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HMGB1 激活肿瘤相关巨噬细胞表面 RAGE 促进淋巴管生成
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(1. 首都医科大学附属北京友谊医院病理科，北京 100050；2. 首都医科大学附属北京同仁医院病理科，北京 100730)

[摘　要] 目的：探讨高迁移率族蛋白B1(high mobility group box-1，HMGB1)与肿瘤相关巨噬细胞(tumor-

associated macrophage，TAMs)促进人淋巴管内皮细胞(human lymphatic endothelial cell，HDLEC)

增殖、迁移及淋巴管生成的关系以及作用机制。方法：沉默人单核细胞株(T H P- 1 )的晚期糖基

化终产物受体(receptor for advanced glycation end，R AGE)基因，诱导R AGE+/− THP-1细胞分化为

RAGE+/− M0巨噬细胞和RAGE+/− TAMs；用RT-PCR检测IL -10，IL -12，IL -1β，CCL -13表达、ELISA

检测TGF-β，IL -23，IL -10，TNF-α分泌量；蛋白质印迹检测R AGE，CD163，CD206蛋白水平。

6种条件培养基及对照组培养HDLEC，CCK-8实验、细胞迁移实验、体外侵袭实验观察HDLEC增

殖能力、迁移能力及成管能力的变化。结果：与M0巨噬细胞相比，TAMs高表达IL -10及CCL -13 

mRNA及低表达IL -12及IL -1β mRNA；上清液中TGF-β及IL -10 mRNA也增加(P<0.05)。与对照组相

比，由HMGB1刺激的RAGE+ TAMs上清液孵育的HDLEC增殖及迁移能力最强，形成淋巴管数目最

多(P<0.05)；HMGB1刺激的R AGE− TAMs上清液促进HDLEC增殖及迁移能力明显比HMGB1刺激

的RAGE+ TAMs上清液促进HDLEC增殖及迁移能力更弱(P<0.05)；RAGE− TAMs上清液能明显减少

HMGB1介导的促HDLEC形成的淋巴管数目(P<0.05)。与对照组相比，HMGB1刺激的RAGE+ TAMs

上清液中VEGF-C的含量最高(P<0.05)。结论：HMGB1刺激TAMs表面的RAGE促进HDLEC增殖、

迁移及淋巴管形成，该过程中细胞因子VEGF-C起重要作用。

[关键词] 高迁移率族蛋白B1；晚期糖基化终产物受体；肿瘤相关巨噬细胞；淋巴管形成

HMGB1 promotes lymph angiogenesis through the 
activation of RAGE on tumor-associated macrophages
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Abstract Objective: To evaluate whether the high mobility group box-1 (HMGB1) and tumor-associated macrophages 

(TAMs) involved in proliferation, migration and lymph angiogenesis of HDLEC and its mechanism.  

Methods: THP-1 cells expressed receptor for advanced glycation end (RAGE) gene was knocked down and 
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恶 性 肿 瘤 发 展 至 中 晚 期 后 ， 患 者 常 常 伴 有

淋巴结转移，肿瘤浸润和转移是造成肿瘤患者死

亡的主要原因之一，其确切机制目前尚不十分明

确 。 淋 巴 管 生 成 在 肿 瘤 淋 巴 结 转 移 中 起 重 要 作

用。因此，靶向作用于已经形成的淋巴管或抑制

局部淋巴管的新生，能够有效地减少肿瘤的淋巴

结转移，延长患者的生存时间 [ 1 ]。高迁移率族蛋

白B 1 ( h i g h  m o b i l i t y  g ro u p  b ox- 1，H M G B 1 )与肺

癌、口腔癌、骨肉瘤等恶性肿瘤细胞的增殖、侵

袭、转移及预后等密切相关 [ 2 - 4 ]。H M G B 1可以与

多种受体结合促进肿瘤转移 [ 5 ]，晚期糖基化终产

物(receptor for advanced glycation end，R AGE)是

跨膜蛋白受体也是目前已知的HMGB1蛋白亲和力

最高的受体 [6]。R AGE也可表达于巨噬细胞表面，

肿瘤微环境中的巨噬细胞称为肿瘤相关巨噬细胞

(tumor-assoc iated macrophages，TA Ms)。研究 [7]

发现：炎症诱导的淋巴管生成中有大量的TAMs募

集，虽然R AGE作为肿瘤细胞表面受体通过多种途

径促进肿瘤进展，但TAMs表面的R AGE与HMGB1
蛋 白 结 合 后 如 何 参 与 淋 巴 管 生 成 尚 不 清 楚 。 本

研究旨在探讨H M G B 1是否能通过激活TA Ms表面

R A G E 促进淋巴管内皮细胞增殖、迁移及淋巴管  
生成。

1  材料与方法

1.1  材料

人单核细胞株 ( T H P- 1 ) 购自北京中国医学科

学院基础医学研究所细胞资源中心；人淋巴管内

皮细胞(human lymphatic endothelial cell，HDLEC)
购 自 德 国 海 德 尔 堡 P r o m o C e l l 公 司 ； 1 0 % 胎 牛 血

