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ＨＭＧＡ２在胃癌细胞上皮间充质转化中的作用

符　亮△，　潘　锐，　陈　钊
（三亚市人民医院消化内科，海南 三亚 ５７２０００）

　　［摘　要］　目的：探讨ＨＭＧＡ２在胃癌细胞上皮间充质转化（ＥＭＴ）中的作用及机制。方法：采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
和ＲＴｑＰＣＲ实验检测不同分化程度的人胃癌细胞株ＭＫＮ４５、ＭＫＮ２８和ＳＧＣ７９０１以及人永生化胃黏膜上皮细胞株
ＧＥＳ１中ＨＭＧＡ２的表达水平；采用脂质体转染法将 ｐｃＤＮＡ３０ＨＭＧＡ２质粒转染至 ＭＫＮ２８细胞中，将 ｓｉＨＭＧＡ２
干扰片段转染至ＭＫＮ４５细胞中，并采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴｑＰＣＲ实验检测转染效率；ＣＣＫ８实验检测ＨＭＧＡ２上调
对ＭＫＮ２８细胞活力的影响以及ＨＭＧＡ２下调对 ＭＫＮ４５细胞活力的影响；采用细胞迁移和侵袭实验检测 ＨＭＧＡ２
上调对ＭＫＮ２８细胞迁移和侵袭能力的影响；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴｑＰＣＲ实验检测 ＨＭＧＡ２过表达对 ＭＫＮ２８细
胞ＥＭＴ相关标志蛋白上皮型钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、神经型钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）和波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）表达的影
响以及敲减ＨＭＧＡ２表达对ＭＫＮ４５细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达的影响；采用 ＲＴｑＰＣＲ实验检测过
表达ＨＭＧＡ２的ＭＫＮ２８细胞Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关分子表达的变化。结果：ＨＭＧＡ２在不同分化程度的胃癌
细胞中的表达水平是不同的（Ｐ＜００５）。上调ＭＫＮ２８细胞ＨＭＧＡ２的表达水平能够抑制细胞活力（Ｐ＜００５）；而
在ＭＫＮ４５细胞中下调ＨＭＧＡ２的表达水平能够增强细胞活力（Ｐ＜００５）。上调ＭＫＮ２８细胞 ＨＭＧＡ２的表达水平
能够促进细胞的迁移和侵袭能力（Ｐ＜００５），且Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达升高（Ｐ＜００５）；
敲减ＨＭＧＡ２在ＭＫＮ４５细胞的表达水平使Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达升高，而Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达降低（Ｐ＜００５）。上
调ＭＫＮ２８细胞中ＨＭＧＡ２的表达水平，细胞内Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的βｃａｔｅｎｉｎ及其下游分子ｃＭｙｃ和ｃｙｃｌｉｎＤ１的
ｍＲＮＡ表达水平显著增加（Ｐ＜００５）。结论：ＨＭＧＡ２与胃癌细胞迁移和侵袭能力密切相关，并且能够通过激活细
胞内Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路，促进胃癌细胞ＥＭＴ。
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　　胃癌是常见的恶性肿瘤之一，严重威胁着人类
的健康和生存质量。临床上，胃癌转移是导致胃癌

患者治疗失败和不良预后的主要因素之一［１］。近年

来的研究证实，上皮间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）参与多种肿瘤的转移过程，肿
瘤细胞发生ＥＭＴ的典型特点是上皮细胞表型缺失，
其上皮标志蛋白上皮型钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）的表
达降低，失去极性，并且表现出间质细胞的特性，间

质标志蛋白神经型钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）和波形蛋
白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）的表达增加［２］。

　　高迁移率族蛋白（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎ，
ＨＭＧ）是在真核生物中广泛存在的一类染色质相关
蛋白，主要包括 ＨＭＧＡ、ＨＭＧＢ和 ＨＭＧＮ家族成员。
ＨＭＧＡ２是ＨＭＧＡ家族成员之一，在胚胎期及分化程
度低的组织中大量表达，而在分化程度高的组织中

