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  [摘要] 目的 探讨高迁移率族蛋白1(HMGB1)对视网膜母细胞瘤(RB)细胞增殖、凋亡等行为的调控作

用及机制。方法 检测比较RB细胞株Y79细胞和正常视网膜上皮细胞株ARPE-19细胞 HMGB1表达情况。
通过转染慢病毒 HMGB1-siRNA干扰Y79细胞 HMGB1表达,分为对照组、siRNA

 

NC组和siRNA
 

HMGB1
组,分析对细胞增殖、凋亡及细胞周期的影响。利用裸鼠成瘤模型研究干扰 HMGB1表达对RB肿瘤生长的影

响,并分析Toll样受体4(TLR4)、髓样分化因子88(MyD88)、核转录因子-κB(NF-κB)表达情况,探讨其作用机

制。结果 Y79细胞中HMGB1表达明显高于ARPE-19细胞(P<0.05),干扰HMGB1表达明显抑制Y79细

胞增殖。siRNA
 

HMGB1组细胞凋亡率明显高于对照组和siRNA
 

NC组(P<0.05)。与对照组和siRNA
 

NC
组比较,siRNA

 

HMGB1组细胞G0/G1 期比例明显增高,S期和G2/M期明显减少(P<0.05)。裸鼠成瘤模型

显示siRNA
 

HMGB1组肿瘤体积和质量均低于对照组(P<0.05)。与ARPE-19细胞比较,Y79细胞TLR-4、

MyD88及 NF-κB蛋 白 和 mRNA 水 平 均 明 显 增 高 (P<0.05)。与 对 照 组 和siRNA
 

NC组 比 较,siRNA
 

HMGB1组细胞TLR-4、MyD88及NF-κB蛋白和 mRNA水平均明显降低(P<0.05)。结论 干扰RB细胞

HMGB1表达可通过TLR-4/MyD88/NF-κB信号通路抑制细胞增殖、促进细胞凋亡。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

regulation
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

high
 

mobility
 

group
 

box-1
 

protein
 

(HMGB1)
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

Retinoblastoma
 

(RB)
 

cells.Methods The
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

in
 

RB
 

cell
 

line
 

Y79
 

cells
 

and
 

normal
 

retinal
 

epithelial
 

cell
 

line
 

ARPE-19
 

cells,was
 

detected
 

and
 

compared.The
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

was
 

interfered
 

by
 

transfection
 

of
 

lentivirus
 

HMGB1-siRNA
 

in
 

Y79
 

cells,divided
 

into
 

the
 

control
 

group,the
 

siRNA
 

NC
 

group
 

and
 

the
 

siRNA
 

HMGB1
 

group,and
 

the
 

effects
 

on
 

cell
 

proliferation,apoptosis
 

and
 

cell
 

cycle
 

were
 

analyzed.The
 

effect
 

of
 

interfering
 

HMGB1
 

expression
 

on
 

RB
 

growth
 

was
 

studied
 

in
 

nude
 

mouse
 

tumorigenic
 

model,and
 

the
 

expression
 

of
 

toll-like
 

receptor
 

4
 

(TLR4),mye-
loid

 

differentiation
 

factor
 

88
 

(MyD88)
 

and
 

nuclear
 

transcription
 

factor-κB
 

(NF-κB)
 

was
 

analyzed
 

to
 

explore
 

the
 

mechanism.Results The
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

in
 

Y79
 

cells
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

ARPE-
19

 

cells
 

(P<0.05).The
 

interference
 

with
 

HMGB1
 

expression
 

significantly
 

inhibited
 

the
 

proliferation
 

of
 

Y79
 

cells.The
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

siRNA
 

HMGB1
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
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siRNA
 

NC
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

and
 

siRNA
 

NC
 

group,the
 

proportion
 

of
 

G0/

G1 phase
 

cells
 

in
 

siRNA
 

HMGB1
 

group
 

was
 

significantly
 

increased,while
 

S
 

phase
 

and
 

G2/M
 

phase
 

cells
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Nude
 

mouse
 

tumor
 

model
 

showed
 

that
 

the
 

tumor
 

volume
 

and
 

weight
 

in
 

siRNA
 

HMGB1
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

ARPE-19
 

cells,

TLR-4,MyD88,NF-κB,and
 

mRNA
 

levels
 

in
 

Y79
 

cells
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

siRNA
 

NC
 

group,TLR-4,MyD88,NF-κB,and
 

mRNA
 

levels
 

in
 

the
 

siRNA
 

HMGB1
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion Interfering
 

with
 

HMGB1
 

expression
 

can
 

inhibit
 

RB
 

cells
 

can
 

inhibit
 

cell
 

proliferation
 

and
 

promote
 

apoptosis
 

through
 

TLR-4/MyD88/NF-κB
 

signal
 

pathway.
[Key

 