清购自美国Hyclone公司；R1640培养基购自美国

G i b c o 公司； Ty p s i n 、青霉素链霉素双抗、 P M A
均购自美国 S i g m a 公司；内皮细胞培养基 M V 2 ，

Hepess Bss，0.025%胰蛋白酶/0.01%EDTA，TNS
均购自德国Pro m o Ce l l公司； I L - 1 3及 I L - 4均购自

美 国 Pe p r oTe c h 公 司 ； 台 盼 蓝 溶 液 购 自 江 苏 凯 基

生物技术股份有限公司；D M S O购自无锡市亚泰

联合化工有限公司；R AG E  s h R N A ( h)  L e n t i v i ra l 
Pa r t i c l e s，Co n t ro l  s h R N A  L e n t i v i ra l  Pa r t i c l e s，

cop GFP Control  Lentiv iral  Par t icles，Puromycin 
dihydrochloride，Polybrene均购自美国Santa Cruz
公 司 ； 兔 抗 C D 1 6 3 单 克 隆 抗 体 、 兔 抗 C D 2 0 6 单

克 隆 抗 体 、 鼠 抗 R A G E 单 克 隆 抗 体 均 购 自 英 国

A b c am公司；鼠抗G A P D H抗体、羊抗兔 Ig G、羊

抗鼠 Ig G  均购自北京中杉金桥生物技术有限公司

公司；CCK- 8试剂盒中国碧云天生物技术有限公

司；Matrigel基质胶购自美国BD公司；HMGB1溶 
液(2 μg/mL)、VEGF-C溶液均购自美国R&D公司。

本研究已获得首都医科大学附属北京友谊医院医

学伦理委员会批准。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

THP-1细胞保存在含有10%胎牛血清、100 U/mL
青霉素、 1 0 0  μ g / m L 链霉素的 R P M I  1 6 4 0 培养基

中。HDLEC保存在内皮细胞培养基MV2中。所有

细胞在37 ℃，5%CO2环境中培养。

then polarized to M0 macrophages and TAMs. The mRNA expression of IL-10, IL-12, IL-1β and CCL-13 by 

RT-PCR. The protein levels of IL-23, IL-10, TGF-β, TNF-α in supernatant of M0 macrophages and TAMs 

by ELISA. CD163, CD206 and RAGE protein expression in TAMs and M0 macrophages by Western blot. 

Six conditioned media were collected for human dermal lymphatic endothelial cells (HDLEC) proliferation, 

migration, matrigel assay and VEGF concentration analysis. Results: Compared with M0 macrophages, 

TAMs are overexpressed IL-10, CCL-13 mRNA and low expression of IL-12 and IL-1β mRNA. The secretion 

of TGF-β mRNA and IL-10 mRNA increased in the supernatant (P<0.05). Conditioned medium from 

HMGB1-stimulated RAGE+ TAMs activated lymph angiogenesis by upregulating the VEGF compared to M0 

macrophages (P<0.05). On the contrary, RAGE knockout obviously decreased the corresponding effects of 

HMGB1 preconditioned TAMs upon HDLEC. Conclusion: HMGB1 promotes the proliferation, migration 

and lymphatic formation of HDLEC by stimulating the RAGE receptor on TAMs and VEGF-C may be involved 

in that pathway.

Keywords high mobility group box-1; receptor for advanced glycation end; tumor-associated macrophages; lymph 

angiogenesis
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1.2.2  RAGE shRNA 慢病毒感染 THP-1 细胞

1×103个THP-1细胞接种于96孔板，加入200 μL  
R A G E  s h R N A 慢病毒， Co n t r o l  s h R N A 慢病毒作

为内参，cop GFP Control慢病毒作为对照。使用

Puromycin挑选稳定感染RAGE shRNA的THP-1克隆

细胞株，并传代、分析R AGE的表达。每组实验进

行3次。

1.2.3  THP-1 细胞极化为 TAMs 并收集条件培养基

P M A 诱 导 T H P - 1 细 胞 分 化 获 得 巨 噬 细 胞 ： 
10 ng/mL PMA培养1×106 RAGE+/− THP-1细胞24 h
获得R AG E + / − M 0巨噬细胞。1 0  ng / m L  PM A培养

