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·论著 ·

短发夹高迁移率族蛋白 B1 真核细胞表达载体
通过 HOXA9 下调人脐静脉血管内皮细胞
表达 E- 选择素
张晓娟    焦丽丽    栾正刚    马晓春

【摘要】 目的 探讨高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）基因表达对人脐静脉血管内皮细胞（HUVEC）激活

表达 E- 选择素的分子机制。方法 将同源盒转录因子（HOXA9）小干扰 RNA（siRNA）短序列转染至对数生

长期的 HUVEC，采用实时荧光定量聚合酶链反应（实时 qPCR）和蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测其

对 HOXA9 mRNA 和蛋白表达的影响；另设空白对照组和无意序列 nonsilence 阴性对照组。取已经稳定转染

pRNA-u6.1/Neo-HMGB1 shRNA 质粒的 HUVEC（低表达 HMGB1 的 HUVEC），采用实时 qPCR 法检测 HOXA9 
和 E 选择素的 mRNA 表达；另设 nonsilence 转染组作为阴性对照。将 HOXA9 siRNA 转染至低表达 HMGB1 的

HUVEC 中作为共同转染组，采用实时 qPCR 法检测 E- 选择素的 mRNA 表达；以 HMGB1 shRNA 组和 HOXA9 
nonsilence 组作为对照。结果 ① 空白对照组 HOXA9 mRNA（2-ΔΔCT）和蛋白（积分 A 值）表达分别为 1.094± 
0.115 和 1.031±0.060。与无意序列 nonsilence 转染组比较， HOXA9 siRNA 转染组可显著降低 HUVEC 细胞中

HOXA9 的 mRNA 和蛋白表达〔HOXA9 mRNA（2-ΔΔCT）：0.257±0.030 比 1.035±0.091，t＝14.010，P＝0.002 ；

HOXA9 蛋白（积分 A 值）：0.278±0.042 比 0.975±0.014，t＝27.310，P＝0.002〕。② 与 nonsilence 转染组比较， 
HMGB1 shRNA 转染上调了 HUVEC 中 HOXA9 mRNA（2-ΔΔCT）表达（2.519±0.278 比 0.856±0.063，t＝10.100， 
P＝0.001），同时下调了 E- 选择素 mRNA（2-ΔΔCT）表达（0.311±0.046 比 1.080±0.201， t＝7.415，P＝0.000）。
③ 与 HOXA9 nonsilence 组及 HMGB1 shRNA 组比较，HMGB1 shRNA 和 HOXA9 siRNA 共同转染后 HUVEC 
细胞中 E- 选择素 mRNA（2-ΔΔCT）表达明显升高（3.445±0.428 比 1.085±0.212、 1.004±0.104，t1＝8.507， 
t2＝9.603，均 P＜0.001）。结论 HMGB1 在 HUVEC 细胞核内可能通过 HOXA9 调节 E- 选择素的表达。
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【Abstract】 Objective　To approach the regulatory mechanism of high mobility group box-1 ( HMGB1 ) on 
the expression of E-selectin in human umbilical vein endothelial cell ( HUVEC ). Methods    Homeobox A9 ( HOXA9 ) 
siRNA was transfected to HUVEC at logarithmic phase, real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction 
( real-time qPCR ) and Western Blot were used to determine the HOXA9 mRNA expression and protein expressions; a 
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HMGB1 shRNA plasmids ( HUVEC with low-expression HMGB1 ) was obtained, and HOXA9 and E-selectin mRNA 
expressions were determined with real-time qPCR; a nonsilence transfection group served as the negative control. The 
HOXA9 siRNA was transfected to HUVEC with low-expression HMGB1 as co-transfection group, and the E-selectin 
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 E- 选择蛋白又称内皮细胞 - 白细胞黏附分