words] high
 

mobility
 

group
 

box-1
 

protein;retinoblastoma;proliferation;apoptosis;cell
 

cycle

  视网膜母细胞瘤(retinoblastoma,RB)是恶性程

度较高的眼内恶性肿瘤,能引起视网膜病变并侵犯视

神经,直接影响患儿视力及生活质量[1]。RB多发于

婴幼儿期,且发病隐匿,多数确诊时已错过治疗时机。
统计表明,发达国家RB患儿5年生存率超过90%,
而中国患儿的保眼率和生存率仍相对较低,诊断治疗

方案亟待完善[2]。高度恶性和转移性是RB的特点,
也是目前临床治疗的难点[3]。明确调控RB恶性增殖

的分子调控机制,可为临床靶向治疗提供依据。
高迁移率族蛋白1(high

 

mobility
 

group
 

box-1
 

protein,HMGB1)作为一类非组蛋白,具有高移动性

和促炎作用。HMGB1能被巨噬细胞、肿瘤坏死因子

诱导,参与了多种病理生理过程的调控[4]。研究发

现,肿瘤细胞内HMGB1参与的信号通路可影响细胞

的增殖、侵袭及凋亡,具有明显的分子靶点意义[5-6]。
关于HMGB1表达对RB发生、发展的影响及机制尚

不明确,因此,本研究拟探讨 HMGB1对RB细胞恶

性生物学行为的调控作用及机制,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验细胞

  实验用RB细胞株Y79细胞和正常视网膜上皮

细胞株 ARPE-19细胞均购自中国科学院细胞库。

BALB/C(nu/nu)雌鼠(体重18~21
 

g,周龄4~6
 

周)
购自上海斯莱克动物实验中心。

1.1.2 主要试剂与仪器

  慢病毒 HMGB1-siRNA由上海吉凯基因化学技

术有限公司构建;HMGB1、核转录因子-κB(nuclear
 

factor-kappa
 

B,NF-κB)和 甘 油 醛-3-磷 酸 脱 氢 酶

(glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase,GAP-
DH)一抗及羊抗兔IgG-辣根过氧化物酶(horseradish

 

peroxidase,HRP)购自英国Abcam公司;Toll样受体

4(Toll-like
 

receptor
 

4,TLR4)一抗、髓样分化因子88
(myeloid

 

differentiation
 

primary
 

response
 

gene
 

88,

MyD88)一抗购自美国Sigma公司;胎牛血清购自美

国Gibco公司;RPMI
 

1640培养基购自美国 Hyclone
公司。细胞恒温培养箱购自美国Thermo公司;化学

发光成像系统购自美国Bio-Rad公司;图像分析系统

购自日本Olympus公司;免疫印迹用电泳和转移系

统购自美国Bio-Rad公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞转染特异性siRNA
  细胞常规培养至对数期,计数并接种至6孔板,
用无血清培养基培养过夜。预先使用 Opti-MEM

 

Ⅰ
稀释siRNA

 

oligo至浓度为1
 

μmol/L;用50
 

μL
 

Opti-
MEM

 

Ⅰ稀释LipofectamineTM2000备用,定量混合两

种试剂制备LipofectamineTM2000复合物。将Lipo-
fectamineTM2000复合物加入每个细胞孔,常规培养

孵育24
 

h,检测siRNA转染情况。

1.2.2 RNA提取与逆转录PCR(reverse
 

transcrip-
tion

 

RCR,RT-PCR)反应

  离心收集Y79细胞加入1
 

mL的TRIzol充分裂

解,按0.2
 

mL/mL比例加入氯仿剧烈震荡收集上层

含RNA 水相;使用 RNase
 

free
 

water溶解提取总

RNA。按逆转录试剂盒操作合成cDNA;依据试剂盒

说明配置反应体系,反复扩增40个循环。

1.2.3 MTT法检测细胞增殖

  常规培养Y79细胞并以1×105 个/孔接种至96
孔板,调整终体积200

 