1×106 RAGE+/− THP-1细胞6 h后加20 ng/mL IL -13和

IL -4培养18 h获得RAGE+/− TAMs[8]。去除极化刺激

后，将HMGB1(2 μg/mL)加入RAGE+/− M0巨噬细胞

和R AGE +/− TAMs培养基中孵育12 h后收集条件培

养基备用；同时收集孵育12 h后未加入HMGB1的

R AGE + M0巨噬细胞和R AGE + TAMs的上清液，存

于4 ℃备用。

1.2.4  蛋白质印迹法检测M0巨噬细胞及TAMs细胞

CD163，CD206及RAGE蛋白表达变化

M 0巨噬细胞及TA Ms细胞约1 × 1 0 6个，冷P BS
洗2次。加入细胞裂解缓冲液300 μL，于冰上裂解 
10 min，收集到Ep 管中，煮沸15 min，离心10 min， 
提 取 含 总 蛋 白 的 上 清 液 ， 进 行 蛋 白 浓 度 测 定 ，
− 2 0  ℃冻存。配置1 2 %的分离胶和4 %浓缩胶，固

定于电泳装置，加入电泳缓冲液。上样：蛋白标

志物及1×SDS共10 μL，检测样品每孔10 μL。电泳 
35 min，转膜及电转2 h，用TBST洗膜。于室温封

闭60 min，加入牛奶稀释一抗，于4 ℃冰箱过夜。

用TBST洗膜后加入二抗，于室温下孵育60 min；

用TBST洗膜后化学发光分析仪分析蛋白质含量。

1.2.5  RT-PCR 法检测 M0 巨噬细胞及 TAMs 细胞

的 IL-10，CCL-13，IL-12 及 IL-1β 的 mRNA 表达

M 0巨噬细胞及TA Ms细胞约1 × 1 0 6个，冷P BS
洗 2 次。加入 T R I z o l 液消化、裂解，离心、提取

RNA；测定RNA浓度及OD值；用PrimeScript® RT 
reagent Kit  w ith g DNA Eraser进行cDNA反转录，

总体积20 μL，反转录程序为37 ℃  15 min，85 ℃  
5  s；于冰上冷却后备用。基因引物序列 I L - 1 β ：

正 向 引 物 为 5 ' - A G T G C C T T G A G A T T C T - 3 ' ，
反 向 引 物 为 5 ' - G G TAT G C C A C TAT G C AT- 3 ' 。 
IL-10：正向引物为5'-AGTGGGGATGTTAGCCCT-3'，
反 向 引 物 为 5 ' -TA G G T T C T C T G G A AT T G - 3 ' 。 
IL-12：正向引物为5'-AGTGGAGTGCCAGGAGGACA-3'， 
反向引物为5'-TTCTTGGGTGGGTCAGGTTT-3'。 

CCL-13：正向引物为5'-GCTGACCCAAAGGAGAAGTG-3'，
反向引物为5'-CCAAAGCATAGAAGAGGAGGC-3'。
GAPDH：正向引物为5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3'，
反向引物为5'-GA AGATA ATGATGGGATTTC-3'。
RT-PCR反应体系：使用SYBR Premix Ex Taq II (Tli 
RNaseH Plus)进行扩增，扩增程序为95℃ 30 s，95℃ 
5 s，60℃ 30 s，45个循环，分析目的基因mRNA相对

含量。

1.2.6  ELISA方法检测M0巨噬细胞和TAMs的上清液

中TGF-β，IL-23，IL-10，TNF-α的表达量及条件 
培养基中VEGF-C的表达量

空白孔加标准品稀释液，其余相应孔中加标

本(100 μL)，36 ℃孵育90 min；洗板5次；空白孔

加生物素化抗体稀释液，其余孔加入生物素化抗

体工作液( 1 0 0  μ L /孔)，3 6  ℃孵育6 0  m i n；洗板 
5次；空白孔加酶结合物稀释液，其余孔加入酶结

合物工作液(100 μL/孔)，36 ℃孵育30 min；洗板 
5次；加入显色底物100 μL/孔，36 ℃孵育15 min；

加入终止液1 0 0  μ L /孔，混匀后刻测量O D 4 5 0  n m值 
(3 min内)。

1.2.7  CCK-8 实验检测 HDLEC 在条件培养基中的

增殖能力

H DLEC生长融合度达到80%左右后去除旧培

养基，制成细胞悬液，于9 6孔板中按照细胞数为

1 × 1 0 4/孔接种，于3 7  ℃  5 % CO 2培养，H D L EC细

胞贴壁后，去除培养基，分别加入收集的条件培

养基及对照组共 8 组： H M G B 1 ( 2  μ g / m L) 预处理

的R AGE+ M0巨噬细胞上清液、HMGB1(2 μg/mL)
预 处 理 的 R A G E −  M 0 巨 噬 细 胞 上 清 液 、 H M G B 1 
( 2  μ g / m L ) 预 处 理 的 R A G E +  T A M s 上 清 液 、

