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缺氧诱导因子 － 1A 上调 HMGN5 表达并促进骨肉瘤远处转移机制的实

验研究

张 珂，徐恩杰，尹 佳，马 骁，周许辉

Hypoxia － inducible factor － 1A up － regulates HMGN5 expression and promotes distant
metastasis of osteosarcoma
Zhang Ke，Xu Enjie，Yin Jia，Ma Xiao，Zhou Xuhui
The Fourth Department of Spine，Shanghai Changzheng Hospital，Shanghai 200003，China．

【Abstract】 Objective: To explore the molecular mechanism of the effect of hypoxia － inducible factor － 1A ( HIF －
1A) on promoting the expression of high － mobility group nucleosome － binding domain 5 ( HMGN5) and further af-
fecting the distant metastasis of osteosarcoma．Methods: Lentivirus infection was used to overexpress and knock down
the expression of target gene in osteosarcoma cell line U2OS． We obtained a total of 3 groups of cells，namely the virus
infection control group，HIF － 1A overexpression group，HIF － 1A overexpression and HMGN5 knockdown group． We
examined the ability of osteosarcoma cells to migrate and invade by wound healing assay and Transwell invasion exper-
iment． To use PＲOMO software to predict the transcription factor of HMGN5 and fluorescence quantitative PCＲ to i-
dentify it． Western － blot was used to detect the expression of HIF － 1A，HMGN5 and tumor metastasis － related path-
way members． Ｒesults: Overexpression of HIF － 1A up － regulated the expression of transcription factor GATA1 and
promoted the expression of HMGN5． The higher expression of HMGN5 upregulated the expression of MMP － 2 and
MMP － 9 through the c － jun pathway，and finally promoted the migration and invasion of osteosarcoma cells． Conclu-
sion: The up － regulation of HMGN5 expression is an important downstream factor in the promotion of distant metasta-
sis of osteosarcoma by HIF － 1A，and it has important clinical practical significance in the selection of therapeutic tar-
gets for osteosarcoma．
【Key words】HIF － 1A，HMGN5，osteosarcoma，metastasis，molecular mechanism
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【摘要】 目的: 探讨缺氧诱导因子 － 1A( hypoxia － inducible factor － 1A，HIF － 1A) 上调高迁移率核小体结合

域 5( high － mobility group nucleosome － binding domain 5，HMGN5) 表达进而影响骨肉瘤远处转移的分子机制。
方法: 应用慢病毒感染的方式在骨肉瘤细胞系 U2OS 内过表达、敲低表达目的基因，我们共获得 3 组细胞，分

别为病毒感染对照组、HIF － 1A 过表达组、HIF － 1A 过表达并 HMGN5 敲低组。通过划痕实验、Transwell 侵袭

实验检测对比骨肉瘤细胞迁移、侵袭能力。应用 PＲOMO 软件预测并应用荧光定量 PCＲ 筛选确定 HMGN5 的
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转录因子，Western － blot 检测 HIF － 1A、HMGN5 及肿瘤转移相关通路成员表达情况。结果: HIF － 1A 过表达

能上调表达转录因子 GATA1 进而促进 HMGN5 的高表达，高表达的 HMGN5 通过 c － jun 途径上调 MMP － 2、
MMP －9 的表达，最终促进骨肉瘤细胞的迁移和侵袭。结论: HMGN5 表达上调是 HIF － 1A 促进骨肉瘤远处

转移的重要下游因素，在控制骨肉瘤转移治疗靶点的选择上具有重要的临床实践意义。
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骨肉瘤是一种来源于有成骨潜能的间叶细胞的高度恶

性的骨肿瘤疾病，是儿童和青少年常见的恶性肿瘤之一［1，2］。
骨肉瘤易早期转移，约有 15% ～25%的患者在初诊为骨肉瘤

时即有可探查到的肺部转移［3］。目前主要的治疗手段仍为

肿瘤切除和非特异的联合化疗［4 － 8］。尽管随着手术与化疗

技术的进步，骨肉瘤患者的远期生存率有所提高［9］，但合并

远处转移的患者 5 年生存率仍较低，为 0 ～ 29%［10，11］。临床

实践发现，骨肉瘤这类快速增长的实体瘤内常常存在缺氧微

环境［9］，而缺氧微环境又进一步促进了骨肉瘤细胞的远处转

移。缺氧诱导因子 － 1A ( hypoxia － inducible factor － 1A，HIF
－ 1A) 是肿瘤在缺氧微环境中的关键因子，其调控转录过程，

