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Abstract
AIM: To induce HMGA2 gene silencing with 
shRNAs in gastric cancer cell line MKN-45 and 
to study the interaction between HMGA2 and 
the Wnt/β-Catenin signaling pathway. 

METHODS: A shRNA eukaryotic expression 
vector that expresses shRNAs of HMGA2 was 
constructed and transfected into gastric cancer 
cell line MKN-45. The mRNA and protein ex-
pression of HMGA2 was measured by RT-PCR 
and Western blot 48 h and 72 h after transfection 

to evaluate the effect of RNA interference. The 
mRNA and protein expression of β-Catenin, 
c-myc and cyclin D1 were also measured by RT-
PCR and Western blot. 

RESULTS: The expression of HMGA2 mRNA 
48 h after transfection was significantly lower in 
the shHMG-A2-1 group than in the shHMGA2-2 
group, shHMGA2-3 group, scrambled group 
and blank control group (0.58 ± 0.07 vs 0.92 ± 0.13, 
0.90 ± 0.16, 1.07 ± 0.14, 1.19 ± 0.09, all P < 0.05), 
but showed no significant difference among the 
latter four groups (all P > 0.05). Since HMGA2 
expression was most significantly silenced in 
the shHMGA2-1 group (51.3% at 48 h), the plas-
mid pLLU2G-shHMGA2-1 was chosen for use 
in subsequent experiments. The expression of 
HMGA2 protein 72 h after transfection in the 
shHMGA2-1 group was significantly lower than 
that in the scrambled group and blank group (0.11 
± 0.03 vs 0.48 ± 0.12, 0.55 ± 0.08, both P < 0.05). The 
silencing efficiency of transfection of shHMGA2-1 
was 80% at 72 h. After silencing the HMGA2 
gene, the expression of β-Catenin, c-myc and 
cyclin D1 mRNAs and proteins was significantly 
inhibited in the shHMGA2-1 group compared to 
the blank control group and the scrambled group 
(β-Catenin mRNA: 0.53 ± 0.04 vs 1.07 ± 0.02, 0.91 
± 0.02; β-Catenin protein: 0.44 ± 0.05 vs 0.69 ± 0.04, 
0.67 ± 0.10; c-myc mRNA: 0.39 ± 0.04 vs 0.88 ± 0.05, 
0.84 ± 0.03; c-myc protein: 0.25 ± 0.07 vs 0.75 ± 0.09, 
0.66 ± 0.10; cyclin D1 mRNA: 0.31 ± 0.02 vs 0.52 ± 
0.03, 0.51 ± 0.01; cyclin D1 protein: 0.12 ± 0.01 vs 
0.73 ± 0.12, 0.61 ± 0.07; all P < 0.05).

CONCLUSION: The recombinant plasmid 
PLLU2G-shHMGA2 could effectively inhibit 
the expression of HMGA2 gene in gastric can-
cer cell line MKN-45. Silencing of the HMGA2 
gene restrained the expression of β-Catenin and 
its downstream target genes c-myc and cyclin 
D1. HMGA2 controls the growth and apoptosis 
of gastric cancer cells possibly via the Wnt/
β-Catenin signal pathway. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

■背景资料
HMGA2 与Wnt /
β-Catenin信号通
路都是肿瘤发生
的研究热点, 他们
的表达产物可以
调节其他基因的
转录, 参与细胞的
增殖与凋亡, 有研
究表明两者在胃
癌中都有异常的
激 活 ,  但 是 有 关
HMGA2 对胃癌细
胞的增殖生长和
凋亡的影响以及
在胃癌的发生机
制中尤其是在信
号转导通路及其
分子机制的研究
报道相对较少.

■同行评议者
樊晓明, 教授, 主
任医师, 复旦大学
附属金山医院消
化科
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摘要
目的: 观察小分子RNA沉默HMGA2 在胃癌
细胞株MKN-45的表达, 研究HMGA2对Wnt/
β-Catenin通路中主要分子β-Catenin以及下游
靶分子c-myc、Cyclin D1的表达量及转录活
性的影响, 探讨HMGA2对Wnt/β-Catenin信号
转导通路的影响.  

