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HMGB1通过上调 E2F3促进卵巢癌细胞增殖和侵袭能力 *

梁婉琪 赵宗霞 李芬霞 常丽花△
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摘要 目的：探讨高迁移率族蛋白 B1(High-mobility Group Box 1 protein，HMGB1)是否通过激活 E2F转录调节因子 3（E2F tran-

scription factor 3，E2F3）促进卵巢癌细胞的增殖和侵袭作用。方法：选取本院 2017年 10月 -2018年 7月收治的 38例卵巢癌患者。

qRT-PCR、Western blot和免疫组化分别检测患者肿瘤组织和癌旁组织中 HMGB1的表达；qRT-PCR和Western blot检测 HMGB1

在卵巢癌细胞系 A2780、HO8910、ES-2和 SKOV3中的表达；RNA沉默技术敲除 HMGB1在 SKOV3中的表达，同时 CCK-8和

Trans-well观察 SKOV3细胞增殖和侵袭能力变化；RNA转录组测序（RNA transcriptome sequencing，RNA-seq）检测敲除 HMGB1

前后 SKOV3细胞中 mRNA的变化；qRT-PCR和Western blot检测验证 RNA-seq结果；RNA沉默技术敲除 E2F3在 SKOV3细

胞中的表达，同时 CCK-8和 Trans-well观察 SKOV3细胞增殖和侵袭能力变化。结果：卵巢癌肿瘤组织中 HMGB1表达显著高于

癌旁组织(P<0.05)；HMGB1在四种卵巢癌细胞系中的 SKOV3细胞中表达最高 (P<0.05)；si-RNA基因沉默后，HMGB1在 SKOV3

细胞中几乎无表达，CCK-8和 Trans-well实验表明 HMGB1 si-RNA沉默后其增殖和侵袭能力显著被抑制(P<0.05)；RNA-seq检测
结果表明，HMGB1 si-RNA 沉默后 E2F3、叉状头转录因子 3（Forkhead box protein P3，FOXP3）和趋化因子 5（chemokine 5，

CXCL5）下调倍数最明显其中 E2F3下调倍数最高，同时在细胞系中验证结果显示同样结果(P<0.05)；si-RNA基因沉默 E2F3后，

E2F3在 SKOV3细胞中几乎无表达，CCK-8和 Trans-well实验表明 E2F3 si-RNA沉默后其增殖和侵袭能力显著被抑制(P<0.05)。
结论：HMGB1可能通过上调 E2F3的表达增加促进卵巢癌 SKOV3细胞增殖和转移。
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HMGB1 Promotes Proliferation and Invasion of Ovarian Cancer Cells
by Up-regulating E2F3*

To investigate whether high-mobility group box protein B1 (HMGB1) promotes the proliferation and inva-

sion of ovarian cancer cells by activating nuclear transcription factor E2F3. A total of 138 patients with ovarian cancer admitted

to our hospital from June 2016 to May 1818 were enrolled. qRT-PCR, Western blot and immunohistochemistry were used to detect the

expression of HMGB1 in tumor tissues and paracancer tissues. The expression of HMGB1 in ovarian cancer cell lines A2780, HO8910,

ES-2 and SKOV3 was detected by qRT-PCR and Western blot. RNA silencing technique knocked out the expression of HMGB1 in

SKOV3, while CCK-8 and Trans-well observed changes in SKOV3 cell proliferation and invasion ability. RNA transcriptome sequencing

(RNA-seq) detected mRNA changes in SKOV3 cells before and after HMGB1 knockdown.The results of RNA-seq were verified by

qRT-PCR and Western blot. The expression of E2F3 in SKOV3 cells was knocked out by RNA silencing technique. The proliferation

and invasion ability of SKOV3 cells were observed by CCK-8 and Trans-well. The expression of HMGB1 in ovarian cancer tissues

was significantly higher than that in normal tissues (P<0.05). HMGB1 was the highest in SKOV3 cells of four ovarian cancer cell lines

