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下调 HMGB2表达对肝癌 LM3细胞上皮-间质转化的抑制作用及

其 AKT/mTOR信号通路机制
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［［摘 要］］   目的目的：探讨下调肝癌细胞中高迁移率族框蛋白 2 （HMGB2） 表达对肝癌细胞生物学行为

及上皮-间质转化 （EMT） 进程的影响，并阐明其作用机制。方法方法：对数生长期的人肝癌 LM3 细胞分

为阴性对照组和 HMGB2 RNA 干扰组 （HMGB2 siRNA 组），分别以 Lipofectamin 2000 为载体转染无

关序列的 RNA 寡核苷酸 （RNA oligo） 和敲除 HMGB2 序列的 RNA oligo。采用实时荧光定量 PCR
（RT-qPCR） 法和 Western blotting 法检测 2 组细胞中 HMGB2 mRNA 和蛋白表达水平，分别采用细胞

划痕实验和 Transwell小室实验检测 2 组细胞的迁移和侵袭能力，采用 Western blotting 法检测 2 组细胞

中 E- 钙 黏 蛋 白 （E-cadherin）、 N- 钙 黏 蛋 白 （N-cadherin）、 波 形 蛋 白 （Vimentin） 和 蛋 白 激 酶 B
（AKT） /哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （mTOR） 通路相关蛋白表达水平。结果结果：与阴性对照组比较，

HMGB2 siRNA 组细胞中 HMGB2 mRNA 和蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 05），HMGB2 siRNA 组
细胞划痕愈合率明显降低 （P<0. 01），侵袭细胞数明显减少 （P<0. 01），细胞中 E-cadherin 蛋白表达

水平明显升高 （P<0. 01），N-cadherin、Vimentin、mTOR、AKT 和磷酸化 AKT （p-AKT） 蛋白表

达水平明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。结论结论：：下调 HMGB2 的表达可降低肝癌 LM3 细胞迁移和侵袭

能力并抑制 EMT，其作用机制可能与参与调节 AKT/mTOR 通路相关蛋白表达有关。

［［关键词］］   肝肿瘤； 高迁移率族框蛋白 2； 上皮-间质转化； 细胞迁移； 细胞侵袭； 蛋白激酶 B/哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白
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（HMGB2） expression on the biological behavior of the liver cancer cells and the epithelial-mesenchymal 
transition （EMT） process， and to clarify its mechanism.  Methods：The human liver cancer LM3 cells at 
logarithmic growth phase were divided into negative control group and HMGB2 RNA interference group 
（HMGB2 siRNA group）；the cells in two groups were transfected with RNA oligonucleotides（RNA 
oligos） with irrelevant sequences and RNA oligos designed to knock down HMGB2， and the Lipofectamine 
2000 was regarded as the vector. The expression levels of HMGB2 mRNA and protein in the cells in two 
groups were detected by real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） and Western blotting 
methods； cell scratch assay and Transwell chamber assay were used to detect the migration and invasion 
abilities of the cells in two groups； the expression levels of E-cadherin， N-cadherin， and Vimentin proteins 
and protein kinase B （AKT）/mammalian target of rapamycin （mTOR） pathway related proteins in the 
cells in two groups were detected by Western blotting method.  Results：Compared with negative control 
group， the expression levels of HMGB2 mRNA and protein in the cells in HMGB2 siRNA group were 
significantly decreased （P<0. 05），the cell scratch healing rate was significantly decreased （P<0. 01），the 
number of invasion cells was significantly decreased （P<0. 01），and the expression level of E-cadherin 
protein in the cells was significantly increased （P<0. 01）， while the expression levels of N-cadherin， 
Vimentin， mTOR， AKT， and phosphorylated AKT （p-AKT） proteins in the cells were significantly 
decreased （P<0. 05 or P<0. 01）.  Conclusion：Downregulating the expression of HMGB2 can reduce the 
migration and invasion abilities of the liver cancer LM3 cells and inhibit the EMT， and its mechanism may 
be related to regulating the expression of the AKT/mTOR pathway related  proteins.
KEYWORDS Liver carcinoma； High mobility group box protein 2； Epithelial-mesenchymal transition；
Cell migration；Cell invasion；Protein kinase B/mammalian target of rapamycin