方法: 构建针对人HMGA2基因的shRNA真核
表达载体, 瞬时转染人胃癌细胞株MKN-45, 
用RT-PCR、Western b lo t分别检测转染后
shHMGA2组、scrambled组和空白对照组细
胞中HMGA2 mRNA和蛋白的表达情况, 评
估抑制效应; 分别检测转染后3组细胞中的
β-Catenin、c-myc、Cyclin D1 mRNA和蛋白
的表达水平.  

结果: 转染48 h后shHMGA2-1组的HMGA2 
mRNA相对表达量(0.58±0.07), 与shHMGA2-2
组(0 .92±0 .13)、s h H M G A2-3组(0 .90±
0.16)、scrambled组(1.07±0.14)及空白对照
组(1.19±0.09)相比有统计学意义(P <0.05), 
其他4组相比无统计学意义(P >0 .05);  转染
48 h后shHMGA2-1组的HMGA2沉默效果
最好, HMGA2 mRNA表达明显下降,抑制率
51.3%; 故选用质粒shHMGA2-1继续后续实验; 
Western blot结果显示转染72 h后shHMGA2-1
组HMGA2蛋白相对表达量为(0.11±0.03), 与
scrambled组(0.48±0.12)及空白对照组(0.55±
0.08)相比有统计学意义(P<0.05), HMGA2蛋白
表达明显下降, 抑制率80%; 沉默干扰HMGA2 
48 h和72 h后, β-Catenin mRNA和蛋白表达水
平在空白对照组(1.07±0.02, 0.69±0.04)与
scrambled组(0.91±0.02, 0.67±0.10)中无明显
差异(P >0.05), 而shHMGA2-1组(0.53±0.04, 
0.44±0.05)较之两组有明显的下降(P <0.05); 
shHMGA2-1组中c-myc mRNA和蛋白相对表
达量为(0.39±0.04, 0.25±0.07)较之空白对照
组(0.88±0.05, 0.75±0.09)、scrambled组(0.84
±0.03, 0.66±0.10)有明显下降(P <0.05), 后两
组相比较无统计学意义(P>0.05); shHMGA2-1
组中Cyclin D1 mRNA和蛋白相对表达量为

(0.31±0.02, 0.12±0.01)较之空白对照组(0.52
±0.03, 0.73±0.12)、scrambled组(0.51±0.01, 
0.63±0.07)有明显下降(P <0.05), 后两组相比
较无统计学意义(P>0.05). 

结论: RNAi载体能有效地抑制HMGA2在胃癌
细胞株MKN-45中的表达, 沉默干扰HMGA2抑
制了Wnt/β-Catenin通路中的主要分子β-Catenin
以及下游靶分子c-myc、Cycl in D1的表达, 
HMGA2 基因可能是通过调控Wnt/β-Catenin
通路对胃癌细胞生长和凋亡发挥作用的.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: HMGA2在胃癌组织中高表达, 而在正

常胃组织中几乎不表达. 沉默干扰HMGA2基因后, 
β-Catenin mRNA和蛋白的表达水平受到抑制, 使
得β-Catenin在胞质中降解, Wnt/β-Catenin信号转

导通路下游的靶分子c-myc、Cyclin D1 mRNA和

蛋白的表达水平也受到抑制, 从而抑制细胞的生

长增殖和促进细胞的凋亡. HMGA家族可能通过

Wnt/β-Catenin信号转导通路最终导致胃癌的发生.  

姜丹, 赖铭裕, 陈家庄, 韦丽秀. 沉默干扰H M G A2 对胃

癌细胞W n t/β-C a t e n i n信号转导通路的影响.  世界华人
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 其死亡率