μL,分为对照组、siRNA
 

NC组

和siRNA
 

HMGB1组。每孔加入20
 

μL体积5
 

mg/

mL的MTT试剂和200
 

μL无血清培养基,37
 

℃孵育

4
 

h。吸除培养基后加入150
 

μL
 

DMSO涡旋震荡充

分溶解,检测吸光度计算细胞增殖情况。

1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡

  Y79细胞经分组后分别加入1
 

mL不含乙二胺四

乙酸(ethylene
 

diamine
 

tetraacetic
 

acid,EDTA)的胰

酶消化后离心5
 

min获得细胞沉淀,用磷酸盐缓冲液

(phosphate
 

buffered
 

saline,PBS)轻轻重悬细胞并离

心收集细胞沉淀。使用稀释的1×Binding
 

Buffer制

备细胞悬液,并加入染色试剂膜联蛋白 V(Annex-
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inV)-异硫氰酸荧光素(fluorescein
 

isothiocyanate
 

iso-
mer,FITC)和碘化丙啶(polyvinylidene

 

fluoride,PI)
混匀,避光环境下室温孵育后于1

 

h内上机检测。

1.2.5 流式细胞术检测细胞周期

  Y79细胞经分组后分别加入1
 

mL不含EDTA
的胰酶消化后离心5

 

min获得细胞沉淀;使用预冷的

70%乙醇混悬后4
 

℃过夜固定;用PBS重悬细胞清洗

后加入PI染料避光孵育;上机检测细胞周期分布

情况。

1.2.6 裸鼠RB肿瘤模型的构建

  取培养至对数生长期的Y79细胞株分组处理,培
养至密度为80%~90%,收集细胞悬液。选择常规饲

养的12只裸鼠,依据注射细胞悬液类型分为对照组

和siRNA
 

HMGB1组。分别于裸鼠右侧肩胛区旁注

射等量细胞悬液。定期观察裸鼠瘤体形成时间、体积

及体重等;待成瘤后取瘤体,根据体积=长度×宽度2×
0.5估算体积,并绘制瘤体变化曲线换算成瘤率。

1.3 统计学处理

  利用GraphPad
 

Prism
 

6.01软件制作统计图,采
用SPSS20.0软件进行数据分析,计量资料以x±s表

示,比较采用方差分析,以P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 HMGB1蛋白表达及Y79细胞增殖情况

  Y79细胞中 HMGB1表达水平明显高于ARPE-
19细胞(P<0.05)。Y79细胞增殖率随慢病毒感染

剂量增加而降低,且随转染时间细胞增殖率逐渐降

低,见图1。

  A、B:细胞 HMGB1表达水平比较;C、D:Y79细胞转染慢病毒增殖情况;a:P<0.05,与 ARPE-19细胞比较;b:P<0.05,与对照组和siRNA
 

NC组比较。

图1  HMGB1蛋白表达情况及Y79细胞增殖情况

2.2 干扰HMGB1表达对Y79细胞凋亡的影响

  与对照组和siRNA
 

NC组比较,siRNA
 

HMGB1

组细胞凋亡率明显增高,差异有统计学意义(P<
0.05),见图2。

 

  A:Y79细胞凋亡检测情况;B:Y79细胞凋亡率比较;a:P<0.05,与对照组和siRNA
 

NC组比较。

图2  Y79细胞凋亡情况

2.3 干扰HMGB1表达对Y79细胞周期的影响

  对照组细胞周期分布为 G0/G1 期(62.43%)、S
期(28.35%)、G2/M 期(9.22%);siRNA

 

NC组细胞

周期分布为G0/G1 期(65.62%)、S期(25.71%)、G2/

M 期(8.67%),两组比较差异无统计学意义(P>

0.05)。siRNA
 

HMGB1组细胞周期分布为G0/G1 期

(84.64%)、S期(10.09%)、G2/M 期(5.27%),与对

照组和siRNA
 

NC组比较,G0/G1 期比例明显增高,S
期和G2/M期则明显减少,差异有统计学意义(P<

0.05),见图3。

2.4 干扰HMGB1表达抑制裸鼠RB的生长

  裸鼠在接种 Y79细胞分组处理的第3天出现

RB。第7天起,siRNA
 

HMGB1组裸鼠肿瘤体积明

显小于对照组(P<0.05)。siRNA
 

HMGB1组肿瘤
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质量明显轻于对照组,抑瘤率约为65.29%,见图4。