(P<0.05). After silencing of si-RNA gene, HMGB1 was almost no expression in SKOV3 cells. CCK-8 and Trans-well experiments

showed that the proliferation and invasion ability of HMGB1 si-RNA was significantly inhibited after silencing (P<0.05). The results of
RNA-seq assay showed that HMGB1 si-RNA was silenced. The down-regulation multiples of E2F3, FOXP3 and CXCL5 were the most

obvious, and the E2F3 down-regulation was the highest, and the results in the cell line showed the same results (P<0.05). After silencing
E2F3 by si-RNA gene, E2F3 showed almost no expression in SKOV3 cells, CCK- 8 and Trans-well experiments showed that the prolifer-

ation and invasion ability of E2F3 si-RNA was significantly inhibited (P<0.05). HMGB1 may promote the proliferation and

metastasis of ovarian cancer SKOV3 cells by up-regulating the expression of E2F3.
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前言

卵巢癌是女性生殖系统最常见的恶性肿瘤之一，约占原发

性恶性妇科肿瘤 80%～95%[1-3]，因其复杂的发病机制，导致其

死亡率逐年增加[4-6]。临床上，很多卵巢癌患者确诊时已处于晚

期，失去了手术治疗的最佳机会，只能采取辅助放化疗，患者总

体预后较差。近些年，各项研究结果表明一些 HMGB1在卵巢

癌中表达异常[7-9]，在结肠癌、肺癌等肿瘤发生及发展过程中起

促癌的作用[10,11]。有文献报道 HMGB1在多种恶性肿瘤组织包

括在卵巢癌中均有表达，在肿瘤细胞凋亡、转移和侵袭过程中

发挥重要的作用[12-14]，HMGB1主要位于细胞核中发挥作用，在

卵巢癌中 HMGB1入核后如何发挥作用，通过调控哪些转录因

子来发挥促癌作用尚不清楚。E2F3是一种核转录因子，其在卵

巢癌中的作用鲜有报道。因此，本研究采用卵巢癌患者肿瘤组

织和卵巢癌细胞系，探讨了 HMGB1是否通过上调 E2F3相关

蛋白表达从而对卵巢癌增殖和侵袭能力产生影响。

1 材料和方法

1.1 患者来源

本次研究共纳入本院 2017年 10月 -2018年 7月收治的

38例上皮样卵巢癌患者。所有卵巢癌患者均经过病理检验科

诊断证实，均未经过任何治疗。实验方法和目的均告知患者和

家属，并签署知情同意书，研究获的医院伦理委员会批准。

1.2 材料

A2780、HO8910、ES-2和 SKOV3细胞购自中科院上海细

胞库，RNA沉默表达载体由上海吉凯提供，蛋白定量试剂盒、

SDS凝胶试剂盒、细胞裂解液、结晶紫均购自武汉碧天根生物

有限公司，蛋白酶抑制剂购自罗氏试剂生物有限公司，高糖

DMEM培养基、优级胎牛血清、胰蛋白酶消化液均购自美国

HyClone，青链霉素混合液、4%多聚甲醛购自北京碧云天有限

公司，PGDH、PGE2、Twist 抗体购自英国 Abcam，ECL 化学发

光试剂盒购自美国 Advansta，兔二抗购自英国 Abcam，

Trans-well小室购自康宁。

1.3 方法

1.3.1 qRT- PCR 取患者肿瘤组织液氮冷冻，随后进行碾磨

严格按照产品说明书的步骤进行总 RNA 提取、逆转录和

PCR。TRIzol试剂用于提取细胞总 RNA。使用逆转录试剂盒将