仅次于肺癌、肝癌, 全球每年新发胃癌病例愈

百万, 其中41%发生在中国. 全球每年因胃癌死

亡80万人, 中国占35%[1]. 胃癌的发生、发展与

原癌基因的激活、抑癌基因的失活以及凋亡

相关基因的异常表达等均有密切的关系. 尽管

近年来对胃癌的研究取得了进展, 但大多数患

者有临床症状时都已处于晚期并出现远处转

移. 高迁移率蛋白(high mobility group protein, 
HMG)是广泛存在真核生物中的一系列染色质

相关蛋白, 由于其在聚丙烯酰胺凝胶电泳(poly-
acrylamide gel electrophoresis, PAGE)中迁移能

力较强而得名. HMG包括3个家族: HMGA、

HMGB、HMGN. HMGA家族由HMGA1a、
HMGA1b、HMGA1c、HMGA2 4种蛋白组成. 
前3种蛋白由同一基因编码, 转录后被剪接成不

同长度的蛋白质. HMGA2则由一个断裂基因

■研发前沿
Wnt/β-Catenin信号
通路中β-Catenin
进入细胞核内与
TCF/LEF结合, 激
活下游一系列的
靶分子发生效应. 
H M G A 2 作 为 构
架转录因子, 与含
有 H M G 的 D N A
结合框的TCFs家
族TCF/LEF有部
分 相 似 结 构 域 . 
HMGA2可能通过
Wnt/β-Catenin 信
号转导通路最终
导致胃癌的发生. 
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编码. 高迁移率蛋白A家族每种蛋白都含有3个
AT-钩结构与和1个酸性C末端. HMGA2基因定

位于人类第12号染色体的q15区, 由4个内显子

及5个外显子组成, 1-3号外显子负责编码AT-钩
结构, 4号外显子负责编码AT-钩结构与酸性C末
端的间隔区, 5号外显子则负责编码酸性C末端. 
HMGA2基因的表达产物, 是一种非组蛋白染色

体蛋白, 本身缺乏转录活性, 但能通过AT-钩与

DNA结合而改变染色质的结构, 或者直接与相

关蛋白结合发生作用, 调节其他基因的转录, 从
而影响胚胎形成、组织发育和肿瘤发生等多个

过程, 又被称为“构架转录因子”. HMGA2在
胚胎期以及不成熟组织中大量表达, 而在分化

成熟的组织中几乎不表达[2]. 研究表明HMGA2
蛋白的表达参与人类多种肿瘤的发生 ,  如肺

癌 [3]、卵巢癌[4]、直肠癌[5]、胰腺癌[6]、脂肪瘤[7]

等. 这些肿瘤的发生、发展均与HMGA2基因表

达异常有关, 并发现其表达增强与预后有关, 是
一个潜在肿瘤标志物. Motoyama等[8]对110例
胃癌患者的HMGA2 mRNA的表达研究发现, 
HMGA2 mRNA的高表达. 但是有关HMGA2对
胃癌细胞的增殖生长和凋亡的影响以及在胃癌

的发生机制中尤其是在信号转导通路及其分子

机制的研究报道较少. Wnt/β-Catenin信号通路, 
是经典Wnt信号途径, 当Wnt信号存在时, Wnt蛋
白与卷曲蛋白胞外区结合, 在辅助受体低密度

脂蛋白受体相关蛋白5和6协同作用下, 胞质中

Dsh蛋白被募集至胞膜下, 使糖原合酶激酶3β磷
酸化失活并从轴蛋白上脱落, 则β连环蛋白不能

被降解, 大量游离的β连环蛋白在胞质中聚集并

进入胞核内与转录因子T细胞因子/淋巴细胞增

强因子结合, 启动一系列下游靶分子如c-myc、
Cyclin D1的表达. 下游靶分子大多数是参与细

胞的增殖与凋亡. β-Catenin作为Wnt信号通路

的核心分子, 他在细胞质中的累积是信号激活

的关键. 近年国内外研究, Wnt/β-Catenin信号通

路的异常激活与人类多种恶性肿瘤有关, 如: 胃
癌、直肠癌、肝癌、乳腺癌、卵巢癌、前列腺

癌、恶性黑色素瘤等. Cheng等[9]在胃癌组织(包
括弥漫型和肠型胃癌)中检测到β-Catenin异常

的核内积聚, 而且与淋巴结远处转移及肿瘤分

期呈正相关. Ebert等[10]在部分胃癌组织中发现

β-Catenin表达增高, 并检测到β-Catenin基因突

变. HMGA2与Wnt/β-Catenin信号通路都是肿瘤

发生的研究热点, 特别在胃癌中都有异常的激

活. β-Catenin进入细胞核内与TCF/LEF结合, 激

活下游一系列的下游靶分子发生效应. HMGA2
作为构架转录因子, 与含有HMG的DNA结合

框的TCFs家族TCF/LEF[11]有一定的相似结构

域. 我们大胆猜测HMGA2的异常表达可能会激

活Wnt/β-Catenin信号通路, 进而促进肿瘤的发

生. 本研究为观察shRNA沉默HMGA2基因在胃

癌细胞株MKN-45的表达, 研究HMGA2对Wnt/
β-Catenin信号转导通路中主要分子β-Catenin以
及下游靶分子c-myc、Cyclin D1的表达量及转