子 -1（ELAM-1），是重要的黏附分子，属选择蛋白家

族。E- 选择素的表达具有细胞特异性，可以在血管

内皮细胞及原始的血管平滑肌细胞表面表达［1-2］。 
E- 选择素表达增加可作为内皮细胞激活的标志，同

时在脓毒症动物模型中也发现黏附分子表达普遍

上调［3］。血浆 E- 选择素增加能直接反映内皮的激

活或功能障碍。在 E- 选择素 DNA 序列的 5' 端启

动子上游 160 bp 处为细胞因子反应区，是高迁移蛋

白的结合位点［4］。在细胞核外，高迁移率族蛋白 B1
（HMGB1）激活核转录因子 -κB（NF-κB）从而上调

E- 选择素的表达。HMGB1 在细胞核内参与细胞

增殖分化、DNA 复制、基因转录，可与转录因子如同

源盒蛋白（homeobox protein）相互作用［5-6］，而同源

盒基因（homeobox gene，HOX 基因）可参与调控细

胞的增殖分化［7］。前期有研究证实，同源盒转录因

子 HOXA9 在内皮细胞表达 E- 选择素中起重要作

用，内皮细胞激活的前提条件是 HOXA9 的表达下

降［8］。目前，细胞核内 HMGB1 如何激活内皮细胞、

调节 E- 选择素表达的机制尚不清楚。本实验将构

建成功的短发夹 HMGB1（shHMGB1）真核细胞表

达载体转染至人脐静脉血管内皮细胞（HUVEC），检
测其对 HOXA9 基因和 E- 选择素表达的影响，再将

HMGB1 shRNA 和人工合成的 HOXA9 小干扰 RNA
（siRNA）共同转染到 HUVEC 中，观察其对 E- 选择

素表达的影响，探讨 HMGB1 基因表达对内皮细胞

表达 E- 选择素的调控机制。

1　材料与方法

1.1    实验材料：HUVEC 细胞株购自南京凯基生物

公司，稳定转染 pRNA-u6.1/Neo-HMGB1 shRNA 质

粒的 HUVEC 由本实验室构建，HOXA9 siRNA 及

无意序列阴性对照 nonsilence 购于美国 Santa Cruze  
公司。

1.2    主要试剂：实时荧光定量聚合酶链反应（实时

qPCR）试剂盒购自日本 TaKaRa 公司；TRIzol 购自

美国 Invitrigen 公司，辣根过氧化物酶（HRP）标记

的山羊抗兔二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公

司，兔抗人 HOXA9 抗体购自美国 Santa Cruze 公司；

引物合成由上海生物工程有限公司完成。

1.3 质粒转染：取对数生长期的 HUVEC 细胞，以

每孔 5×104 个细胞接种于六孔培养板中，37 ℃、 
5%CO2 培养 24 h，待细胞长至 80%～90% 融合时

按转染试剂说明书步骤进行转染，分 3 步进行：

① 取培养细胞分为空白对照组、nonsilence 转染组

和 HOXA9 siRNA 转染组。② 将前期实验中已筛

选出的稳定转染 pRNA-u6.1/Neo-HMGB1 shRNA
的 HUVEC（低 表 达 HMGB1 的 HUVEC）［9］作 为

HMGB1 shRNA 转染组；另设 nonsilence 转染组作

为阴性对照。③ 在低表达 HMGB1 的 HUVEC 中

再转染 HOXA9 siRNA 作为共同转染组；以 HMGB1 
shRNA 组和 HOXA9 nonsilence 组作为对照。各组

均转染 48 h 后收集 RNA 和蛋白并进行测定。

1.4    实时 qPCR 检测 HUVEC 中 HOXA9 和 E- 选择

素的mRNA表达：提取细胞总RNA，反转录为 cDNA， 
扩增 HOXA9 基因：上游引物 5'-TACGTGGACTC 
GTTCCTGCT-3'，下 游 引 物 5'-CGTCGCCTTGGAC 
TGGAAG-3'，扩增产物大小 150 bp ；E- 选择素：上