几乎不表达［３］。在胃癌组织中，ＨＭＧＡ２呈现高表达
状态，并且与胃癌患者的不良预后密切相关［４５］，但

具体机制尚有待进一步探讨。本研究探讨胃癌细胞

ＥＭＴ过程中，ＨＭＧＡ２的作用及可能机制。

材　料　和　方　法

１　材料
　　人胃癌细胞株 ＭＫＮ４５（低分化）、ＭＫＮ２８（高分
化）和ＳＧＣ７９０１（中分化）以及人永生化胃黏膜上皮
细胞株ＧＥＳ１购自中国上海科学院细胞库；脂质体
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ＨＭＧＡ２ｓｉＲＮＡ（ｓｉ
ＨＭＧＡ２）和ｓｉＲＮＡ阳性对照（ｓｉＲＮＡｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，
ｓｉＮＣ）由上海生工生物工程技术服务有限公司合
成；ＴＲＩｚｏｌ（Ｔｈｅｒｍｏ）；ＲＮＡ提取试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；
紫外分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ）；逆转录试剂盒（大连宝生
物工程有限公司）；ＲＴｑＰＣＲ引物由上海生工生物工
程股份有限公司合成；定量 ＰＣＲ扩增仪（ＡＢＩ７５００，
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）；ＲＩＰＡ蛋白裂解液（上海碧云天
生物技术有限公司）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（Ｔｈｅｒ
ｍｏ）；兔抗人ＨＭＧＡ２多克隆抗体（ａｂ９７２７６）、兔抗人
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ单克隆抗体（ａｂ１１５１２）、兔抗人 ｖｉｍｅｎｔｉｎ
多克隆抗体（ａｂ９２５４７）和兔抗人 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ单克隆

抗体（ａｂ１８２０３）均购自 Ａｂｃａｍ；兔抗人 ＧＡＰＤＨ单克
隆抗体（ｓｃ３６７７１４，Ｓａｎｔａ）；ＨＲＰ标记的羊抗鼠 ＩＩ抗
（上海英基生物科技有限公司）；ＣＣＫ８试剂（上海翊
圣生物科技有限公司）；ＥＣＬ发光液（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）。凝
胶成像仪（ＧｅｌＤｏｃＩｔ，ＵＶＰ）；显微镜（ＢＸ６１，Ｏｌｙｍ
ｐｕｓ）。
２　方法
２．１　细胞培养　４种细胞株均培养于含１０％ 胎牛
血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中（青霉素１×１０５Ｕ／Ｌ，链
霉素１００ｍｇ／Ｌ），３７℃、５％ ＣＯ２条件下中培养，细胞
融合度值８０％～９０％时，进行消化传代。
２．２　脂质体转染　聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增 ＨＭＧＡ２基因编码区（ＮＭ＿
００１３００９１８１），ＢａｍＨ Ｉ和 ＥｃｏＲ Ｉ酶切后，插入
ｐｃＤＮＡ３０真核表达载体，经酶切、ＰＣＲ和测序鉴定，
构建ｐｃＤＮＡ３０ＨＭＧＡ２表达载体。取４×１０５个处
于对数生长期的 ＭＫＮ２８细胞，接种于３５ｃｍ培养
皿中，２４ｈ后，采用脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００将
ｐｃＤＮＡ３０ＨＭＧＡ２及空载体对照ｐｃＤＮＡ３０ｅｍｐｔｙ分
别转染至ＭＫＮ２８细胞中，操作步骤参照试剂说明书。
　　取４×１０５个处于对数生长期的ＭＫＮ４５细胞，接
种于３５ｃｍ培养皿中，２４ｈ后，采用脂质体 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００将 ｓｉＨＭＧＡ２（见表１）及 ｓｉＮＣ（阴
性对照组）分别转染至 ＭＫＮ４５细胞中，操作步骤参
照试剂说明书。

２３　ＲＴｑＰＣＲ实验　 收集１×１０５细胞，各细胞样
品中加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，抽提细胞总 ＲＮＡ，按照 ＲＮＡ
提取试剂盒的说明书操作。紫外分光光度计检测总