录活性的影响, 为HMGA2基因的在胃癌的作用

机制做初步探讨, 从而给胃癌的HMGA2靶向基

因治疗提供依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株MKN-45购自ATCC细

胞库; DMEM培养基、PVDF膜购自Solarbio公
司; 胎牛血清购自杭州四季青公司; Lipofectami-
neTM2000购自美国Invitrogen公司; 质粒PLL2G-
shHMGA2、PLL2G-scrambled均由赛业(广州)
生物科技有限公司设计合成; TRIzol抽提试剂

购自上海生工生物工程有限公司; M-MLV逆转

录试剂盒、Dream Taq Green PCR Master Mix购
自Fermentas公司; DNA Marker-B(100-600 bp)购
自美国Bio Basic Inc公司; RIPA裂解液(强)、苯

甲基磺酰氟、超敏ECL化学发光试剂盒、SDS-
PAGE蛋白上样缓冲液(5×)购自碧云天生物科

技有限公司; 鼠抗人HMGI-C单克隆抗体、鼠

抗人β-Catenin单克隆抗体、鼠抗人c-myc单克

隆抗体、鼠抗人Cyclin D1单克隆抗体均购自美

国Santa Cruz公司; HRP标记山羊抗鼠二抗、鼠

抗人β-Cactin单克隆抗体购自北京中杉金桥有

限公司; 预染蛋白Marker购自美国BBI公司; 琼
脂糖粉购自西班牙BIOWEST; 丙烯酰胺、N,N-
亚甲双丙烯酰胺、过硫酸铵(AP)、Tris碱、甘

氨酸、SDS、TEMED、Tween-20、NaCl、显

影粉、定影粉、甲醇、氯仿、异丙醇、无水乙

醇、DEPC处理水、核酸染料均购自上海生工

生物工程有限公司.   
1.2 方法

1.2.1 shRNA表达载体的构建和鉴定: 根据NCBI 
GenBank上登录的人类HMGA2基因mRNA序

列资料(登录号: NM-003483), 由赛业(广州)生
物科技有限公司设计合成设计、合成并鉴定

4对shRNAoligo, 构建的重组质粒分别命名为

PLL2G-shHMGA2-1、PLL2G-shHMGA2-2, 
PLL2G-shHMGA2-3、PLL2G-scrambled(阴性

■相关报道
Akaboshi等研究
发 现 在 胃 癌 细
胞 中 沉 默 干 扰
H M G A 1 能 抑 制
W n t /β - C a t e n i n
通 路 激 活 W n t /
β-Catenin信号转
导通路, 最终导致
胃癌的发生. 
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■创新盘点
本 研 究 通 过 构
建 s h R N A 沉 默
H M G A 2 基 因
在 胃 癌 细 胞 株
MKN-45的表达 , 
研 究 H M G A 2 对
Wnt/β-Catenin信
号转导通路中主
要分子β-Catenin
以及下游靶分子
c-myc、Cyclin D1
的表达量及转录
活 性 的 影 响 ,  为
HMGA2与Wnt /
β-Catenin信号通
路在胃癌的相互
作用机制作初步
探讨, 从而给胃癌
的HMGA2靶向基
因治疗提供依据.

对照). 
1.2.2 细胞培养及瞬时转染: 人胃癌细胞MKN-45
培养在含10%胎牛血清的D M E M培养基 ,  置
于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养. 转染前

1 d, 用0.25%胰酶+EDTA消化细胞并计数, 以
4×105/孔的密度种在6孔板, 用含血清、无双

抗的DMEM培养基放在CO2培养箱培养过夜. 使
其在转染当天细胞密度达80%-90%. 分别用250 μL
的DMEM稀释4 μg质粒、4 μL L ipofectami-
neTM2000, 5 min后将两者混合, 室温放置20 min
后将混合物加入到6孔板中, 用无血清的DMEM
培养基继续培养, 6 h后换液. 实验分组: 空白对

照组(只加脂质体)、scrambled组(转染阴性质

粒)、shHMGA2-1组、shHMGA2-2组、shH-
MGA2-1组(转染HMGA2的阳性质粒).   
1.2.3 逆转录聚合酶链反应RT-PCR检测各组细