高迁移率族框蛋白 2 （high mobility group box 
protein 2， HMGB2） 作为高迁移率族蛋白 （high 
mobility group protein，HMG） 家族成员之一，广

泛参与多种重要的核内生物学功能，包括调节

DNA 复制、转录、重组和修复等［1-2］。研究［3-5］ 显

示：HMGB2 在多种肿瘤组织中的表达均存在异

常，肝癌组织中 HMGB2 表达高于正常组织，并且

与肝癌的严重程度和预后呈正相关关系。研究［6］

表明：HMG 家族成员可能是一种新型的上皮-间质

转化 （epithelial-mesenchymal transition，EMT） 介

导物，在肿瘤的侵袭和转移方面发挥重要作用。但

有关 HMGB2 与肝癌 EMT 之间的关系尚未完全阐

明。本研究拟通过体外实验，探讨采用小干扰 RNA
（small interfering RNA， siRNA） 下调肝癌细胞中

HMGB2 表达对肝癌细胞迁移和侵袭的影响，并从

如何调控 EMT 进程的角度阐明 HMGB2 的作用机

制，为揭示 HMGB2 在肝癌转移和复发中的作用提

供新的证据。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　人肝癌 LM3 细胞株

（WHELAB C1010） 购自上海盈湾生物科技有限公

司。 DMEM 高 糖 培 养 基 购 自 德 国 Brand 公 司，

青-链霉素双抗购自美国 Gibco 公司，胎牛血清

（fetal bovine serum， FBS） 购 自 美 国 CLARK 公

司，RIPA 裂解液购自上海碧云天生物技术有限公

司，总 RNA 提取剂 （TRIzol） 购自天根生化科技

（北京） 有限公司，逆转录试剂盒和实时荧光定量

PCR （real-time fluorescence quantitative PCR，  
RT-qPCR） 试剂盒均购自北京全式金生物有限公

司 ， E- 钙 黏 蛋 白 （E-cadherin）、 N- 钙 黏 蛋 白

（N-cadherin）、波形蛋白 （Vimentin）、哺乳动物雷

帕 霉 素 靶 蛋 白 （mammalian target of rapamycin，  
mTOR）、 蛋 白 激 酶 B （protein kinase B， AKT）

和 磷 酸 化 AKT （phosphorylated AKT， p-AKT）

一抗及二抗均购自美国 Abcam 公司，RNA oligo 购

自苏州吉玛基因股份有限公司，Lipofectamine 2000
购自法国 Polyplus 公司。倒置光学显微镜购自日本

Olympus 公司，7500 Fast 型荧光定量 PCR 仪购自

美国 ABI 公司，电泳仪购自美国 Wealtec 公司，全

自动化学发光图像分析系统购自上海 Tanon 公司。

1. 2　　细胞培养细胞培养　　LM3 细胞采用含 10% FBS 和 1%
青- 链 霉 素 双 抗 的 DMEM 高 糖 培 养 基 于 37 ℃ 、

5%CO2条件下孵育。当细胞融合度达 80%~100%
时消化传代。
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1. 3　　细胞分组和处理方法细胞分组和处理方法　　当 LM3 细胞生长至对

