴线切开后涂片，经瑞氏染色，油镜下

分类、计数。

1.2.3  肝、脾指数测量

接种白血病细胞4 0  d后，小鼠发病濒死时，

颈椎脱臼处死后称重；取肝、脾组织称重，计算

肝、脾指数。肝(脾)指数=肝(脾)重量(mg )/小鼠

总重 ( g ) [ 3 ]；肝 ( 脾 ) 组织取横切面制片，采用 H E
染色，光学显微镜下观察肝、脾白血病细胞浸润

情况。

1.2.4  RT-PCR 检测 HMGA2 mRNA 表达

按 T R I z o l 试 剂 盒 抽 提 总 R N A 。 参 照 N C B I
基 因 库 中 H M G A 2 序 列 设 计 引 物 ， 上 游 ：

5 ' - G C G C C T C A G A A G A G A G G A C - 3 ' ， 下 游 ：

5'-GGTCTCTTAGGAGAGGGCTCA-3'，产物长度

为76 bp。PCR反应条件：94 ℃预变性5 min；94 ℃ 
10 s，70 ℃ 4 min，35次循环；72 ℃延伸10 min。

transfected with or without vectors were successfully implanted into nude mice. At day 21, 28, 40 after inoculation, 

significantly lower percentage of leukemic cells in PB and BM was seen in mice inoculated with HMGA2-targeted 

HL-60 cells than that in mice from both negative and blank control (P<0.05). The increase of leukemic cells 

in PB and BM along with prolonged time after inoculation was markedly slowed in HMGA2-targeted mice as 

compared with the other two groups. The complications occurred  of mice in the experimental group, such as 

moving slowing, the abdominal swelling and the subcutaneous nodules  were significantly delayed. The liver and 

spleen index determined in HMGA2-targeted mice were respectively 66.76±5.56 and 20.57±0.75, both which 

were remarkably lower than that in mice from the other groups (P<0.05). Conclusion: Interference of HMGA2 

expression could remarkably inhibited HL-60 cell proliferation and invasion in nude mice. 
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PCR产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳(100 V，30 min)。

凝胶系统成像。

1.2.5  Western 印迹检测 HMGA2 蛋白的表达

核蛋白提取试剂盒提取核蛋白，B C A蛋白定

量试剂盒检测蛋白浓度。核蛋白和总蛋白分别经

1 5 % 和 5 % 聚丙稀酰胺凝胶电泳； 1 2 0  V 恒定电压

转膜1 h 20 min，室温封闭2.5 h，4 ℃封闭过夜。

HMGA2一抗工作浓度为1:1 000；β-actin一抗工作

浓度为1 : 1  0 0 0，4  ℃孵育过夜(平缓摇动)；二抗

工作浓度1:2 000，室温孵育1 h ECL发光液，反应

后，曝光，显影，定影后拍照。

1.3  统计学处理

计 量 资 料 用 均 数 ± 标 准 差 ( x ± s ) 表 示 ， 采 用

GraphPad Prism 5.0软件进行制图和统计分析，两

组均数间比较采用t检验，多组均数间比较采用单

因素或双因素方差分析。P < 0 . 0 5为差异有统计学

意义。

2  结果

2.1  RT-PCR 及 Western 印迹验证 HL-60 细胞中

HMGA2 的表达

经灰度值扫描计算相对量结果显示：实验组

H M G A 2  m R N A 的表达明显低于阴性对照组和空

白对照组，Wester n印迹结果显示实验组H M G A 2
蛋白的表达明显低于阴性对照组和空白对照组；

证明在R N A和蛋白水平，慢病毒干扰载体干扰效

率很高(图1)。

2.2  荷瘤裸鼠发病情况 
裸鼠在接种不同组细胞株1 4  d后均发生白血

病，裸鼠出现不同程度的精神萎糜、蜕毛、腹部

膨隆、体重减轻；28 d后，空白对照组小鼠超过半

数出现步态不稳、侧偏或转圈；以上症状实验组

小鼠明显较空白对照组及阴性对照组轻，以空白

对照组小鼠最为严重。各组小鼠在不同接种时间

节点出现以上并发症的数量(图2)。

2.3  不同时间点荷瘤裸鼠外周血及骨髓中白血病细

胞比例的变化

3 组裸鼠外周血中白血病细胞比例随接 种时

间的延长均逐渐增加，但空白对照组(HL -60)和阴

性对照组(ShControl)增长速度明显较快，在各个

时间点二者白血病细胞比例差异均无统计学意义

(P>0.05)，而实验组(ShHMG A2)白血病细胞比例

增长缓慢，除接种后14 d外，其他时间点该组裸鼠

白血病细胞比例均明显低于前两组，差异有统计

学意义(P<0.05，图3A)。同样情况也见于骨髓，

即：随着接种时间的延长，实验组骨髓白血病细

胞比例增加明显变缓，且显著低于其他两组，差

异有统计学意义(P<0.05，图3B)，说明实验组裸鼠

白血病细胞的增殖和浸润受到明显抑制。

2.4  各组小鼠肝、脾指数测量

接种后白血病细胞对小鼠肝和脾的浸润会导

致肝脾肿大，肝脾指数可反映小鼠肝脾的大小，

间接说明白血病细胞对肝脾的浸润程度。尽管与

健 康 对 照 组 相 比 ， 接 种 白 血 病 细 胞 后 3 组 小 鼠 的

肝脾指数均明显增加( P < 0 . 0 5 )，但接种稳定干扰

HMGA2蛋白HL60细胞株的实验组小鼠肝脾指数明

显小于空白对照组和阴性对照组，差异均有统计

学意义(P<0.05，表1)，说明干扰HMGA2蛋白表达

抑制白血病细胞对肝脾的浸润。镜下观察实验组

和空白对照组小鼠白血病细胞肝的浸润，经HE染

色制片比较，具有明显的差异(图4)。

图1 RNAi稳定下调HL60细胞中HMGA2 mRNA和蛋白的表达水平

Figure 1 Expression of HMGA2 mRNA and protein was stably down-regulated by interference RNA (RNAi) in HL60 cells  