ＲＮＡ浓度及纯度（Ａ２６０／Ａ２８０），逆转录试剂盒进行逆
转录。ＨＭＧＡ２、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、β
ｃａｔｅｎｉｎ、ｃＭｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１及内参照 ＧＡＰＤＨ的 ＲＴ
ｑＰＣＲ引物序列见表１。定量 ＰＣＲ扩增仪检测各目
的基因的 ｍＲＮＡ表达水平。ｑＰＣＲ扩增体系为 １０
μＬ，反应条件为：５０℃ ２ｍｉｎ；９５℃ １０ｍｉｎ、９５℃ １５
ｓ、６０℃１ｍｉｎ，进行３５个循环。采用２－ΔΔＣｔ方法表示
各目的基因的相对表达量，实验重复３次后，进行统
计分析。

·７０６·



表１　ｓｉＨＭＧＡ２序列及ＲＴｑＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ１．ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｉＨＭＧＡ２ａｎｄＲＴｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

Ｎａｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ（５’３’） Ｒｅｖｅｒｓｅ（５’３’）
ｓｉＨＭＧＡ２ ＣＧＧＣＣＡＡＧＡＧＧＣＡＧＡＣＣＵＡＴＴ ＵＡＧＧＵＣＵＧＣＣＵＣＵＵＧＧＣＣＧＴＴ
ＧＡＰＤＨ ＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ
ＨＭＧＡ２ ＣＣＣＡＡＡＧＧＣＡＧＣＡＡＡＡＣＡＡ ＧＣＣＴＣＴＴＧＧＣＣＧＴＴＴＴＴＣＴＣ
βｃａｔｅｎｉｎ ＣＣＡＴＣＡＴＣＧＴＧＡＧＧＧＣＴＴＡＣ ＴＧＣＴＴＴＣＴＴＧＧＴＴＧＣＣＡＴＡＡＧ
ｃＭｙｃ ＧＡＡＣＴＴＡＣＡＡＣＡＣＣＣＧＡＧＣＡＡＧ ＴＴＣＴＣＣＴＣＣＴＣＧＴＣＧＣＡＧＴＡ
ＣｙｃｌｉｎＤ１ ＡＴＧＣＣＡＡＣＣＴＣＣＴＣＡＡＣＧＡＣＣ ＴＣＡＧＧＧＧＧＡＴＧＧＴＣＴＣＣＴＴＣＡ

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　收集（２～５）×１０５个细胞，
加入ＲＩＰＡ蛋白裂解液，抽提细胞全蛋白，ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒检测蛋白浓度。１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋
白后，湿转法将蛋白转到 ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉
室温震荡封闭 １ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，加入Ⅰ抗［兔抗人
ＨＭＧＡ２多克隆抗体（１∶１０００稀释）、兔抗人 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ单克隆抗体（１∶１０００稀释）、兔抗人 ｖｉｍｅｎｔｉｎ
多克隆抗体（１∶１０００稀释）、兔抗人Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ单克
隆抗体（１∶１０００稀释）和兔抗人ＧＡＰＤＨ单克隆抗体
（１∶２０００稀释）］，４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜后，加
入ＨＲＰ标记的羊抗鼠 ＩＩ抗（１∶１００００稀释），室温
孵育１ｈ，加ＥＣＬ发光液进行化学发光显影，凝胶成
像仪对蛋白条带进行观察，获取图像，并对图像进行

灰度分析（ＩｍａｇｅＬａｂ软件），计算目的蛋白与内参蛋
白的灰度比值。

２．５　细胞划痕实验（ｗｏｕｌｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙ）　取对数
生长期细胞（５～７）×１０５个，接种于６孔板中，２４ｈ
后，细胞汇合度达９０％以上；使用移液器枪头，垂直
于６孔板底部，均匀划线，每孔３条平行线；ＰＢＳ洗涤
３次，去除漂浮的细胞，加入无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养
基，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中正常培养，分别于０ｈ和
２４ｈ时在显微镜下拍照，并计算细胞间距离。重复３
次独立实验后，进行统计分析。

２．６　细胞侵袭实验（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ）　２４孔板中放
置Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，在小室上层加入４０ｇ／ＬＭａｔｒｉｇｅｌ
５０μＬ，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中过夜，使 Ｍａｔｒｉｇｅｌ凝
固；在２４孔板下室中加入５００μＬ的含１０％ ＦＢＳ的
ＲＰＭＩ１６４０培养液，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中加入１００μＬ的
各实验组细胞悬液（细胞总数约 １×１０５个）；４８ｈ
后，去除 ２４孔板下室中的培养液，棉签擦去 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室内室膜上的细胞，０１％结晶紫溶液染色，
室温５ｍｉｎ，显微镜下观察，每孔随机选取３个视野
拍照，并记录每个视野的细胞数目。实验重复３次
后，进行统计分析。