游 引 物 5'-AACTTCCATGAGGCCAAACG-3'，下 游

引物 5'-TTGTCGTTGCCAGTGTTCAG-3'，扩增产物

大小 150 bp ；三磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）：上

游引物 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'，下游引

物 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'，扩 增 产 物 
大小 226 bp。采用 SYBR Green I 荧光染料嵌合法，

反应条件：95 ℃ 30 s， 95 ℃ 5 s， 60 ℃ 30 s， 40 个 
循环。以 2-ΔΔCT 法计算目的基因的相对表达量。

1.5 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测

could significantly reduced mRNA and protein expression of HOXA9 [ HOXA9 mRNA ( 2-ΔΔCT ): 0.257±0.030 vs. 
1.035±0.091, t = 14.010, P = 0.002; HOXA9 protein ( integral A value ): 0.278±0.042 vs. 0.975±0.014, t = 27.310, 
P = 0.002 ]. ② Compared with nonsilence transfection group, HMGB1 shRNA transfection could up-regulate HOXA9 
mRNA expression in HUVEC ( 2-ΔΔCT: 2.519±0.278 vs. 0.856±0.063, t = 10.100, P = 0.001 ), also could down-regulate  
E-selectin mRNA expression ( 0.311±0.046 vs. 1.080±0.201, t = 7.415, P = 0.000 ). ③ Compared with HOXA9 
nonsilence group and HMGB1 shRNA group, HMGB1 shRNA and HOXA9 siRNA co-transfected HUVEC cells could 
significantly elevate E-selectin mRNA expression ( 2-ΔΔCT: 3.445±0.428 vs. 1.085±0.212, 1.004±0.104, t1 = 8.507,  
t2 = 9.603, both P < 0.001 ). Conclusion    HMGB1 may regulate E-selectin expression through the HOXA9 regulation 
in HUVEC.

【Key words】 Sepsis;    Vascular endothelial cell;    High mobility group protein;    Homeobox gene;    E-selectin;    
Transfection;    Eukaryotic expression vector
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HUVEC 中 HOXA9 蛋白表达：提取细胞总蛋白，用

考马斯亮蓝定量，将样品调成相同浓度，加入 5 倍

的十二烷基硫酸钠（SDS）凝胶缓冲液，水煮 5 min， 
进行 SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE），转移至聚

偏二氟乙烯（PVDF）膜上， 5% 脱脂奶粉封闭，与一

抗（兔抗人 HOXA9 抗体 1∶5 000 稀释）4 ℃孵育

过夜，加入含 1% 吐温 20 的磷酸盐缓冲液（PBST）
洗膜，与 HRP 标记的二抗室温下孵育 1 h，PBST 洗

膜后与免疫印迹化学发光底物结合、曝光、显影，用

V2.03 分析软件测定积分吸光度（A）值，以目的蛋

白与内参GAPDH的积分 A值比值作为相对表达量。

1.6 统计学处理：采用 SPSS 17.0 软件进行数据分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比

较采用 t 检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 HUVEC 中 HOXA9 mRNA 表达（图 1）：实时

qPCR 检测 HOXA9 mRNA 表达结果显示，nonsilence
转染组 HOXA9 mRNA 表达与空白对照组无差异

（P＞0.05）；HOXA9 siRNA 转 染 组 HOXA9 mRNA
表达明显低于 nonsilence 转染组（P＜0.01）。

2.4 HMGB1 shRNA 和 HOXA9 siRNA 共同转染对

HUVEC 中 E- 选择素 mRNA 表达的影响（图 4）： 
实时 qPCR 结果显示，与 HMGB1 shRNA 组、HOXA9 
nonsilence 组比较，HMGB1 shRNA 和 HOXA9 siRNA 
共同转染可明显上调 HUVEC 中 E- 选择素 mRNA
表达（均 P＜0.01）。
3 讨 论