HMGB1(2 μg/mL)预处理的RAGE− TAMs上清液、

未 加 入 H M G B 1 的 R A G E +  M 0 巨 噬 细 胞 上 清 液 、

未加入H M G B 1的R AG E + TA M s上清液；H M G B 1 
(2 μg/mL)溶液及淋巴管内皮细胞培养基(MV2)作

为对照，每组设置3个复孔，于37 ℃  5%CO 2培养 
24 h；去除每组中的条件培养基，加入30 μL CCK-8
溶液，1 h后，于分光光度计测量OD450 nm值。

1.2.8  细胞迁移实验检测 HDLEC 在条件培养基中

的迁移能力

Transwell小室的下室内加入收集的条件培养基

及阴性和阳性对照组培养基(如上共8组)；HDLEC
制 成 细 胞 悬 液 ， 于 Tr a n s w e l l 小 室 的 上 室 内 按 照

5×104/孔接种HDLEC，于37 ℃ 5%CO2培养6 h；取

出Transwell小室的上室，用甲醛固定、苏木精染色

后于显微镜下计数迁移HDLEC的数量、拍照，每
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组设置3个复孔。

1.2.9  体外侵袭实验检测 HDLEC 在条件培养基中

形成淋巴管的能力

预热的基质(Matr igel)胶50 μL/孔快速平铺于

96孔板内，4 ℃内放置30 min，37 ℃  5%CO 2培养

箱 中 放 置 3 0  m i n 后 立 即 使 用 ； H D L E C 制 成 细 胞

悬液，于9 6孔板内按照1 × 1 0 4/孔接种H D L EC (轻

轻 平 铺 于 基 质 胶 表 面 ) ， 加 入 收 集 的 条 件 培 养

基 及 阴 性 和 阳 性 对 照 组 培 养 基 ( 如 上 共 8 组 ) ， 于  
37  ℃  5%CO 2培养6 h，取出96孔板于显微镜下观

察H D L EC成管情况并计数、拍照。每组设置3个  
复孔。

1.3  统计学处理

应用SPSS 20.0统计软件进行数据分析。计量

资料表示为均数±标准差(x±s)，两样本均数的比较

采用两独立样本t检验，多样本均数的比较釆用单

因素方差分析(ANOVA)。P<0.05为差异有统计学

意义。

2  结果

2.1  诱 导 THP-1 分 化 为 RAGE+/− M0 巨 噬 细 胞 及

RAGE+/− TAMs 细胞

2.1.1  在 THP-1 细胞中用 RAGE shRNA(h) Lentiviral 
Particles 沉默 RAGE 蛋白的表达

为观察 H M G B 1 蛋白与 TA M s 表面的 R A G E 结

合后是否具有生物学作用，使用R AGE shRNA(h) 
L ent iv i ra l  Par t ic les感染TH P-1细胞，以荧光素酶

报告系统检测发现， s h R A G E  T H P- 1细胞内荧光

素的活性高于R AGE + TH P-1细胞(P<0.05)，提示

RAGE shRNA(h) Lentiviral Particles在THP-1细胞内

稳定感染，为后续诱导RAGE+/− THP-1细胞分化为

R AGE+/− M0巨噬细胞及R AGE+/− TAMs细胞奠定基

础(图1A)。

2.1.2  成功诱导 RAGE+/− THP-1 细胞分化为 RAGE+/− 
M0 巨噬细胞及 RAGE+/− TAMs 细胞

使用PMA孵育悬浮的R AGE+/− THP-1细胞24 h
后细胞贴壁，部分细胞伸出伪足，获得 R A G E + / − 
M0巨噬细胞(图1B)。使用PMA孵育RAGE+/− THP-1
细胞6 h后再加入IL -13及IL -4继续孵育18 h后，细

胞贴壁，大部分细胞伸出伪足，细胞体积增大，

诱导获得R AGE+/− TAMs(图1C)。蛋白质印迹检测

示：由THP-1诱导的TAMs特异性的表达CD163，

CD206蛋白也表达R AGE，说明诱导TA Ms成功。

慢 病 毒 s h R A G E 感 染 的 TA M s 低 表 达 R A G E 蛋 白 
(图1D)。

2.2  THP-1 诱导的 TAMs 表达并分泌经典的炎性

细胞因子

为 进 一 步 验 证 TA M s 的 促 炎 性 细 胞 因 子 分 泌

功能，本研究通过RT-P CR检测TA Ms表达炎性细

胞因子IL -10 mRNA及CCL -13 mRNA情况及TAMs
分泌到上清液中的 TG F - β  m R N A 和 I L - 1 0  m R N A
的 表 达 情 况 ， 结 果 显 示 ： 与 M 0 巨 噬 细 胞 相 比 ，