RNA逆转录成 cDNA。用 qPCR仪器进行 RT-qPCR测定以检

测目的基因 RNA的相对表达水平。反应条件设定如下：在

95℃预变性 10分钟；在 95℃下退化 10秒;在 60℃下退火 20

秒并在 72℃下延伸 35秒。该 2-△ △ t方法用于计算目的基因相对

mRNA表达。引物序列见表 1。

1.3.2 Western blot 细胞计数以 1× 106个细胞 /mL的细胞数

种到 6孔板中，设 3个复孔。细胞贴壁取出 6孔板，弃掉上清；

PBS清洗 1 min后加含有蛋白酶抑制剂的裂解液并吹打细胞

团，后放置冰上裂解，30 min后用细胞刮将细胞刮下来转移至

1.5 mL试管中，高速离心并抽取上清，即为所提蛋白。取患者肿

瘤组织液氮冷冻，随后进行碾磨，裂解液裂解，低温离心取上

清，即为组织蛋白。蛋白定量完成后加上样缓冲液，沸水煮 5min，

样品可冻于 -80℃保存。SDS-PACE电泳后进行转膜操作，转膜

成功后用脱脂牛奶进行封闭，PBST清洗，裁剪条带并分别加入

相应抗体，均为 1：1000稀释，室温孵育 1小时后 4度过夜。次

日反复清洗条带，加二抗室温孵育 90 min，PBS反复冲洗，然后

加 ECL发光液，化学发光仪检测并拍照。

1.3.3 免疫组化 石蜡切片脱蜡和水化，修复抗原，滴加封闭

液。加一抗。PBS冲洗，滴加生物素标记的二抗，PBS冲洗。滴

加链亲和素 -过氧化酶溶液孵育。DAB显色，苏木素复染，中性

树胶封固，以 PBS缓冲液代替一抗作阴性对照，阳性细胞桨着

色为棕黄色。

1.3.4 si-RNA转染 SKOV3细胞 SKOV3细胞培养于含 10%

FBS和 1%青链霉素的高糖 DMEM培养液中，置于 37℃/5%

CO2的培养箱内。细胞稳定传代 3次后，接种到 6孔板中，每孔

细胞密度为 4× 105个。24 h后(汇合度约 60%)取去经内毒素提

取的 si-RNA重组载体和 mRNA-NC空质粒按试剂盒操作说明

进行转染，每孔转染试剂 Lipfevtamine 2000 5 滋L，质粒 2.5 滋g，
转染 24 h后荧光显微镜下观察载体上荧光蛋白表达效果。

1.3.5 CCK-8 实验 调整细胞数 4× 105 个 / 孔直接铺板后

37℃，5% CO2培养箱内培养 1-4 天。结束后每孔加入 20 滋l
CCK-8试剂，避光 3个小时，摇床震荡 15分钟。设置酶标仪

570 nm检测细胞 CCK-8混合液 OD值进行活力分析。

1.3.6 Trans-well细胞侵袭实验 BD胶和培养液(1：9)配制，

在冰上操作，然后在 37℃细胞培养箱孵育 5 h，在 37℃细胞培

养箱水化基底膜 30 min。对数生长期细胞，胰蛋白酶消化，计

数，无血清 DMEM培养液 5× 104/孔，Trans-well小室下室正常

10%胎牛血清 DMEM培养液 600 滋L，上室 200 滋L无血清细
胞悬液，接种至 24孔板。16 h后 PBS洗 2次，4%多聚甲醛固定

15 min，室温风干。0.1%结晶紫染色 15 min，PBS洗 3遍，用棉

签轻轻擦去上层未迁移的细胞，33%乙酸脱色，570 nm读数。

序列 (5'-3')

HMGB1

Forward AGCCAACGTTAACTGAGGAGT

Reverse GGCAAGTTGATTGGAGGGATG

E2F3

Forward AGCCAACGTTAAATGAGGACAG

Reverse GGCAAGTTGATTGATGGGAGG

CXCL5

Forward AGCCAAGAGTTAACTCGTGAG

Reverse GGCATTAGGATTGATGGAGGG

FOXP3

Forward AGCCAAGAGTTAAGTTAACTCG

Reverse GGCATTAAGGATTGATGGAGAG

茁-actin

Forward ACCCACTCCTCCACCTTTG

Reverse CACCACCCTGTTGCTGTAG

表 1 引物序列

Table 1 Sequences of primers
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1.3.7 RNA 转录组测序 用 Agilent Bioanalyzer 2100（Agi-