(A) RNAi稳定下调HL60细胞中HMGA2 mRNA 的表达水平；(B) RNAi稳定下调HL60细胞中HMGA2 蛋白的表达水平。

(A) HMGA2 mRNA expression was stably down-regulated by interference RNA (RNAi) in HL60 cells; (B) HMGA2 protein expression 

was stably down-regulated by interference RNA (RNAi) in HL60 cells.
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图2 接种后荷瘤裸鼠并发症比较

Figure 2 Comparison of complications in tumor-bearing mice 

after innoculation

与空白对照组或阴性对照组相比，*P<0.05。

Compared with the HL -60 group or the ShControl group, 

*P<0.05.

图3 接种后荷瘤裸鼠外周血和骨髓中白血病细胞比例的变化

Figure 3 Leukemic cell percents both in PBC and bone marrow 

in tumor-bearing mice after innoculation

(A)各组小鼠外周血中白血病细胞百分比；(B)各组小鼠骨

髓中白血病细胞百分比。同空白对照组或阴性对照组相

比，*P<0.05。

(A) Leukemic cell percents in PBC; (B) Leukemic cell percents in 

bone marrow. Compared with the HL-60 group or the ShControl 

group, *P<0.05.
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表1 各组小鼠肝、脾指数(n=8，x±s)

Table 1 Liver and spleen index in each group (n=8, x±s)

组别 肝指数/(mg·g−1) 脾指数/(mg·g−1)

健康对照组 38.34±0.91 4.23±0.28

空白对照组 124.41±1.81* 39.21±0.35*

阴性对照组 121.21±9.30* 38.54±7.21*

实验组 66.76±5.56*# 20.57±0.75*#

与健康对照组比较，*P<0.05；与空白对照组和阴性对照组比较，#P<0.05。

Comparison with the healthy control group, *P<0.05; comparison with the HL-60 group and the ShControl group, #P<0.05.

图4 实验组和空白对照组小鼠肝HE染色(×200)

Figure 4 HE staining of liver in the HL-60 group and the ShHMGA2 group (×200)

(A)空白对照组；(B)实验组。

(A) HL-60 group; (B) HL-60ShHMGA2 group.
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3  讨论

H M G A 2基因是H M G蛋白超家族成员之一，

其编码的蛋白由109个氨基酸残基组成，可以特异

性地结合DNA序列中富含AT的区域，改变核染色

质的结构，调控目的基因的转录水平，发挥生物

学效应。

近 来 研 究 [ 4 ]表 明 ： H M G A 2 在 多 种 实 体 肿 瘤

中均高表达，参与肿瘤的发生、发展和预后，被

认为是一个新型的肿瘤生物标志物。尽管如此，

H M G A 2 参与肿瘤发生、发展的具体机制仍不十

分明确。HMG A2蛋白可通过激活Wnt信号通路促

进结直肠癌细胞的增殖 [ 5 ]；亦可结合细胞周期蛋

白基因的启动子进而上调细胞周期蛋白的表达，

加速细胞周期G 2/M期的转化，促使肿瘤发生 [6]；

H M G A 2 还可促进上皮细胞间质化，上调转录生

长因子β RⅡ，促进肿瘤细胞侵袭和转移 [ 7 ]。慢性

髓系白血病加速期和急变期 (c h r o n i c  m y e l o c y t i c 
leukemia，CML -AP/BP)患者HMG A2转录水平异

常增高，可能与疾病进展有关，但详细机制仍不

清楚[8]。

本研究表明：转染小鼠 H M G A 2 特异性短发

卡RNA(shRNA)的HL60细胞明显低表达目标蛋白

HMGA2，接种裸鼠后，这种基因修饰的白血病细

胞在外周血和骨髓中的增殖明显慢于空白对照组

和阴性对照组，对小鼠肝脾的浸润亦明显下降。

本研究结果显示沉默HMGA2基因表达，可在体内

使得白血病细胞增殖和浸润等生物学行为减弱，

过高表达HMGA2可能对维持白血病细胞恶性增殖

及浸润具有促进作用。

综 上 所 述 ， H M G A 2 可 能 与 H L 6 0 细 胞 恶 性

增 殖 、 浸 润 以 及 分 化 受 阻 有 关 ， 降 低 H M G A 2
的 表 达 可 抑 制 白 血 病 细 胞 系 的 增 殖 和 浸 润 。 但

H M G A 2 基因与白血病细胞恶性克隆性增殖及抑

制分化的相关分子机制尚不完全明确。 H M G A 2
成为有效的白血病治疗靶基因和作为评估预后的

指标，尚需要更进一步的科研试验及临床研究来

证明。
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