胞的HMGA2、β-Catenin、c-myc、Cyclin D1的

mRNA表达: TRIzol抽提试剂提取细胞总RNA, 
测定其浓度及纯度(A 260-280为1.8-2.0) 根据Gen-
Bank中人类HMGA2 (登录号: NM_003483)、
β-Catenin (登录号: NM_001904)、c-myc (登录号: 
NM_002467)、Cyclin D1 (登录号: NM_053056)
基因序列, 以G A P D H为内参照, 利用引物设

计软件Pr imer5设计引物序列. 引物由上海生

工生物工程有限公司合成: HMGA2上游序列: 
AAGCAGCAGCAAGAACCAAC, 下游序列: 
AGTCCTCTTCGGCAGACTCTT, 扩增产物大

小为230 bp, 退火温度为58 ℃; β-Catenin上游

序列: CCATCATCGTGAGGGCTTAC, 下游序

列: TGCTTTCTTGGTTGCCATAAG, 扩增产物

大小为269 bp, 退火温度为62 ℃; c-myc上游序

列: GAACTTACAACACCCGAGCAAG, 下游

序列: TTCTCCTCCTCGTCGCAGTA, 扩增产物

大小为264 bp, 退火温度为60 ℃; Cyclin D1上游

序列: ATGCCAACCTCCTCAACGACC, 下游序

列: TCAGGGGGATGGTCTCCTTCA, 扩增产物

大小为303 bp, 退火温度为60 ℃; GAPDH上游序

列: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC, 下游序列: 
TCACACCCATGACGAACAT, 扩增产物大小为

401 bp, 退火温度为58 ℃; 以反应总体积25 μL
进行PCR扩增反应. 反应条件: 95 ℃变性5 min, 
94 ℃变性40 s, 58 ℃退火40 s, 72 ℃延伸40 s,  共
30个循环, 72 ℃终末延伸10 min. 取终末产物进

行琼脂糖凝胶电泳, 采用Bio-Rad Gel doc2000凝
胶成像分析系统扫描, 保存电泳图并分析实验

结果. 对电泳结果图像进行条带灰度测定, 最终

以目的基因条带与内参基因条带的灰度值的比

值作为该目的基因的表达值. 
1.2.4 Western blot检测转染后各组HMGA2、
β-Catenin、c-myc、Cyclin D1蛋白的表达: 用
RIPA裂解液裂解细胞, 离心, 得到的上清与上样

缓冲液4∶1混合, 经变性, 即得蛋白质样品, 将
样品加入凝胶孔道中进行电泳, 100 mA稳流状

态下转膜, 将蛋白转至PVDF膜, 用5%脱脂牛奶

封闭, 再把膜置于一抗(1∶500)稀释液中摇床

冰上孵育过夜, 次日用TBST洗膜后置于二抗(1
∶10 000)稀释液中室温孵育1 h, 洗膜, 显影, 定
影, 以β-actin为内参照经凝胶分析软件分析其灰

度值, 计算HMGA2、β-Catenin、c-myc、Cyclin 
D1和β-actin蛋白在各组表达条带的灰度值, 两
者灰度值的比值反映各组蛋白的表达.  

统计学处理 应用SPSS13.0软件包进行统计

学处理, 所有实验数据均以mean±SD表示, 对各

指标进行单因素方差分析(one-way ANOVA), 两
组均数间的比较用SNK检验, P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 HMGA2 mRNA的表达水平 RT-PCR结果

显示: 5组实验组均有HMGA2 mRNA的表达, 
shHMGA2-2组、shHMGA2-3组以及scrambled
组较之于空白对照组没有明显改变(P >0.05), 
shHMGA2-1组的HMGA2 mRNA的表达显著

下调(P <0.05), 说明质粒PLL2G-shHMGA2-1转
染MKN-45细胞成功, 其沉默干扰效果较质粒

PLL2G-shHMGA2-2、质粒PLL2G-shHMGA2-3
的明显, 其沉默干扰HMGA2 mRNA沉默表达

率为51.26%. 后续实验研究即选择质粒PLL2G-
shHMGA2-1作为阳性对照组(表1, 图1).
2.2 HMGA2蛋白的表达水平 Western blot结果显