 脓毒症是一种由感染引起的全身炎症反应综合

征（SIRS），严重者可致多器官功能障碍［10-11］。虽然

目前关于脓毒症治疗的研究不断取得进展，但是脓

毒症导致的全身炎症反应以及多器官功能障碍仍然

是重症加强治疗病房（ICU）中最为常见的死亡原

注：HOXA9 为同源盒转录因子，siRNA 为小干扰 RNA

图 1 HOXA9 siRNA 转染对人脐静脉血管内皮细胞

（HUVEC）中 HOXA9 mRNA 表达的影响

注：HMGB1 为高迁移率族蛋白 B1，shRNA 为短发夹

RNA，HOXA9 为同源盒转录因子

图 3 HMGB1 shRNA 转染对人脐静脉血管内皮细胞

（HUVEC）中 HOXA9 和 E- 选择素 mRNA 表达的影响

注：Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，HOXA9 为同源盒转录

因子，siRNA 为小干扰 RNA，GAPDH 为三磷酸甘油醛脱氢酶

图 2 Western Blot 检测 HOXA9 siRNA 转染对人脐静脉血管内

皮细胞（HUVEC）中 HOXA9 蛋白表达的影响

2.2 HUVEC 中 HOXA9 蛋白表达（图 2）：Western 
Blot 检测 HOXA9 蛋白表达结果显示，nonsilence 
转染组 HOXA9 蛋白表达与空白对照组无差异 

（P＞0.05）；而 HOXA9 siRNA 转染组 HOXA9 蛋白

表达明显低于 nonsilence 转染组（P＜0.01）。
2.3 HMGB1 shRNA转染对HUVEC中HOXA9和E-选 
择素 mRNA 表达的影响（图 3）：实时 qPCR 检测结

果显示，与 nonsilence 转染组比较，HMGB1 shRNA
上调了 HUVEC 细胞中 HOXA9 mRNA 表达，下调了

E- 选择素 mRNA 表达（均 P＜0.01）。
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因［12］。近 10 年来，关于脓毒症的动物及细胞实验