lent）检测 RNA质量，RNA完整性（RIN）数 >8的样品用于

RNA-seq测定。首先用 DNA酶 I处理 RNA样品以降解任何可

能的 DNA污染。然后通过使用 oligo（dT）磁珠富集 mRNA。与

片段化缓冲液混合后，将 mRNA片段化成短片段。然后通过使

用随机六聚体引物合成 cDNA的第一链。加入缓冲液，dNTP，

RNase H和 DNA聚合酶 I以合成第二条链。用磁珠纯化双链

cDNA。然后进行末端修复和 30-末端单核苷酸 A（腺嘌呤）添

加。最后，将测序衔接子连接到片段上。通过 PCR扩增富集片

段。在质量控制（QC）步骤中，使用 Agilent 2100 Bioanaylzer和

ABI StepOnePlus实时 PCR系统对样品库进行鉴定和定量。通

过 Illumina HiSeqTM 4000对文库产物进行测序。将由 Illumina

HiSeqTM 4000产生的称为原始读数的初级测序数据进行 QC

以确定是否需要重新测序步骤。在 QC之后，将原始读数过滤

成干净的读数，其将与参考序列比对。进行 QC校准以确定是

否需要重新测序。比对数据用于计算参考基因的读数分布和映

射比率。比对结果通过 QC后，进行下游分析，包括基因表达和

基于基因表达的深度分析（PCA，相关性，筛选差异表达的基因

等）。基于 DEG进一步进行深度分析，包括基因本体论（GO）富

集分析，KEGG途径富集分析，聚类分析，蛋白质 -蛋白质相互

作用网络分析和发现差异表达基因。

1.4 统计学分析

所有数据应用 SPSS 17.0软件进计分析，计量资料均以均

数± 标准差(x± s)表示，两组间比较用 t检验，多组间比较用 F

检验，以 P<0.05为具有统计学差异。

2 结果

2.1 HMGB1在卵巢癌肿瘤组织和癌旁组织中的表达

为了观察 HMGB1在卵巢癌肿瘤组织和癌旁组织是否存

在表达差异，分别用 qRT-PCR、Western blot和免疫组化检测肿

瘤组织和癌旁组织中 HMGB1的表达，结果发现卵巢癌患者肿

瘤组织中 HMGB1表达显著高于癌旁组织，差异具有统计学意

义（P<0.05），见图 1A，B，C。

图 1 A：HMGB1在卵巢癌肿瘤组织和癌旁组织 mRNA水平的表达；B：HMGB1卵巢癌肿瘤组织和癌旁组织蛋白水平的表达；

C：免疫组化染色检测 HMGB1在卵巢癌肿瘤组织和癌旁组织的表达

Fig.1 A: MicroRNA-21 expression in tumor tissues of ovarian cancer patients B: expression of microRNA-21 in metastatic tumor tissues and

paracancerous tissues; C: microRNA-21 in non-metastasis tumor tissues, cancer Expression in tumor tissues and paracancerous tissues; D: expression in

tumor tissues of patients with PGDH, PGE2 and Twist ovarian cancer
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2.2 HMGB1在卵巢癌细胞系 A2780、HO8910、ES-2和 SKOV3

中的表达

观察完肿瘤组织中 HMGB1的表达，接下来研究其在卵巢

癌细胞系 A2780、HO8910、ES-2 和 SKOV3 中的表达。采用

qRT-PCR和 Western blot分别检测 HMGB1 在四种卵巢癌细

胞系 RNA 和蛋白水平的表达。结果发现与正常卵巢细胞

IOSE80 相比，无论是 RNA 水平还是蛋白水平，HMGB1 在

SKOV3细胞中的表达最高，差异具有统计学意义（P<0.05），见
图 2A，B。

图 2 A: HMGB1在四种卵巢癌细胞 RNA水平表达；B: HMGB1在四种卵巢癌细胞蛋白水平表达

Fig.2 A: Expression of HMGB1 in RNA levels of four ovarian cancer cells; B: HMGB1 expression in four ovarian cancer cell protein levels