与多种肿瘤相关因子的表达密切相关。高迁移率核小体结

合域 5 ( high － mobility group nucleosome － binding domain 5，

HMGN5) 是高迁移率核小体结合域( high － mobility group nu-
cleosome － binding domain，HMGN) 的新成员，研究发现在人

类许多癌症中其都表达存在，更重要的是 HMGN5 的缺乏已

被证明与癌细胞生长，细胞周期调节、迁移、侵袭和临床结果

密切相关［11］。由此我们通过建立相关骨肉瘤细胞模型，对

缺氧环境下 HIF － 1A 调控 HMGN5 表达进而影响骨肉瘤远

处转移的机制进行了研究探讨。
1 材料与方法

1． 1 材料

U2OS 骨肉瘤细胞及 293FT 细胞购自中科院细胞库 ( 中

国，上海) 。慢病毒载体、阴性对照载体以及病毒包装材料购

自吉凯基因( 上海，中国) 。一抗体购自 Abcam 公司( 美国) ，

二抗购自 CST 公司( 美国) 。
1． 2 药物和试剂

TＲIzol 试剂、Lipofactamine 2000、DMEM、胎牛血清均购

自 Gibco Invitrogen 公司 ( 美国) ，SYBＲ － Green 预混液购自

Takara 公司( 日本) 。
1． 3 HIF －1A 过表达稳转株构建

人 HIF － 1A cDNA 通过逆转录 PCＲ 获得，插入慢病毒载

体 GV326( 元件顺序: Ubi － MCS － SV40 － Cherry) 的 AgeI 和

NheI 限制性酶切位点。293FT 细胞平铺于 75 cm2 培养瓶内

并转染 10 μg HIF － 1A 或对照慢病毒载体，进行细胞换液并

培养 48 h 后收获上清，并以 0． 45 μm 过滤膜过滤。以上清

培养 U2OS 细胞 48 h，并进行流式分选，获得稳定表达樱桃红

荧光细胞。转染 HIF － 1A 慢病毒载体的细胞定为 HIF － 1A
组，转染空载体的阴性对照定为 Cherry 组。
1． 4 HMGN5、GATA1 敲低稳转株构建

HMGN5 敲低 shＲNA 序列为 CCGGGATCAAAGAAGAT-
GATGGAAACTCGAGTTTCCATCATCTTCTTTGATCTTTTTG，

GATA1 敲 低 shＲNA 序 列 为 CCGGCCTCAATTCAGCAGC-
CTATTCCTCGAGGAATAGGCTGCTGAATTGAGGTTTTTG。
shＲNA 序列插入慢病毒载体 GV493( 元件顺序: hU6 － MCS －

CBh － gcGFP － IＲES － puromycin) 的 AgeI 和 EcoＲI 限制性酶

切位点。293FT 细胞平铺于 75 cm2 培养瓶内并转染 10 μg
HMGN5 敲低或 GATA1 敲低慢病毒及它们的对照慢病毒，进

行细胞换液并培养 48 h 后收获上清，并以 0． 45 μm 过滤膜

过滤，以培养基上清感染细胞。HMGN5 敲低慢病毒、GATA1
敲低慢病毒及对照慢病毒感染上述步骤获得的 HIF － 1A 过

表达细胞株及对照细胞，培养 48 h 后进行流式分选，获得稳

定表达绿色荧光细胞。根据 HIF － 1A 过表达和 HMGN5 敲

低的情况不同，共获得 3 株稳转细胞: 感染樱桃红和绿色荧

光空载病毒的 Cherry － GFP 组，HIF － 1A 过表达而 HMGN5
未敲低的 HIF － 1A － GFP 组，HIF － 1A 过表达而 HMGN5 敲

低的 HIF － 1A － HMGN5sh 组。根据 HIF － 1A 过表达和 GA-
TA1 敲低的情况不同，也分为 3 组: Cherry － GFP 组，HIF － 1A
－ GFP 组，以及 HIF － 1A 过表达而 GATA1 敲低的 HIF － 1A
－ GATA1sh组( 表 1) 。