数生长期时，将细胞消化，铺于 6 孔细胞培养板

中。将细胞分为阴性对照组和 HMGB2 RNA 干扰

组 （HMGB2 siRNA 组），分别转染 RNA 干扰无关

序 列 和 HMGB2 siRNA。 RNA 寡 核 苷 酸 （RNA 
oligonucleotides， RNA oligo）（GCAGUCAGCC-

AAAGAUAAATT） 由苏州吉玛基因股份有限公

司 设 计 并 通 过 化 学 合 成 法 合 成 。 转 染 时 以

Lipofectamin 2000 为载体，按照说明书进行操作。

1. 4　　RT-qPCR 法检测法检测 2 组细胞中组细胞中 HMGB2 mRNA

表达水平表达水平　　细胞分组见“1. 3”。细胞转染 24 h 后，

采 用 TRIzol 试 剂 （每 孔 100 μL） 提 取 细 胞 总

RNA，逆转录试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA，采

用 SYBR Green 荧 光 定 量 PCR 试 剂 盒 进 行

RT-qPCR 检测，实验重复 3 次。PCR 引物序列：

HMGB2， F 5'-GTGAAATGTGGTCTGAGCA-

GTC-3'， R 5'-CCTGCTTCACTTTTGCCCTT-

GG-3'； 18S， F 5'-CATTCGAACGTCTGCCCT-

AT-3'，R 5'-GATGTGGTAGCCGTTTCTCA-3'。
采用 2－∆∆Ct 法计算 2 组细胞中 HMGB2 mRNA 表达

水平。

1. 5　　细胞划痕实验检测细胞划痕实验检测 2 组细胞划痕愈合率组细胞划痕愈合率　　细

胞分组见“1. 3”。取对数生长期的 LM3 细胞接种

于 6 孔细胞培养板，24 h 后细胞汇合度达 100% 时，

采用枪头小侧划破细胞中轴，进行转染并换液。以

上实验每组重复 2 次。于转染 0、24、48 和 72 h 时

用显微镜拍摄划痕的愈合程度，计算细胞划痕愈合

率，细胞划痕愈合率= （0 h 细胞划痕宽度－不同

时间点细胞划痕宽度） /0 h 细胞划痕宽度×100%。

1. 6　　Transwell 小室实验检测小室实验检测 2 组细胞中侵袭细胞组细胞中侵袭细胞

数数　　细胞分组见“1. 3”。采用含 5%FBS 的 DMEM
培养基将 2 组 LM3 细胞制成密度为 1×105 mL－1 的

细胞悬液，每个 Transwell 小室上层中加入 100 μL
细胞悬液，小室下方加入含 10% FBS 的 DMEM 培

养基 500 μL。培养 48 h 后，结晶紫染色，显微镜拍

照，记录侵入小室下方的细胞数量，即侵袭细胞

数。以上实验每组重复 3 次。

1. 7　　Western blotting 法检测法检测 2 组细胞中组细胞中 HMGB2、、

EMT 相关蛋白和相关蛋白和 AKT/mTOR 通路相关蛋白表达通路相关蛋白表达

水平水平　　细胞分组见“1. 3”。细胞转染 48 h 后，加入

适量的 RIPA 提取细胞总蛋白，采用 BCA 法测定蛋

白浓度，用 SDS-PAGE 凝胶电泳蛋白，然后将蛋

白转移至 PVDF 膜上，用 5% 脱脂牛奶进行封闭

后，分别加入 HMGB2、 E-cadherin、 N-cadherin、
Vimentin、mTOR、AKT和p-AKT一抗（1：1 000），
4 ℃过夜，第 2 天用辣根过氧化物酶标记的二抗室

温孵育 2 h，显影仪显影，拍照，分析蛋白条带灰

度值，计算细胞中目的蛋白表达水平。目的蛋白表

达水平=目的蛋白条带灰度值/GAPDH 蛋白条带

灰度值。

1. 8　　统计学分析统计学分析　　采用 SPSS 22. 0 统计软件进行

统计学分析。2 组细胞划痕愈合率，侵袭细胞数，

细胞中 HMGB2 mRNA 和蛋白表达水平，细胞中

E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、mTOR、AKT
和 p-AKT 蛋白表达水平，均符合正态分布，以 x±s
表示，2 组间样本均数比较采用两独立样本 t 检验，

不同时间点样本均数比较采用单因素方差分析。以

P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结   果  

2. 1　　2 组细胞中组细胞中 HMGB2 mRNA 和蛋白表达水平和蛋白表达水平　　

与阴性对照组 （1. 00±0. 04 和 1. 96±0. 17） 比较，

HMGB2 siRNA 组细胞中 HMGB2 mRNA 和蛋白表

达水平 （0. 27±0. 09 和 1. 03±0. 95） 均明显降低

（P<0. 05 或 P<0. 01）。见图 1。

2. 2　　 2 组细胞划痕愈合率组细胞划痕愈合率　　与阴性对照组比较，

24、 48 和 72 h 时 HMGB2 siRNA 组细胞划痕愈合

率均明显降低 （P<0. 01）。见图 2 和 3。
2. 3　　 2 组 细 胞 中 侵 袭 细 胞 数组 细 胞 中 侵 袭 细 胞 数　　 与 阴 性 对 照 组