2.3 沉默 HMGB1后 SKOV3细胞增殖和侵袭能力变化

通过 2.2 可知 HMGB1 在卵巢癌 SKOV3 细胞中表达最

高，采用 si-RNA技术沉默 HMGB1在 SKOV3细胞中表达，随

后通过 CCK-8和 Trans-well观察 SKOV3 细胞增殖和侵袭能

力变化。结果发现沉默 HMGB1后，与对照组相比，SKOV3细

胞增殖和侵袭能力均显著下降，差异具有统计学意义（P<0.05），
见图 3A，B，C，提示 HMGB1对卵巢癌 SKOV3细胞起到促增

殖和侵袭的作用。

2.4 RNA-seq 观察沉默 HMGB1 前后 SKOV3 细胞各基因

RNA差异变化

利用 RNA-seq技术检测了 SKOV3细胞转染前后各基因

在 RNA水平表达差异，发现 CXCL5、E2F3和 FOXP3下调倍

数位于前三名，通过 KEGG通路富集分析发现其均与肿瘤增

殖通路相关,见图 4A；用 qRT-PCR和Western blot在 si-RNA

组 SKOV3细胞进行了验证，发现结果与 RNA-seq保持一致，

其中 E2F3下调倍数最高，（P<0.05），见图 4B（所有结果均转为

正数计算）。这提示 HMGB1可能通过上调 E2F3的表达促进卵

巢癌增殖和侵袭能力。

2.5 沉默 E2F3后 SKOV3细胞增殖和侵袭能力变化

通过 2.4 可知 RNA-seq技术提示 HMGB1可能通过上调

E2F3 的表达促进卵巢癌增殖和侵袭能力。为了进一步验证

E2F3在卵巢癌 SKOV3细胞中的作用，采用 si-RNA技术沉默

E2F3在 SKOV3细胞中表达，随后通过 CCK-8和 Trans-well

观察 SKOV3细胞增殖和侵袭能力变化。结果发现沉默 E2F3

后，与对照组相比，SKOV3细胞增殖和侵袭能力均显著下降，

差异具有统计学意义（P<0.05），见图 5A，B，C，说明 E2F3在卵

巢癌发生发展过程中起到促癌作用。

3 讨论

卵巢癌是女性生殖器官常见的恶性肿瘤之一，发病率仅次

于子宫颈癌和子宫体癌，死亡率居各类妇科肿瘤的首位，严重

威胁女性健康[5,8]。由于卵巢深居盆腔，体积小，缺乏典型症状，

早期难以发现[15,16]。卵巢癌患者肿瘤局限于卵巢仅占不足 30%，

大多数已扩散到盆腹腔器官，治疗存在困难[17-19]。目前针对卵巢

癌研究热点更多的集中在新的靶向治疗，基因治疗作为一种新

策略，已经取得了有效的成果[20-22]。在本研究中，我们主要关注

HMGB1和 E2F3在卵巢癌中的功能作用。根据实验结果我们

得出结论，HMGB1可通过入核靶向激活转录因子 E2F3从而

促进卵巢癌细胞增殖和侵袭能力。

有研究报道 HMGB1在不同类型的多种恶性肿瘤中作为

一种肿瘤促进因子起到促进肿瘤的作用[23,24]。HMGB1是一种高

度保守的 DNA结合蛋白，近年来随着对其生物学功能的深入

研究，发现 HMGB1在脓毒血症、关节炎以及肿瘤等多种疾病

的病理进程中发挥重要作用，当细胞发生损伤或机体产生严重

的炎症反应时其大量释放至胞外，参与细胞外信号介导的多种

信号转导通路调控，以及调节细胞的生长增殖、分化转化以及

迁移侵袭等过程[25-27]。为了进一步研究 HMGB1在卵巢癌中的

作用和分子机制，我们首先用 qRT-PCR、western blot和免疫组

657· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.4 FEB.2020

图 4 A：RNA-seq技术检测了 SKOV3细胞转染前后各基因在 RNA水平表达差异; B：qRT-PCR验证 CXCL5、E2F3和 FOXP3在 si-RNA组