表 1 各组细胞病毒感染情况

Tab． 1 Cell virus infection

Group Overexpression Knockdown

Cherry － GFP Cherry( control) GFP( control)
HIF －1A － GFP HIF －1A overexpression GFP( control)
HIF －1A － HMGN5sh HIF － 1A overexpression HMGN5 knockdown
HIF － 1A － GATA1sh HIF － 1A overexpression GATA1 knockdown

1． 5 荧光定量 PCＲ
为了定量检测各组骨肉瘤细胞系中 HIF － 1A 及 HMGN5

的表达 水 平，以 荧 光 定 量 PCＲ 检 测 HIF － 1A mＲNA 及

HMGN5 mＲNA 的 表 达 量，试 剂 为 SYBＲ － Premix Ex Taq
( Takara，日本) ，在 ABI 7900HT 上进行检测( Applied Biosys-
tem，美国) 。按照标准操作步骤以 TＲIzol 从每组细胞中提取

全 ＲNA。设计特异性寡核苷酸引物扩增基因，内参为 β － ac-
tin。PCＲ 引 物 序 列: HIF － 1A 正 向 引 物 5 ＇ －
GAACGTCGAAAAGAAAAGTCTCG － 3 ＇，反 向 引 物 5 ＇ － CCT-
TATCAAGATGCGAACTCACA － 3 ＇; HMGN5 正 向 引 物 5 ＇ －
CAGGTCAAGGTGATATGAGGCA － 3 ＇，反 向 引 物 5 ＇ － GCTT-
GGGCACTTGTATCTATGT － 3＇; GATA1 正向引物 5＇ － CTGTC-
CCCAATAGTGCTTATGG － 3 ＇，反 向 引 物 5 ＇ － GAATAGGCT-
GCTGAATTGAGGG － 3 ＇; β － actin 正 向 引 物 5 ＇ － AC-
CGAGCGCGGCTACAG － 3 ＇，反向引物 5 ＇ － CTTAATGTCACG-
CACGATTTCC － 3＇。应用 Ct 值比较法( 2 － ΔΔCt ) 分析数据。每

组细胞独立进行 3 次实验。
1． 6 Western － blot

应用蛋白提取试剂盒( thermo，美国) 收集经处理的细胞

并提取蛋白，以 BCA 蛋白定量试剂盒( thermo，美国) 进行蛋

白定量。取相同总量蛋白溶液以 SDS － PAGE 胶电泳分离，
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分离的蛋白质条带被转移至 PVDF 膜( Millipore，美国) ，并以

5%脱脂牛奶封闭。将 PVDF 膜置于 HIF － 1A、HMGN5、GA-
TA1 的一抗稀释液中 4 ℃ 孵育过夜，以磷酸盐缓冲液洗膜 3
次，再将膜置于连接辣根过氧化物酶的二抗稀释液中室温孵

育 2 小时，一抗及二抗的稀释比按相应说明书，以磷酸盐缓

冲液洗膜 3 次，再以 ECL － Plus 试剂盒按照说明书显色蛋白

条带。每组独立进行 3 次实验。
1． 7 划痕实验

将各组细胞接种于 6 孔版中，待细胞生长至 90%融合后

用 200 μl 吸头在 6 孔版内垂直划痕，用 PBS 清洗细胞 3 次，

加 入 无 血 清 培 养 基 继 续培养 48 h。实验分别于 0 h、24 h、
48 h 在倒置光学显微镜下观察并测量划痕的宽度，计算细胞

迁移率 = ( 0 h 划痕宽度 － 24 h 或 48 h 划痕宽度) /0 h 划痕

宽度 × 100%，并进行统计学分析，以此判断其迁移能力的差

异性。
1． 8 Transwell 侵袭实验

培养各组细胞，往 24 孔板内加入 500 μl 完全培养基，并

在孔内放入铺好的 Matrigel 胶的穿透小室( corning，美国) ，往

小室内加入 100 μl 无血清培养基和 5 × 104 细胞，在 37 ℃、
5%CO2 培养箱内培养。48 h 后取出小室，置于 4%多聚甲醛

内固定 30 min，磷酸盐缓冲液清洗 3 次，将小室置于 0． 1%结

晶紫染液内染色 30 min，磷酸盐缓冲液清洗 3 次，用棉签将

小室内侧的细胞擦除，将小室于倒置显微镜下观察并拍摄，

每个小室随机取 6 个视野拍照，计数穿透细胞个数，并进行

统计学分析。
1． 9 统计学分析

进行至少 3 次独立实验，结果以均值 ± 标准误表示。不

同组间以方差分析进行数据分析。当方差分析显示有统计

学差异时进行最小显著差异多重比较。P ＜ 0． 05 说明具有

统计学差异。
2 结果

2． 1 构建细胞系

我们应用慢病毒感染的方式在骨肉瘤细胞内过表达

HIF － 1A，以及敲低表达 HMGN5，共获得 3 组细胞，分别为感

染樱桃红和绿色荧光空载病毒的 Cherry － GFP 组，HIF － 1A
过表达而 HMGN5 未敲低的 HIF － 1A － GFP 组，HIF － 1A 过