（232. 67 个 ±11. 67 个） 比较， HMGB2 siRNA 组

细胞中侵袭细胞数 （8. 62 个±2. 52 个） 明显减少

（P<0. 01）。见图 4。
2. 4　　2 组细胞中组细胞中 EMT 相关蛋白表达水平相关蛋白表达水平　　与阴性

对照组比较，HMGB2 siRNA 组细胞中 E-cadherin

Lane 1：Negative control group； Lane 2：HMGB2 siRNA 
group.
图图 1　　Western blotting 法检测法检测 2 组细胞中组细胞中 HMGB2 蛋蛋

白表达电泳图白表达电泳图

Fig. 1　　 Electrophoregram of expression of HMGB2 

protein in cells in two groups detected by Western 

blotting method
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蛋白表达水平明显升高 （P<0. 01），N-cadherin 和

Vimentin 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05）。

见图 5。
2. 5　　 2 组细胞中组细胞中 AKT/mTOR 通路相关蛋白表达通路相关蛋白表达

水平水平　　与阴性对照组比较，HMGB2 siRNA 组细胞

中 mTOR、AKT 和 p-AKT 蛋白表达水平均明显降

低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。见图 6。

3 讨   论  

肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，具有发病

率高、病程隐匿和预后凶险等临床特征。与肺癌、

结肠癌和乳腺癌等其他恶性肿瘤比较，肝癌患者术

后复发率相对更高，一般术后 3 年复发率为 40%~
50%，术后 5 年复发率达到 60%~70% ［7］。肝癌恶

性程度较高，肝癌患者临床生存率偏低，预后较

差，主要是由于肝癌容易出现复发和转移［8］。通过

寻找潜在的药物新靶点实现对肝癌细胞侵袭能力的

抑制，进而预防肝癌的转移和复发，是目前肝癌研

究的重点。

HMG 是一种高度进化的保守核蛋白，普遍存

在 于 所 有 真 核 生 物 的 细 胞 内［9］， 其 家 族 成 员

HMGB2 能与 DNA 结构域结合，参与 DNA 核小体

的稳定，可与多种转录因子如 c-Myc、p21、p53 和

核因子 κB （nuclear factor kappa-B，  NF-κB） 结合

参与转录调控，同时可接受微小 RNA （microRNA，

miRNA） 的调控，在 DNA 重组、损伤修复、细胞

复 制 和 分 化 成 熟 等 过 程 中 起 重 要 作 用［10-13］。

HMGB2 除了具有作为核蛋白的生物学作用外，还

是一个在炎症反应和细胞分化过程中发挥功能的细

A-D：Negative control group；E-H：HMGB2 siRNA group；A，E：0 h；B，F：24 h；C，G：48 h；D，H：72 h.
图图 2　细胞划痕实验检测　细胞划痕实验检测 2 组细胞划痕愈合情况组细胞划痕愈合情况(×100 )

Fig. 2　　Scratch healing of cells in two groups detected by cell scratch assay(×100 )

*P<0.01 compared with negative control group.
图图 3　　2 组细胞划痕愈合率组细胞划痕愈合率

Fig. 3　　Scratch healing rates of cells in two groups

A：Negative control group； B：HMGB2 siRNA group.
图图 4　　 Transwell 小室实验检测小室实验检测 2 组细胞侵袭情况组细胞侵袭情况（（结晶结晶

紫紫，，×200））
Fig. 4　　 Invasion of cells in two groups detected by 

Transwell chamber assay（（Crystal violet，，×200））
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胞外信号分子［14-15］，因此在肿瘤的侵袭和转移方面