TAMs高表达IL -10 mRNA(图2A)和CCL -13 mRNA 
(图2B)，低表达IL -12 mRNA(图2C)和IL -1β mRNA 
( 图 2 D) ，差异有统计学意义 ( P < 0 . 0 5 ) 。 TA M s 分

泌到上清液的TGF-β mRNA(图2E)和IL -10 mRNA 
( 图 2 F ) 表 达 量 也 较 M 0 巨 噬 细 胞 增 加 ， 差 异 有 统

计学意义( P < 0 . 0 5 )。TA M s分泌到上清液的 I L - 2 3 
mRNA(图2G)和TNF-α mRNA(图2H)表达量较M0
巨噬细胞减少，差异有统计学意义(P<0.05)。

2.3   HMGB1通过激活TAMs表面RAGE促进淋巴管

内皮细胞增殖

收集的6组上清液(H MGB1刺激的R AGE + M0
巨 噬 细 胞 上 清 液 、 H M G B 1 刺 激 的 R A G E −  M 0 巨

噬 细 胞 上 清 液 、 H M G B 1 刺 激 的 R A G E + TA M s 上

清 液 、 H M G B 1 刺 激 的 R A G E − TA M s 上 清 液 、 无

H M G B 1刺激的R AG E + TA M s上清液和无H M G B 1
刺激的R AGE− TAMs上清液)及对照组(淋巴管内皮

细胞培养基和2 μg/mL HMGB1)分别孵育HDLEC 
2 4  h后，CC K- 8实验结果显示：与其他组及对照

组 相 比 ， 由 H M G B 1 刺 激 的 R A G E + TA M s 上 清 液

孵育的H D L EC增殖能力最强( P < 0 . 0 5，图3 )。另

外 ， 由 H M G B 1 刺 激 的 R A G E +  M 0 巨 噬 细 胞 上 清

液和H MGB1刺激的R AGE − M0巨噬细胞上清液孵

育 的 H D L E C 增 殖 能 力 均 比 内 皮 细 胞 培 养 基 组 孵

育 的 H D L E C 增 殖 能 力 更 强 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.05，图3)。然而HMGB1刺激的R AGE− TAMs
上清液促进H D L EC增殖能力明显比H M G B 1刺激

的 R A G E +  TA M s 上 清 液 促 进 H D L E C 增 殖 能 力 更

弱，差异有统计学意义(P<0.05，图3)。
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图1 诱导THP-1分化为RAGE+/– M0巨噬细胞及RAGE+/– TAMs细胞

Figure 1 THP-1 cells expressed RAGE gene was knocked out and polarized to M0 macrophages and TAMs

(A)shRAGE THP-1细胞内荧光素的活性高于RAGE+ THP-1细胞；(B)RAGE+/– M0巨噬细胞(苏木精染色，×400)；(C)RAGE+/– 

TAMs(苏木精染色，×400)；(D)蛋白质印迹检测TAMs表达特异性的CD163，CD206蛋白同时表达RAGE，慢病毒shRAGE感

染的TAMs低表达RAGE蛋白(P<0.05)。

(A) The activity of luciferase in shRAGE THP-1 cells was higher than that in RAGE+ THP-1 cells; (B) RAGE+/– M0 macrophages (hematoxylin 

dyeing, ×400); (C) RAGE+/– TAMs (hematoxylin dyeing, ×400); (D) Western blot assay showed that TAMs expressed specific CD163 and 

CD206 proteins and RAGE receptors, while TAMs infected with lentivirus shRAGE expressed low RAGE proteins (P<0.05).

2.4   HMGB1通过激活TAMs表面RAGE促进淋巴管

内皮细胞迁移

收 集 的 6 组 上 清 液 及 对 照 组 2 组 分 别 孵 育

HDLEC 6 h后，通过细胞迁移实验(图4)发现 ： 与

其 他 5 组 及 对 照 组 比 ， 由 H M G B 1 刺 激 的 R A G E + 
T A M s 上 清 液 孵 育 的 H D L E C 迁 移 能 力 最 强

( P < 0 . 0 5 ) 。而 R A G E − TA M s 上清液则能明显减弱

H M G B 1 介 导 的 促 H D L E C 迁 移 能 力 ( P < 0 . 0 5 ) 。

另 外 ， 由 H M G B 1 刺 激 的 R A G E +  M 0 巨 噬 细 胞 上

清 液 和 H M G B 1 刺 激 的 R A G E −  M 0 巨 噬 细 胞 上 清

液 孵 育 的 H D L E C 增 殖 能 力 均 比 未 加 入 H M G B 1
刺 激 的 R A G E +  M 0 巨 噬 细 胞 上 清 液 ( 图 4 E ) 和