2.5 各组细胞蛋白和mRNA表达情况

  与ARPE-19细胞比较,Y79细胞TLR-4、MyD88
及NF-κB蛋白和mRNA水平均明显增高,差异有统

计学意义(P<0.05)。与对照组和siRNA
 

NC组比

较,siRNA
 

HMGB1组细胞TLR-4、MyD88及NF-κB
蛋白和mRNA水平均明显降低,差异有统计学意义

(P<0.05),见图5。

图3  Y79细胞周期分布情况

  A:裸鼠RB成瘤模型瘤体组织;B:肿瘤组织体积变化情况;C:肿瘤组织质量比较;a:P<0.05,与对照组比较。

图4  裸鼠RB生长情况

  A、C:TLR4、MyD88及NF-κB蛋白表达情况;B、D:TLR4、MyD88及 NF-κB
 

mRNA表达情况;a:P<0.05,与 ARPE-19细胞比较;b:P<

0.05,与对照组和siRNA
 

HMGB1组比较。

图5  蛋白和 mRNA表达情况

3 讨  论

  RB是起病于原始神经外胚层的视网膜神经系统

肿瘤,恶性程度高,临床症状多,可侵犯视神经并直接

损伤视网膜功能。此外,RB具有常染色体显性遗传

特征,给患儿家庭生活质量造成极大影响[7]。由于对

RB早期症状认识不足,且尚无特异性指标,RB发现

时多已至进展期。目前治疗方案以手术摘除和放疗、
化学减容疗法为主,国内保眼率和生存率仍低于发达

国家[8],明确影响RB恶性生物学行为的分子机制对

于找到有效的分子治疗靶点有着重要指导作用。

HMGB1是一种具有明显促炎效应的细胞因子,
具有调节基因表达、参与DNA修复及调控激素受体

活性等功能[9]。HMGB1可作为多种疾病诊断标志,
且在多种肿瘤发展中的功能研究已成为研究热点。
根据对肿瘤特性的研究,HMGB1几乎参与了肿瘤细

胞增殖、侵袭及耐药等全过程,并与肿瘤临床分期及

预后有一定相关性[10-11]。目前关于 HMGB1对 RB
生物学行为影响研究不多,本研究分析显示 HMGB1
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在Y79细胞中过表达,这与 HMGB1在结直肠癌、膀
胱癌等肿瘤细胞中的表达一致[12-13]。表明 HMGB1
的表达可能会影响RB的发展,且有一定促肿瘤作用,
因此,推测其可能是RB恶性生物学行为的一个调控

靶点。
目前,关于 HMGB1对肿瘤细胞增殖、侵袭等多

种生 物 学 行 为 的 影 响 已 有 研 究 证 实[14]。为 探 讨

HMGB1对RB细胞生物学行为的作用,本研究利用

羧基荧光素标记的siRNA干扰 HMGB1表达,通过

转染量效和时效分析确定了转染条件,明确了干扰

HMGB1表达可抑制Y79细胞增殖。细胞周期实验

结果显示干扰 HMGB1表达可引起G0/G1 期细胞增

加,S期和 G2/M 期减少,提示干扰 HMGB1表达可

阻滞细胞DNA合成而抑制RB增殖。肿瘤细胞凋亡

异常与恶性增殖直接相关,已有研究显示沉默黑色素

瘤、结直肠癌细胞HMGB1表达可促进细胞凋亡发挥

抗肿瘤作用[15-16]。本研究显示,干扰 HMGB1能明显

促进Y79细胞凋亡,这与HMGB1影响多肿瘤恶性行

为的作用一致,其靶向调控作用值得进一步研究。
关于HMGB1影响肿瘤发展的机制尚未明确,多

认为通过调控癌基因的转录发挥促肿瘤作用[17]。前

期研究发现 NF-κB调控的细胞凋亡参与了 HMGB1
对RB化疗药物敏感性的影响[18],本研究继续探讨

HMGB1与NF-κB的调控关系。在NF-κB参与的信

号机制中,TLR4/MyD88/NF-κB作为炎症信号通路

参与了多种肿瘤发生、发展、调控[19]。而 HMGB1是

TLR4的内源性配体,可能通过激活MyD88促进NF-
κB核易位调控基因转录[20]。本研究结果则证实,

TLR4、MyD88、NF-κB蛋白表达和 mRNA 水平在

Y79细胞中均高于 ARPE-19细胞,且干扰 HMGB1
表达会抑制Y79细胞中TLR4、MyD88、NF-κB蛋白

和mRNA水平,表明 HMGB1作为调控因子可介导

TLR4/MyD88/NF-κB信号通路的活性,而明确的调

控方式及靶点有待进一步探讨。
综 上 所 述,HMGB1 在 RB 中 高 表 达,干 扰

HMGB1表达可抑制RB细胞增殖、凋亡等生物学行

为,影响肿瘤的发展,其作用可能与 TLR4/MyD88/

NF-κB信号通路的抑制有关,明确的机制及靶向意义

值得进一步研究。
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