表明，血管内皮细胞是炎症反应的中心环节［13-14］，

既是靶器官又是多器官功能障碍进一步发生发展

的基地［15］。内皮细胞导致的微循环障碍也越来越

引起大家的重视，微循环功能障碍的原因是内皮细

胞功能障碍［16］。在各种类型的脓毒症中发现，血管

内皮细胞激活时，内皮细胞表面或血浆中黏附分子

表达明显增加，其中 E- 选择素的表达也明显增加。

脓毒症患者血浆 E- 选择素水平与急性生理学与慢

性健康状况评分系统Ⅱ（APACHE Ⅱ）评分和多器

官功能障碍评分（MODS）明显相关。血浆 E- 选择

素的增加反映了血管内皮细胞膜表达蛋白的增加，

能直接反映内皮的激活或功能障碍［17］。 
 1999 年 Wang 等［18］发现，HMGB1 在炎症反应

过程中表达晚，维持时间长，在脓毒症所致多器官功

能障碍过程中起重要作用。后来其他研究者在小

鼠脓毒症模型中发现，HMGB1 抗体可降低脓毒症

小鼠的死亡率［19-20］。临床研究也表明，重症感染及

感染性休克患者血中 HMGB1 表达显著增加［9，21-24］。 
同样说明 HMGB1 在脓毒症病理进展过程中起重要

作用。严重脓毒症后出现的液体复苏不可逆转性

低血压，其发生发展涉及到全身炎症反应、信号转

导通路机制、基因多态性、凝血和免疫功能异常，而

HMGB1 作为晚期炎症介质，无论在炎症反应还是免

疫功能变化中都起重要作用，可能成为脓毒症治疗

的作用靶点［25-26］。我们在前期研究中构建并筛选

出低表达 HMGB1 的 HUVEC［9］，为今后进一步研究

HMGB1 在脓毒症发病机制中的作用提供了工具。

 人 HMGB1 基因定位于 13q12，由 215 个氨基酸

组成了其编码区。HMGB1 既可以在细胞核中表达，

也可分泌到胞外发挥自身的生物学调控功能。不

同的细胞定位赋予 HMGB1 不同的生物学功能。在

细胞核外，HMGB1 与细胞运动和细胞分化有关，且

作为晚期炎性因子可以激活血管内皮细胞，诱导细

胞因子及炎性介质的释放，促进多种黏附分子表达

增加［27］；并参与启动并维持失控性炎症反应，与重

症感染的病理生理关系密切［28］。而降低 HMGB1 表

达或抑制 HMGB1 活性可明显减轻炎症反应和组织 
损伤［29-30］。

 HOX 基因是同源盒基因，在无脊椎动物和脊椎

动物中都有表达，可调节生物体的发育，其 3' 端含

有高度保守的同源盒核苷酸序列。保守的同源盒

所编码的结构域蛋白可以作为转录调节因子结合

到靶基因的 DNA 大沟上，参与细胞增殖与分化的

调节［31］。HOX 结构域特异地识别 5'-TATA-3' 为
核心的 10～12 bp DNA 序列，行使对转录的激活或

抑制，故 HOX 基因既可以是转录的激活子，也可以

是转录的抑制子。近年来研究发现，同源盒转录因

子 HOXA9 在内皮细胞中同样可以表达，当肿瘤坏

死因子 -α（TNF-α）和脂多糖（LPS）刺激血管内

皮细胞后，NF-κB 被激活，抑制 HOXA9 的转录。而

且 HOXA9 的表达增加可以抑制 NF-κB 的活性［32］，

从而抑制内皮细胞的再度激活，所以说内皮细胞激

活的必要条件是 HOXA9 表达的下调，内皮细胞稳

定的基础是维持 HOXA9 的高表达［33-34］。本实验表

明， HMGB1 表达降低的内皮细胞可以促进 HOXA9
高表达而降低 E- 选择素的表达；如果同时下调

HOXA9 的表达，E- 选择素的表达将增加。说明核

内的 HMGB1 通过 HOXA9 可以调节 E- 选择素的表 
达。但核内的 HMGB1 对血管内皮细胞表达 E- 选

择素的转录调节机制及与 HOXA9 相互作用的机制

仍需进一步深入研究。
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·科研新闻速递 ·
劳力性中暑的现场处理
  劳力性中暑是一种具有破坏性的严重状态，可能会导致较高的病死率。快速降温是治疗中暑最有效的方法，但很少有关

于在大型体育赛事上现场降温的安全性和逻辑性的报道。因此有学者进行了一项描述性的流行病学研究，旨在描述现场劳力

性热射病（EHS）的治疗流程，比较患者在现场处理和转运到医院的治疗效果。该研究通过查看比赛当天医疗记录和救护车

的运行表，纳入 2005 年到 2012 年期间在印第安纳波利斯半程马拉松赛中出现 EHS 的患者。EHS 定义为运动员核心温度与

直肠温度高于 39 ℃（102 ℉）并存在精神状态改变。由 3 位经过培训的专业人员从相关临床记录表中提取患者的临床资料

及结局。2 位审查者用 RedCAP 数据库和双数据录入，记录每位患者的具体情况。临床症状、治疗方法和结局运用描述性统

计学方法进行分析，并分组比较患者现场处理或转运到当地医院接受治疗的差异。结果显示：在 8 年间超过 23.5 万名运动员

参加了此项赛事活动，696 名接受了医疗救治，32 例患者确诊为 EHS。在 EHS 患者中，22 例接受现场处理的患者中有 68% 用

冷水浸泡治疗，59% 出院回家；10 例患者从赛场转运到当地医院，未接受冷水浸泡，有 40% 随后出院回家；没有患者死亡。该

研究表明，在大型体育赛事中，对发展为 EHS 的运动员在现场用冷水浸泡法处理似乎是安全、有效的；现场处理 EHS 可减少

将患者转运至医院的负担，更利于急诊对危重 EHS 患者的抢救。

喻文，罗红敏，编译自《Am J Sports Med》，2015，43（4）：823-829