SKOV3细胞表达；C：Western blot验证 CXCL5、E2F3和 FOXP3在 si-RNA组 SKOV3细胞表达

Fig.4 A: RNA-seq technique was used to detect the difference in expression of SKOV3 cells at the RNA level before and after transfection; B: qRT-PCR

confirmed the expression of CXCL5, E2F3 and FOXP3 in the si-RNA group SKOV3 cells; C: Western blot verified CXCL5, E2F3 and Expression of

FOXP3 in SKOV3 cells in si-RNA group

图 3 A：qRT-PCR检测 si-RNA转染效率；B：CCK-8观察 SKOV3细胞增殖能力变化；C：Trans-well观察 SKOV3细胞侵袭能力变化

Fig.3 A: qRT-PCR detection of si-RNA transfection efficiency; B: CCK-8 observation of SKOV3 cell proliferation ability changes; C: Trans-well

observation of SKOV3 cell invasion ability changes
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图 5 A：qRT-PCR检测 si-E2F3转染效率；B：CCK-8观察 si-E2F3转染后 SKOV3细胞增殖能力变化；C：Trans-well观察 si-E2F3转染 SKOV3细

胞侵袭能力变化

Fig.5 A: qRT-PCR detected the transfection efficiency of si-E2F3; B: CCK-8 observed the proliferation of SKOV3 cells after si-E2F3 transfection;

C: Trans-well observed the invasive ability of si-E2F3 transfected SKOV3 cells

化实验检测 HMGB1在卵巢癌组织和细胞系中的表达情况，结

果显示 HMGB1在卵巢癌组织和肝癌细胞系中显着上调，并且

在 SKOV3细胞上调倍数最高。在其他类型的人类恶性肿瘤

中，比如食管癌，肺癌，膀胱癌和结肠直肠癌等，有数据和分析

表明 HMGB1促进了肿瘤细胞的增殖，侵袭和迁移能力[28,29]。此

外，CCK-8和 Trans-well实验分析表明，HMGB1的下调显著抑

制了 SKOV3细胞增殖和侵袭能力，这些结果表明 HMGB1在

卵巢癌发生发展过程中起到肿瘤促进因子的作用，其低表达后

可以有效的抑制卵巢癌 SKOV3细胞的恶性生物学行为。

至于进一步的机制，我们假设 HMGB1通过调节相应的基

因来调节卵巢癌细胞的恶性生物学能力。我们采用 RNA-seq

的方法，检测了 HMGB1 低表达前后 SKOV3 细胞中基因在

RNA水平的表达变化，结果发现 CXCL5、E2F3和 FOXP3在

HMGB1低表达后下调的倍数位于前三，随后用 qRT-PCR和

western blot进行了验证，结果和 RNA-seq的结果一致，其中

E2F3的下调倍数最高。查阅文献我们发现 E2F3在多种恶性肿

瘤组织中的表达显着高于癌旁和正常组织[30,31]。此外，较高的

E2F3的过表达会导致结肠癌患者术后总体存活率较低。因此，

为了找到证据证明 E2F3参与卵巢癌进展的假设。在本研究中，

RNA沉默技术同样使 E2F3在 SKOV3细胞低表达，CCK-8和

Trans-well实验分析 E2F3下调后 SKOV3细胞增殖和侵袭能

力变化，结果发现其表达沉默后可以有效抑制 SKOV3细胞增

殖和侵袭能力，这与我们之前的生物信息学分析一致，进一步

证明 E2F3在卵巢癌发生发展过程中充当致癌基因的角色。

综上所述，本研究揭示 HMGB1通过直接靶向 E2F3来促

进卵巢癌细胞的增殖和侵袭等恶性生物学行为。通过大量的实

验检测和生物信息学分析，本研究对卵巢癌在基因水平发生机

制有了一定的认识，同时为卵巢癌的临床治疗提供了可行的靶

向治疗策略，因此对卵巢癌无论是致癌机制还是治疗都提供了

一定的实验依据。但是 HMGB1 在入核靶向调控转录因子

E2F3后，而 E2F3又是激活下游哪条信号通路，将是我们下一

步研究的重点。
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