示: 与空白对照组相比, scrambled组蛋白的表达

相对于空白对照组无明显差异(P >0.05), 而shH-
MGA2-1组的蛋白表达明显下降(P <0.05), 其沉

默表达下降80%(图2, 表2). 
2.3 P T-P C R检测转染H M G A2 基因48 h后对

β-C a t e n i n及下游靶分子c-m y c、C y c l i n D1 
mRNA表达水平的影响 沉默干扰HMGA2 48 h
后, β-Catenin mRNA表达水平在空白对照组

(1.07±0.02)与scrambled组(0.91±0.02)中无明

显差异(P >0.05), 而shHMGA2-1组(0.53±0.04)
较之两组有明显的下降(P <0.05); c-myc mRNA
相对表达量在shHMGA2-1组中为(0.39±0.04)



1066              ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)     世界华人消化杂志   2013年4月28日   第21卷   第12期

2013-04-28|Volume 21|Issue 12|WCJD|www.wjgnet.com

较之空白对照组(0.88±0.05)、scrambled组(0.84
±0.03)有明显下降(P <0.05), 后两组相比较无统

计学意义(P >0.05); Cyclin D1 mRNA相对表达量

在shHMGA2-1组中为(0.31±0.02)较之空白对

照组(0.52±0.03)、scrambled组(0.51±0.01)有
明显下降(P <0.05), 后两组相比较无统计学意义

(P >0.05)(图3-5).
2.4 Western blot检测转染HMGA2 基因72 h后

对β-Catenin及下游靶分子c-myc、Cyclin D1蛋

白表达水平的影响 沉默干扰HMGA2 72 h后, 
β-Catenin蛋白的表达水平在空白对照组(0.69
±0.04)与scrambled组(0.67±0.10)中无明显差

异(P >0.05), 而shHMGA2-1组(0.44±0.05)较之

两组有明显的下降(P <0.05); c-m y c蛋白相对

表达量在shHMGA2-1组中为(0.25±0.07)较之

空白对照组(0.75±0.09)、scrambled组(0.66±
0.10)有明显下降(P <0.05), 后两组相比较无统

计学意义(P >0.05); Cyclin D1蛋白相对表达量

在shHMGA2-1组中为(0.12±0.01)较之空白对

照组(0.73±0.12)、scrambled组(0.61±0.07)有
明显下降(P <0.05), 后两组相比较无统计学意义

(P >0.05)(图6-8).

3  讨论

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 其死亡率

仅次于肺癌、肝癌. 全球每年新发胃癌病例愈

百万, 其中41%发生在中国. 全球每年因胃癌死

亡80万人, 中国占35%[1]. 胃癌的治疗要采用个

体化、规范化的综合治疗模式, 目前治疗手段

主要以手术为主, 辅助以放化、疗结合免疫治

疗、分子生物的靶向治疗和营养支持等.  
基因治疗是20世纪80年代发展起来的人类

医学分子遗传学中的新领域, 发展非常迅速, 而
安全有效的基因载体是成功进行基因治疗的先

决条件, 也是目前主要的技术路线. RNAi是近

年来发展起来的一项新技术, 是由内源性或外

源的双链RNA导入细胞而引起同源的mRNA降

解, 进而抑制其相应的基因表达[12]. RNAi技术

在子宫颈癌、乳腺癌、肝癌等人类肿瘤细胞株

体外抑制实验中获得了成功[13-15]. 陈鹏等[16]应用

RNAi技术构建Livin的siRNA载体转染至胃癌细

胞, 并使用RT-PCR检测胃癌细胞mRNA水平变

化, MTT检测细胞增殖, 流式细胞仪检测细胞凋

■应用要点
本文通过构建针
对 人 H M G A 2 基
因的shRNA真核
表 达 载 体 ,  瞬 时
转染人胃癌细胞
株 M K N - 4 5 ,  用
RT-PCR、West-
ern blot分别检测
转 染 后 H M G A 2 
mRNA和蛋白的
表达情况及细胞
中的β-Catenin、
c - m y c、C y c l i n 
D1 mRNA和蛋白
的 表 达 水 平 ,  以
研 究 H M G A 2 对
Wnt/β-Catenin信
号转导通路中主
要分子β-Catenin
以及下游靶分子
c-myc、Cyclin D1
的表达量及转录
活性的影响, 从而
给胃癌的HMGA2
靶向基因治疗提
供依据. 