淋 巴 管 内 皮 细 胞 培 养 基 ( 对 照 组 ， 图 4 F ) 孵 育

的 H D L E C 迁 移 能 力 更 强 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

( P < 0 . 0 5 ，图 5 ) 。

2.5   HMGB1通过激活TAMs表面RAGE促进淋巴管

内皮细胞形成淋巴管

收 集 的 6 组 上 清 液 及 2 组 对 照 组 分 别 孵 育

H D L E C  6  h 后，通过体外侵袭实验 ( 图 6 ) 发现：

与其他5组及对照组比，由H M G B 1刺激的R AG E + 
TA M s 上 清 液 孵 育 的 H D L E C 形 成 的 淋 巴 管 数 目

最多( P < 0 . 0 5 ) 。而R A G E − TA M s上清液则能明显

减少H M G B 1介导的促H D L EC形成的淋巴管数目

(P<0.05)。另外，由HMGB1刺激的RAGE+ M0巨噬

细胞上清液和H MGB1刺激的R AGE − M0巨噬细胞

上清液孵育的HDLEC形成的淋巴管数目均比未加

入HMGB1刺激的RAGE+ M0巨噬细胞上清液(图6E)
和淋巴管内皮细胞培养基(对照组，图6 F)孵育的

HDLEC形成的淋巴管数目更多，差异有统计学意

义(P<0.05，图7)。
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2.6  HMGB1 激活 TAMs 表面 RAGE 促进 VEGF-C
分泌增加

收 集 的 6 组 上 清 液 及 2 组 对 照 组 培 养 基 ， 通

过 E L I S A 实 验 检 测 上 清 液 中 V E G F - C 的 含 量 ， 结

果 显 示 ： 与 其 他 5 组 及 对 照 组 相 比 ， 由 H M G B 1
刺 激 的 R A G E +  TA M s 上 清 液 中 V E G F - C 的 含 量

最 高 ( P < 0 . 0 5 ， 图 8 ) 。 而 H M G B 1 刺 激 的 R A G E − 

TA M s 上 清 液 中 V E G F - C 的 含 量 明 显 比 H M G B 1
刺 激 的 R A G E +  TA M s 上 清 液 中 V E G F - C 的 含 量

更 少 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 . 0 5 ， 图 8 ) ， 由

H M G B 1 刺 激 的 R A G E + / −  M 0 巨 噬 细 胞 上 清 液 中

V E G F - C 的 含 量 与 淋 巴 管 内 皮 细 胞 培 养 基 ( 对

照 组 ) 中 V E G F - C 的 含 量 无 明 显 差 异 ( P > 0 . 0 5 ， 
图8)。

图2 THP-1诱导的TAMs表达并分泌炎性细胞因子

Figure 2 Cytokine and chemerin expression in TAMs and M0 macrophages

RT-PCR分析(A)IL-10 mRNA，(B)CCL-13 mRNA，(C)IL-12 mRNA及(D)IL-1β mRNA在TAMs和M0巨噬细胞的表达(*P<0.05)。

ELISA检测TAMs和M0巨噬细胞上清液(E)TGF-β mRNA，(F)IL -10 mRNA，(G)IL -23 mRNA及(H)TNF-α mRNA表达

(*P<0.05)。

RT-PCR was used to analyze the expression of (A) IL-10, (B) CCL-13, (C) IL-12 and (D) IL-1β in TAMs and M0 macrophages (*P<0.05). 

The expressions of (E) TGF-β, (F) IL-10, (G) IL-23, and (H) TNF-αin supernatants of TAMs and M0 macrophages were detected by 

ELISA (*P<0.05).
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图4 HMGB1通过激活TAMs表面RAGE促进淋巴管内皮细胞迁移的数量(苏木精染色, ×400)

Figure 4 Number of lymphatic endothelial cells migrated by HMGB1 through activation of RAGE receptors on TAMs (hematoxylin 

dyeing, ×400)

HMGB1刺激的RAGE+ TAMs上清液(A)、HMGB1刺激的RAGE– TAMs上清液(B)、HMGB1刺激的RAGE+ M0巨噬细胞上清液

(C)、HMGB1刺激的RAGE– M0巨噬细胞上清液(D)、未加入HMGB1刺激的RAGE+ M0巨噬细胞上清液(E)、淋巴管内皮细胞

培养基(F)、未加入HMGB1刺激的RAGE+ TAMs上清液(G)及HMGB1溶液(H)。

RAGE+ TAMs supernatant stimulated by HMGB1 (A), RAGE– TAMs supernatant stimulated by HMGB1 (B), HMGB1-stimulated RAGE+ 

M0 macrophage supernatant (C), HMGB1-stimulated RAGE– M0 macrophage supernatant (D), RAGE+ M0 macrophage supernatant 

without HMGB1 stimulation (E), lymphatic endothelial cell culture medium (F), RAGE+ TAMs supernatant without HMGB1 stimulation 

(G) and HMGB1 supernatant solution (H).