可能发挥着重要作用。为了研究 HMGB2 在肝细胞

癌 中 的 作 用 及 相 关 机 制 ， 本 研 究 首 先 将 敲 低

HMGB2 表达的 RNA oligo 序列转染至肝癌细胞中，

结果显示：敲低 HMGB2 的肝癌细胞划痕愈合率明

显低于阴性对照组，且其侵袭能力明显降低。研

究［5］ 表 明 ： HMGB2 高 表 达 与 肝 癌 病 理 分 级 和

TNM 分期有密切关联。越来越多的研究［16-18］也已

经证实：HMGB2 与癌症患者的不良预后有关，其

高表达加速了癌细胞的体外增殖、迁移和侵袭，敲

低 HMGB2 表达则可导致相反结果。HMGB2 是一

种肿瘤转移促进基因，因此已成为非常有潜力的肿

瘤早期诊断、预后评估和耐药监测方面的标志物，

也有研究者［10，19］ 将其作为对抗癌症复发及转移方

面药物治疗的靶点。

EMT 是上皮细胞通过特定的程序转化为具有

间质表型细胞的生物学过程，赋予了细胞较高的迁

移、侵袭、抗凋亡和降解细胞外基质的能力。因

此，HMGB2 可能通过 EMT 途径促进肝癌细胞迁

移和侵袭。本研究对细胞中 EMT 相关蛋白进行检

测，结果显示：HMGB2 siRNA组细胞中 E-cadherin
蛋白表达水平升高，N-cadherin 和 Vimentin 蛋白表

达水平降低，与 EMT 受到抑制后的趋势相同，即

HMGB2 高 表 达 可 以 促 进 EMT 的 发 生 ， 下 调

HMGB2 表达可以逆转该过程。

AKT 是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，是许多信号

通路的关键组成部分，mTOR 是 AKT 磷酸化的重

要下游效应分子，也是控制细胞生长、增殖和存活

及基因组稳定性、葡萄糖代谢和新生血管的效应因

子，AKT/mTOR 通路相关蛋白表达水平变化是

Lane 1：Negative control group； Lane 2：HMGB2 siRNA 
group. *P<0.05， **P<0.01 compared with negative control 
group.
图图 5　　Western blotting 法检测法检测 2 组细胞中组细胞中 E-cadherin、、

N-cadherin 和和 Vimentin 蛋 白 表 达 电 泳 图蛋 白 表 达 电 泳 图（（A））和和

直条图直条图（（B））

Fig. 5　　 Electrophoregram(A) and histogram(B) of 

expressions of E-cadherin, N-cadherin, and Vimentin 

proteins in cells in two groups detected by Western 

blotting method

Lane 1：Negative control group； Lane 2：HMGB2 siRNA 
group. *P<0.05， **P<0.01 compared with negative control 
group.
图图 6　　Western blotting 法检测法检测 2 组细胞中组细胞中 mTOR、、AKT

和和 p-AKT 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B））

Fig. 6　　 Electrophoregram(A) and histogram(B) of 

expressions of mTOR, p-AKT and AKT proteins  in 

cells in two groups detected by Western blotting method
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EMT 发生的基础［20-22］。ZHU 等［23］ 研究发现：异

牡 荆 素 可 通 过 磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶

（phosphatidylinositol 3-kinase， PI3K） /AKT/
mTOR 信号通路调节细胞凋亡和 EMT，从而抑制

人类结肠癌细胞的生长。 LUO 等［24］ 研究发现：

YTH N6- 甲 基 腺 苷 （m6A） RNA 结 合 蛋 白 1
［YTH N6-methyladenosine （m6A） RNA binding 
protein 1， YTHDF1］ 通 过 激 活 PI3K/AKT/
mTOR 信号通路促进肝细胞癌细胞生长，并通过

激活 PI3K/AKT/mTOR 信号通路和诱导 EMT 促

进肝细胞癌进展。以上研究均证实：AKT/mTOR
是导致 EMT 发生的重要通路，是癌细胞迁移和侵

袭能力提高的重要机制之一。本研究结果显示：下

调 HMGB2 表达后，肝癌细胞中 p-AKT 和 mTOR
蛋白表达水平均明显升高，提示 HMGB2 对肝癌细

胞 EMT 进程的影响同样是通过 AKT/mTOR 途径

实现的。

本研究初步证实了降低 HMGB2 的表达能够抑

制 肝 癌 细 胞 侵 袭 和 迁 移 ， 并 且 能 够 通 过 AKT/
mTOR 通路抑制肝癌细胞 EMT 发生。但本研究还

存在一定的局限性：由于实验条件限制并没有建立

HMGB2 过表达组，通过增加 HMGB2 的表达对肝

癌 细 胞 的 影 响 尚 不 清 楚 ， 尚 未 确 定 HMGB2 与

AKT/mTOR 信号通路蛋白之间的关系。
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