表  2  转染48 h后不同实验组的HMGA2 mRNA的表达
(mean±SD)

     分组 HMGA2的平均灰度值

scrambled组        0.48±0.12

shHMGA2-1组        0.11±0.03a

空白对照组        0.55±0.08

aP<0.05 vs  空白对照组.
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图  1  转染48 h后不同实验组的HMGA2 mRNA的表达. N: 

scrambled组; H1: shHMGA2-1组; H2: shHMGA2-1组; H3: 

shHMGA2-1组; Z: 空白对照组; M: Marker.

表  1  转染48 h后不同实验组的HMGA2 mRNA的表达
(mean±SD)

     分组 HMGA2的平均灰度值

scrambled组       1.07±0.14

shHMGA2-1组       0.58±0.07a

shHMGA2-2组       0.92±0.13

shHMGA2-3组       0.90±0.16

空白对照组       1.19±0.09

aP<0.05 vs  空白对照组.
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图  2  转染72 h后不同实验组的HMGA2蛋白的表达. 1: 空

白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组.
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亡, 结果显示转染siRNA组Livin mRNA表达显著

低于对照组, 并且胃癌细胞生长明显抑制, 凋亡

率显著增加. 他具有特异、高效等突出优点, 现
已被广泛用于胃癌基因治疗方面的研究与探索. 

本研究通过构建3个针对H M G A2 基因的

RNAi载体PLLU2G-shHMGA2以及1个阴性序列

的载体, 经限制性酶切及基因测序证实, 通过细

胞内GFP荧光表达, 证实转染效率. 转染胃癌细

胞MKN-45成功, 为下一步研究奠定基础. 
HMGA2是一种非组蛋白染色体蛋白, 本

身缺乏转录活性, 但能通过AT-钩与DNA结合

而改变染色质的结构 ,  或者直接与相关蛋白

结合发生作用, 调节其他基因的转录, 从而影

响胚胎形成、组织发育和肿瘤发生等多个过

程, 又被称为“构架转录因子”[17-19]. 研究表明

HMGA2基因在一些恶性肿瘤中可以作为诊断

的分子标志物判断预后的独立因素. Hristov等[6]

认为HMGA2在胰腺导管腺癌中表达量增加, 与
淋巴结转移和肿瘤分级呈正相关, 可能是胰腺

癌的一个重要的生物标志. Wang等[20]研究发现

HMGA2是大肠癌的重要生物标志物. Meyer等[21]

对34例非小细胞肺癌及相应的正常组织(其中

17例腺癌、17例鳞癌)通过定量RT-PCR及免疫

组织化学研究发现, HMGA2蛋白明显高于正常

组, HMGA2的过表达见于所有的肺癌组织, 因
此认为HMGA2是肺癌检测的潜在肿瘤标志物. 
Malek等[4]通过基因沉默技术研究HMGA2对卵

巢癌细胞株Ovcar-3和OAW-42(都有HMGA2的
过表达)生存、增殖及细胞周期的影响, 结果显

示细胞的增长受到抑制, 凋亡增减, 进入S期的

细胞明显减少, 认为HMGA2基因可能为卵巢

癌治疗的潜在靶点. Sarhad i等[22]通过对152例
NSCLC患者组织中HMGA1和HMGA2的表达的

研究, 评估HMGA作为肺癌标记的可行性. 发现

肺癌组织较正常肺组织中HMGA1和HMGA2明
显高表达. 

研究表明HMGA2在胃癌组织中高表达, 而
在正常胃组织中几乎不表达. Motoyama等[8]对

110例胃癌患者的HMGA2 mRNA的表达研究发

现, HMGA2 mRNA的高表达与胃癌患者的浆

膜浸润淋巴结转移及静脉的浸润成正相关, 但
与性别、肿块大小和组织病理的类型无明显

相关性. 本研究转染重组质粒后, 用RT-PCR、

Western blot检测其各组细胞的沉默效果, 结果

显示转染48 h后shHMGA2-1组HMGA2 mRNA
的抑制率为51.3%,  而转染72 h后shHMGA2-1组
HMGA2蛋白抑制率为80%, 表明沉默效果已经

■同行评价
本文探讨了沉默
干 扰 H M G A 2 对
Wnt/β-Catenin信
号转导通路的影
响, 对HMGA2 基
因在胃癌发病中
的作用及可能的
作用机制提供了
理论依据. 图  3  转染48 h后不同实验组的β-Catenin mRNA的表达. 1: 

空白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组; M: Marker.
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图  4  转染48 h后不同实验组的c-myc mRNA的表达. 1: 空

白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组; M: Marker.