图3 CCK-8实验检测淋巴管内皮细胞的增殖能力

Figure 3 Detection of proliferation of human dermal lymphatic endothelial cells by CCK-8 assay

HMGB1刺激的RAGE+ TAMs上清液孵育的HDLEC增殖能力最强(*P<0.05)。

HDLEC with HMGB1 stimulating RAGE+ TAMs upper liquid incubation has the strongest proliferation ability (*P<0.05).
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图5 Transwell法检测淋巴管内皮细胞的迁移的数量

Figure 5 Transwell method for detecting the number of human dermal lymphatic endothelial cells migration

RAGE– TAMs上清液则能明显减弱HMGB1介导的促HDLEC迁移能力(*P<0.05)。

RAGE– TAMs supernatant could significantly reduce the migration ability of HDLEC mediated by HMGB1(*P<0.05).

图6 HMGB1通过激活TAMs表面RAGE促进淋巴管内皮细胞形成淋巴管

Figure 6 HMGB1 promotes lymphatic vessel formation by activating RAGE receptors on TAMs

HMGB1刺激的RAGE+ TAMs上清液(A)、HMGB1刺激的RAGE– TAMs上清液(B)、HMGB1刺激的RAGE+ M0巨噬细胞上清液

(C)、HMGB1刺激的RAGE– M0巨噬细胞上清液(D)、未加入HMGB1刺激的RAGE+ M0巨噬细胞上清液(E)、淋巴管内皮细胞

培养基(F)、未加入HMGB1刺激的RAGE+ TAMs上清液(G)及HMGB1溶液(H)。

RAGE+ TAMs supernatant stimulated by HMGB1 (A), RAGE– TAMs supernatant stimulated by HMGB1 (B), HMGB1-stimulated RAGE+ 

M0 macrophage supernatant (C), HMGB1-stimulated RAGE– M0 macrophage supernatant (D), RAGE+ M0 macrophage supernatant 

without HMGB1 stimulation (E), lymphatic endothelial cell culture medium (F), RAGE+ TAMs supernatant without HMGB1 stimulation 

(G) and HMGB1 supernatant solution (H).
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图7 体外侵袭实验检测HDLEC在条件培养基中形成淋巴管的能力

Figure 7 Matrigel test to detect the ability of HDLEC to form lymphatic vessels in conditioned medium

HMGB1刺激的RAGE+ TAMs上清液孵育的HDLEC形成的淋巴管数目最多(*P<0.05)。

HMGB1 stimulated RAGE+ TAMs supernatant incubated with HDLEC formed the largest number of lymphatic vessels (*P<0.05).

图8 HMGB1激活TAMs表面RAGE促进VEGF-C分泌增加

Figure 8 HMGB1 activates RAGE receptors on TAMs to promote the secretion of VEGF-C

HMGB1刺激的RAGE+ TAMs上清液中VEGF-C的含量最高(*P<0.05，**P<0.001)。

The content of VEGF-C in RAGE+ TAMs supernatant stimulated by HMGB1 was the highest (*P<0.05, **P<0.001).
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3  讨论

异常的淋巴管生成作为肿瘤淋巴结转移过程

中的一部分，与肿瘤细胞无限繁殖及转移密切相

关[9]。然而，肿瘤性淋巴管结构与正常发育淋巴管

结构不一样，其发育异常且在淋巴管内皮细胞之

间有较大的不规则的间隙有利于肿瘤细胞间组织

液交换 [10]。增加的组织液使肿瘤间液体压增强，

同时来自肿瘤细胞和间质细胞的固体压力也在增

强，导致肿瘤性淋巴管内的压力比正常淋巴管大

1 0 ~ 1 0 0 倍 [ 1 1 ]， 这 种 结 构 的 改 变 使 更 多 的 来 自 肿

瘤微环境的各种细胞因子与淋巴液一起流向正常

的组织及淋巴组织，肿瘤微环境中的细胞化学信

号导致了淋巴系统的病理性改变 [12]。目前，越来
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越多的研究 [13]表明肿瘤相关淋巴管与肿瘤进展相

关，特别是肿瘤转移。因此，靶向作用于已经形

成的淋巴管或抑制局部淋巴管的新生，能够有效

地降低恶性肿瘤的淋巴结转移，延长患者的生存

时间[1]。

R A G E 是 一 种 I 型 跨 膜 蛋 白 受 体 ， 其 有 2 个 潜

在的 n - 糖基化区域，该区域羧酸化后促进 R A G E
与 H M G B 1 结合并诱导下游信号通路转导 [ 1 4 ]。巨

噬细胞表面的R AGE是目前已知的H MGB1蛋白亲

和力最高的受体 [ 6 ]。H M G B 1与上调的R AG E结合

后可使丝裂原活化蛋白激酶如 p 3 8 激酶， S A P K /
J N K ， E R K I / 2 磷 酸 化 [ 1 5 ]， 也 可 激 活 细 胞 分 裂 周