２．７　细胞存活实验　处于对数生长期的各实验组
细胞，接种于９６孔板中，每孔接种（０８～１）×１０４个

细胞，设置３个复孔，继续培养４８ｈ。弃去上清，加
入ＣＣＫ８试剂，继续培养４ｈ，测定４５０ｎｍ波长的吸
光度（Ａ）值。进行３次独立实验后，进行统计分析。
３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件分析。计量资料以均
数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。多组间比较采用单
因素方差分析，多重比较采用经 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法校正的
ｔ检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　胃癌细胞和胃黏膜上皮细胞中 ＨＭＧＡ２的表达
水平

　　ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＨＭＧＡ２在
低分化的ＭＫＮ４５胃癌细胞中表达水平最高，而在永
生化的ＧＥＳ１胃黏膜上皮细胞中表达水平最低（Ｐ＜
００５），见图１。
２　转染效率的测定
　　ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，在 ＭＫＮ２８
细胞中，与空白对照（ＭＫＮ２８ｃｏｎｔｒｏｌ）组和空载体
（ＭＫＮ２８ｅｍｐｔｙ）组相比，ＨＭＧＡ２过表达（ＭＫＮ２８
ＨＭＧＡ２）组细胞中 ＨＭＧＡ２的 ｍＲＮＡ和蛋白水平均
显著升高（Ｐ＜００５），而空白对照组和空载体组之间
的差异无统计学显著性，见图２Ａ、Ｂ。在 ＭＫＮ４５细
胞中，与空白对照（ＭＫＮ４５ｃｏｎｔｒｏｌ）组和阴性对照
（ＭＫＮ４５ＮＣ）组相比，ＨＭＧＡ２干扰（ＭＫＮ４５ｓｉＨＭ
ＧＡ２）组ＨＭＧＡ２的 ｍＲＮＡ和蛋白水平均显著降低
（Ｐ＜００５），而空白对照组和阴性对照组比较差异无
统计学意义，见图２Ｃ、Ｄ。
３　ＨＭＧＡ２表达水平对胃癌细胞活力的影响
　　ＣＣＫ８实验结果显示，与 ＭＫＮ２８ｃｏｎｔｒｏｌ组和
ＭＫＮ２８ｅｍｐｔｙ组相比，ＭＫＮ２８ＨＭＧＡ２组的细胞活
力在第４天和第５天均显著下降（Ｐ＜００５），见图
３Ａ；与此同时，与 ＭＫＮ４５ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＭＫＮ４５ＮＣ组
相比，ＭＫＮ４５ｓｉＨＭＧＡ２组的细胞活力在第３天、第
４天和第５天均显著增加（Ｐ＜００５），见图３Ｂ。
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Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＭＧＡ２ａｔｍＲＮＡ（Ａ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂ）ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｇａｓｔｒｉｃｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＭＫＮ２８，ＳＧＣ７９０１ａｎｄＧＥＳ１ｃｅｌｌｓ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭＫＮ４５，ＭＫＮ２８ａｎｄＳＧＣ７９０１
ｃｅｌｌｓ．

图１　胃癌细胞和胃黏膜上皮细胞中ＨＭＧＡ２的表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅｓｉｎｔｈｅＭＫＮ２８（ＡａｎｄＢ）ａｎｄＭＫＮ４５ｃｅｌｌｓ（ＣａｎｄＤ）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜
００５ｖｓＭＫＮ２８ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＭＫＮ２８ｅｍｐｔｙｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭＫＮ４５ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＭＫＵ４５ＮＣｇｒｏｕｐ．

图２　脂质体转染ＭＫＮ２８及ＭＫＮ４５细胞的效率测定

·９０６·



Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＨＭＧＡ２ｕｐｏｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＫＮ２８ｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄＭＫＮ４５ｃｅｌｌｓ（Ｂ）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝
３．Ｐ＜００５ｖｓＭＫＮ２８ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＭＫＮ２８ｅｍｐｔｙｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭＫＮ４５ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＭＫＮ４５ＮＣ
ｇｒｏｕｐ．