图  5  转染48 h后不同实验组的Cyclin D1 mRNA的表达. 1: 

空白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组; M: Marker.
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图  6  转染72 h后不同实验组的β-Catenin蛋白的表达. 1: 

空白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组.
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图  7  转染72 h后不同实验组的c-myc蛋白的表达. 1: 空白

对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组.
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图  8  转染72 h后不同实验组的Cyclin D1蛋白的表达. 1: 空

白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组.
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在基因和在蛋白的层面上发挥作用. 
在胃癌发生发展中, HMGA2的作用的分子

机制不是非常清楚, 以往研究认为HMGA2的表

达可能与胃癌临床转移和进展能力有关, 而其

主要机制可能是HMGA2促进胃癌细胞EMT的
发生[23-25]. Ohshima等[26]认为HMGA2与let-7家族

负向调控, 与胃癌的侵袭性相关. HMGA2通过

转化一些分子信号通路, 如: 生长因子β信号通

路和Ras信号通路来完成的肿瘤的发生. Wata-
nabe等[27]认为HMGA2表达上调激活Ras信号通

路, 从而导致胰腺癌的发生. 
Wnt/β-Catenin通路是经典Wnt信号途径, 

越来越多的研究表明, Wnt信号通路不仅在调

控胚胎发育中起关键作用, 而且他与人类多种

恶性肿瘤的发生和发展也是密切相关 .  目前 , 
Wnt信号通路与人类肿瘤的关系备受关注, 是
国际前沿的一个研究热点. 在早期的Wnt信号

通路的缺陷可导致多种生物发育缺陷, 而癌基

因、抑癌基因或Wnt信号通路成分(如APC、

β-Catenin、Ax in等)的突变致其不恰当的激活

与肿瘤的发生、发展有关, 尤其与消化系肿瘤

关系密切[28]. Hörig等[29]的实验显示: 特异地阻

断裸鼠体内人APC突变的CRC细胞系β-Catenin
表达后, 明显抑制裸鼠体内肿瘤生长, 部分肿瘤

可消失.  
研究表明当Wnt信号存在时, β-Catenin不能

被降解, 大量游离的β-Catenin在胞质中聚集并

进入胞核内与转录因子T细胞因子/淋巴细胞增

强因子结合, 启动一系列下游靶分子如c-myc、
Cyclin D1的表达. 下游靶分子大多数是参与细

胞的增殖与凋亡. 本研究表明沉默干扰HMGA2
基因后, β-Catenin mRNA和蛋白的表达水平受到

抑制, Wnt/β-Catenin信号转导通路下游的靶分子

c-myc、Cyclin D1 mRNA和蛋白的表达水平也

受到抑制. 抑制HMGA2的表达, 使得β-Catenin在
胞质中降解, 抑制Wnt/β-Catenin信号转导通路下

游的靶分子, 从而抑制细胞的生长增殖和促进细

胞的凋亡. 而与Akaboshi等[30]研究发现在胃癌细

胞中沉默干扰HMGA1能抑制Wnt/β-Catenin通路

的激活Wnt/β-Catenin信号转导通路, 最终导致胃

癌的发生, 抑制细胞的生长增值和促进细胞的凋

亡. 表明HMGA家族可能通过Wnt/β-Catenin信号

转导通路, 最终导致胃癌的发生结果相一致.  
但本实验只是针对主要基因β-Catenin及下

游的靶分子c-myc、Cyclin D1进行检测, 而Wnt/
β-Catenin通路中还有许多的基因和下游靶基因

没有做相关的检测, 还有HMGA2是通过什么机

制导致β-Catenin异常累积等方面没有做相关的

研究. 总之探索并阐明这一机制将为临床预测

肿瘤患者的诊断、预后、转移等提供参考指标, 
同时也能为肿瘤分子靶向治疗和开发新药物提

供一个突破点.  
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