期蛋白42(Cdc42)、鸟苷三磷酸酶(R ac)、Janus激 
酶/信号转导和转录激活子( JA K/STAT)信号转导

通路 [16]，促进趋化因子、细胞因子等的产生，并

参 与 肿 瘤 增 殖 等 。 H M G B 1 信 号 通 路 转 导 也 可 以

通过Toll样受体(Toll-like receptor，TLR)进行，如

TLR-2和TLR-4[17]，虽然R AGE与HMGB1的亲和力

较TLR更强，但R AGE与TLR之间的相互作用所致

的生物学效应也有报道，细胞种类的不同以及病

理生理状态的不同也许是导致 R A G E 与不同受体

结合的原因之一 [ 1 8 ]。在本研究中，当 R A G E被敲

除后，HMGB1促进淋巴管生成的能力明显降低，

提示在淋巴管生成中，巨噬细胞表面的 R A G E 仍

然是与H MGB1亲和力最强的受体；同时，R AGE
可能也是HMGB1促淋巴管生成中起主要作用的受

体。 TA M s 能诱 导产生许多促内皮细胞生长的因

子，其中被认为最重要的细胞因子是 V E G F - C 。

Suzuki等 [19]研究发现：巨噬细胞通过诱导TGF-β分

泌进而上调VEGF-C的表达最终诱导淋巴管生成。

还有学者 [ 2 0 ]发现T N F- α信号通路的激活完全依赖

VEGFR3的活化，促炎性细胞因子TNF-α可以激活

巨噬细胞表面的肿瘤坏死因子受体1(tumor necrosis 
factor receptor 1，TNFR1)进而促进VEGF-C分泌，

V E G F - C 激 活 淋 巴 管 内 皮 细 胞 表 面 的 V E G F R 3 促

进淋巴管生成。我们发现 H M G B 1 刺激的 R A G E + 
TA M s 上 清 液 中 V E G F - C 的 含 量 最 高 ， 用 该 上 清

液 培 养 的 淋 巴 管 内 皮 细 胞 形 成 的 淋 巴 管 数 量 也

最多，证明 V E G F - C 在促进淋巴管生成中起重要  
作用。

本实验结果显示：虽然R A EG受体在M 0巨噬

细胞及TA Ms表面均有表达，但由H M G B 1刺激的

RAGE+ M0巨噬细胞上清液培养的淋巴管内皮细胞

形成的淋巴管管腔数目却比HMGB1刺激的R AGE+ 
TA M s 上清液培养的淋巴管管腔数目更少。有学 
者 [21-22]发现：R AGE蛋白具有明显的多态性，在巨

噬细胞极化过程中常常出现RAGE mRNA转录本重

编，使翻译的R AGE蛋白呈现出多态性，多态性有

可能影响基因转录活性、与配体结合的亲和力，

使R AG E发挥不同的生物学效应。因此，与M 0巨

噬细胞表面的RAGE相比，TAMs表面的RAGE很可

能与HMGB1蛋白的亲和力更高。虽然已有报道 [15] 

显示激活的 R A G E 常常作为经典的促炎症反应蛋

白，但本研究进一步证实了巨噬细胞极化状态不

同能改变R AGE引起的生物学效应。另外，与淋巴

管内皮细胞培养基相比，本实验提示HMGB1刺激

的RAGE+ M0巨噬细胞上清液虽然明显促进淋巴管

内皮细胞增殖能力，但其上清液中的VEGF-C并没

有明显升高；且HMGB1刺激的RAGE− M0巨噬细胞

上清液与HMGB1刺激的R AGE − TAMs上清液培养

的淋巴管内皮细胞的增殖能力也没有明显差异，

我们推测HMGB1有可能作为促淋巴管生成因子作

用于淋巴管内皮细胞进而促进淋巴管内皮细胞增

殖 [23]。在人类发生炎症反应时HMGB1可以通过激

活细胞间黏附分子1和内皮细胞黏附分子1改变内

皮细胞功能 [24]，但HMGB1是否需要与淋巴管内皮

细胞表面的分子协同作用促进淋巴管生成目前仍

不明确。

综上所述，本研究表明HMGB1通过激活肿瘤

相关巨噬细胞表面 R A G E 促进淋巴管生成，在这

一过程中细胞因子 V E G F - C 起着重要作用；当沉

默TA Ms的R AGE基因后，淋巴管形成能力明显降

低。这将为寻找新制剂、抑制恶性肿瘤细胞发生

淋巴管转移提供新的理论基础。但恶性肿瘤淋巴

结转移过程与TA Ms表面R AGE相关的下游信号通

路之间的关系尚不明确，还需要进一步的研究。
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