表达而 HMGN5 敲低的 HIF － 1A － HMGN5sh组。过表达及敲

低的效果应用荧光定量 PCＲ 和 Western － blot 实验进行验

证。荧光定量 PCＲ 结果显示，成功在 HIF － 1A － GFP 组和

HIF － 1A － HMGN5sh 组内过表达 HIF － 1A，以及在 HIF － 1A
－ HMGN5sh组内敲低表达 HMGN5 ( 图 1A) 。此外，HIF － 1A
－ GFP 组的结果还显示，过表达 HIF － 1A 能上调 HMGN5 的

表达( 图 1A) 。同样的，我们也成功构建了 GATA1 敲低细胞

系，且 HIF － 1A 过 表 达 也 能 上 调 GATA1 表 达 ( 图 1B ) 。
Western － blot 的结果进一步证实了过表达和敲低有效 ( 图

3A) 。
2． 2 划痕实验和 Transwell 侵袭实验

将上述慢病毒感染实验获得的各组细胞进行划痕实验

和 Transwell 侵袭实验，研究 HIF － 1A 和 HMGN5 对骨肉瘤细

胞迁移和侵袭能力的影响。结果显示，相对于 Cherry － GFP
组，HIF － 1A － GFP 组的迁移和侵袭能力都有显著的增强，而

HIF － 1A － HMGN5sh组的迁移和侵袭能力则显著低于 HIF －
1A － GFP 组。结果证实了，在骨肉瘤细胞内过表达 HIF － 1A
能显著提高细胞迁移和侵袭的能力，而敲低 HMGN5 则能逆

转上述效果( 图 2) ，提示 HIF － 1A 增强细胞迁移和侵袭能力

是通过 HMGN5 的作用来实现的。

图 1 荧光定量 PCＲ 检测各组细胞内 mＲNA 表达水平变化

A: HIF － 1A 过表达上调 HMGN5 表达; B: HIF － 1A 上调表达 GATA1，敲低 GATA1 抑制 HMGN5 的转录( ＊＊＊P ＜ 0． 001) 。
Fig． 1 Ｒeal － time quantitative PCＲ detection of mＲNA expression levels in various groups

A: The overexpressed HIF － 1A － GFP increased the expression of HMGN5． B: HIF － 1A updated the expression of GATA1． Knocking down GATA1 in-
hibited the transcription of HMGN5( ＊＊＊P ＜ 0． 001) ．

2． 3 转录因子 GATA1 对 HMGN5 的调控

HIF － 1A 主要通过影响下游成员的转录来实现调控细

胞功能，应用 PＲOMO 转录因子预测软件预测 HMGN5 的转

录因子，发现 GATA1 可能是 HMGN5 的转录因子，而前人的

研究和进一步的荧光定量 PCＲ( 图 1B) 结果均证实 HIF － 1A
能上调 GATA1 表 达。为 了 证 实 HIF － 1A 通 过 GATA1 对

HMGN5 转录的调控，我们敲低了 HIF － 1A － GFP 组细胞内

的 GATA1，即 HIF － 1A － GATA1sh组，荧光定量 PCＲ 和 West-
ern － blot 实验结果显示: HIF － 1A 过表达能上调 GATA1 和

HMGN5 的表达，而 GATA1 敲低后，HMGN5 mＲNA 表达水平

显著降低，相应的，HMGN5 蛋白表达水平也有显著降低 ( 图

1B、图 3B) 。
2． 4 HMGN5 调控骨肉瘤细胞的迁移、侵袭分子途径

既往已有较多的研究证实 HMGN5 通过 c － jun 途径上

调 MMP2、MMP9 的表达来影响肿瘤的转移，我们进一步证实

了在骨肉瘤细胞内，受 HIF － 1A 影响上调的 HMGN5 通过上

调 c － jun 来提高 MMP2、MMP9 的表达水平，从而影响骨肉

瘤细胞迁移、侵袭的能力，而敲低 HMGN5 则能逆转 HIF － 1A
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上调所引起的 c － jun、MMP2、MMP9 表达增加( 图 3A) 。

图 2 划痕实验和 Transwell 侵袭实验检测各组细胞迁移、侵袭能力的差异

A: 划痕实验的显微镜摄片( × 100) ; B: 划痕实验 24 h 的各组细胞迁移率统计分析; C: 划痕实验 48 h 的各组细胞迁移率统计分析; D: Tran-
swell 侵袭实验的显微镜摄片( 结晶紫染色 × 200) ; E: Transwell 侵袭实验的各组细胞穿透数目统计分析。

Fig． 2 Wound healing and Transwell assay detected the difference of cell migration and invasion in each group
A: Wound healing assay( × 100) ． B: Statistical analysis of cell migration rate at 24 h in each group． C: Statistical analysis of cell migration rate at 48 h
in each group． D: Transwell assay( crystal violet staining × 200) ． E: Statistical analysis of cell penetration number in each group．

图 3 Western － blot 检测各组细胞内蛋白表达水平

A: HIF － 1A 过表达上调 HMGN5 表达，增加了 c － jun、MMP2、MMP9 表达水平; B: HIF － 1A 上调 GATA1 并增加 HMGN5 表达水平。
Fig． 3 Western － blot detected the expression of intracellular protein in each group

A: Overexpression of HIF － 1A can upregulate the expression of HMGN5 and increase the expression of c － jun，MMP2 and MMP9． B: HIF － 1A in-
creased the expression of HMGN5 by up － regulating GATA1．

3 讨论

骨肉瘤瘤体可在较短的时间内迅速增大，而瘤内血管生

长速度常常无法跟上瘤体增长的速度，即会形成瘤内缺氧微

环境［9］。HIF － 1A 是细胞在缺氧环境下高表达的适应性因

子，它是具有转录活性的核蛋白，在细胞内过表达 HIF － 1A
是较为成熟的研究缺氧微环境的细胞模型。我们的实验中

通过过表达 HIF － 1A 模拟了细胞缺氧微环境，应用 PＲOMO
转录因子预测软件发现 GATA1 可能是 HMGN5 的转录因子。
我们又分别构建了敲低表达 HMGN5 细胞系和敲低表达 GA-
TA1 细胞系，通过荧光定量 PCＲ 和 Western － blot 证明了过

表达 HIF － 1A 通过上调表达转录因子 GATA1 进而促进了

HMGN5 的表达。
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高迁移率蛋白家族( high mobility group，HMG) 包含 HM-
GA、HMGB、HMGN 三类。早期研究证实了 HMGA、HMGB 在

肿瘤 的 转 移 中 发 挥 了 重 要 作 用，近 年 来，HMGN 尤 其 是

HMGN5 在肿 瘤 侵 袭 转 移 中 作 用 与 机 制 得 到 了 广 泛 的 研

究［11］。研 究 显 示，HMGN5 在 促 进 前 列 腺 癌［12］、膀 胱

癌［13，14］、肾癌［15］、乳腺癌［16］的转移中发挥了重要作用，而在

骨肉瘤细胞系( U2OS、SaO2) 中敲低 HMGN5 后，其肿瘤细胞

的侵袭、转移的能力下 降［17］。我 们 既 往 的 工 作 也 证 实 了

HMGN5 对 肿 瘤 侵 袭、转 移 具 有 促 进 作 用，上 调 表 达 的

HMGN5 通 过 c － jun 途 径 上 调 MMP2、MMP9 表 达，影 响

PI3K /AKT 信号通路或 MAPK/EＲK 信号通路进而实现骨肉

瘤细胞的迁移和侵袭活动［11］。至此缺氧微环境促进骨肉瘤

远处转移的信号通路基本阐明。
由于研究设施的限制，无法将细胞乃至动物置于真实的

缺氧环境内并进行分析，只能采取在细胞内过表达 HIF － 1A
来模拟缺氧环境，与实际病理可能存在不一致情况。在下一

步的研究中，我们期望能在梯度浓度的细胞培养箱内对细胞

进行培养，并结合缺氧饲养的动物模型对缺氧微环境下骨肉

瘤细胞转移和 HMGN5 的关系进行更为深入的研究。
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