图３　上调或下调ＨＭＧＡ２对ＭＫＮ２８和ＭＫＮ４５细胞活力的影响

４　ＨＭＧＡ２过表达对胃癌细胞迁移和侵袭能力的
影响

　　划痕和侵袭小室实验结果显示，ＭＫＮ２８ＨＭＧＡ２
组的迁移和侵袭能力均显著高于空白对照组和空载

体组（Ｐ＜００５），见图４。
５　ＨＭＧＡ２对胃癌细胞ＥＭＴ相关标志蛋白表达的
影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＭＫＮ２８ＨＭＧＡ２组细胞
中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白表达量相对于 ＭＫＮ２８ｃｏｎｔｒｏｌ
组和ＭＫＮ２８ｅｍｐｔｙ组均明显降低（Ｐ＜００５），而 Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ及 ｖｉｍｅｎｔｉｎ的蛋白表达水平均明显升高
（Ｐ＜００５）；Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ及 ｖｉｍｅｎｔｉｎ的蛋
白表达水平在 ＭＫＮ２８ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＭＫＮ２８ｅｍｐｔｙ组
之间比较的差异无统计学显著性，见图５Ａ。
　　在ＭＫＮ４５ｓｉＨＭＧＡ２组的细胞中，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋
白的表达量相对于 ＭＫＮ４５ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＭＫＮ４５ＮＣ
组均明显增加（Ｐ＜００５），而 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ及 ｖｉｍｅｎｔｉｎ
蛋白的表达水平明显降低（Ｐ＜００５）；Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ及ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达水平在 ＭＫＮ４５ｃｏｎｔｒｏｌ
组和ＭＫＮ２８ＮＣ组之间的差异无统计学显著性，见
图５Ｂ。
６　ＨＭＧＡ２过表达对胃癌细胞Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路
相关分子ｍＲＮＡ表达的影响
　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，βｃａｔｅｎｉｎ的 ｍＲＮＡ相对表
达水平在 ＭＫＮ２８ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＭＫＮ２８ｅｍｐｔｙ组之间
比较差异无统计学显著性，而 ＭＫＮ２８ＨＭＧＡ２组较
这２组均明显增加（Ｐ＜００５）；ＭＫＮ２８ＨＭＧＡ２组ｃ
Ｍｙｃ的ｍＲＮＡ相对表达水平较 ＭＫＮ２８ｃｏｎｔｒｏｌ组和
ＭＫＮ２８ｅｍｐｔｙ组有明显增加（Ｐ＜００５），后２组之间
比较差异无统计学显著性；ＭＫＮ２８ＨＭＧＡ２组 ｃｙｃｌｉｎ

Ｄ１的 ｍＲＮＡ相对表达水平较 ＭＫＮ２８ｃｏｎｔｒｏｌ组和
ＭＫＮ２８ｅｍｐｔｙ组明显增加（Ｐ＜００５），后２组之间比
较差异无统计学显著性，见图６。

讨　　论

　　胃癌是死亡率仅次于肝癌和肺癌的恶性肿瘤之
一，我国每年新发胃癌病例数约占全球每年新发病

例数的４１％，且每年因胃癌死亡人数约占全球因胃
癌死亡人数的３５％［６］。目前临床上胃癌的治疗采用

的是以手术为主，化疗、放疗、分子靶向治疗以及免

疫治疗相结合的综合治疗方案。

　　ＥＭＴ在多种生理病理过程中发挥着关键作用，
如胚胎形成、伤口愈合以及肿瘤转移等［７］；此外，

ＥＭＴ在膀胱癌［８］和非小细胞肺癌［９］等多种肿瘤的转

移中也发挥着极其重要的作用。上皮细胞发生 ＥＭＴ
时，细胞失去极性，并出现间充质细胞的表型，表现

出更强的移动性，然而诱导细胞发生 ＥＭＴ的具体分
子机制仍未完全明确。ＨＭＧＡ２最早是在间充质来
源的肿瘤中发现的［１０］，作为一种转录因子，在多种恶

性肿瘤的发生发展中发挥作用，因此，ＨＭＧＡ２与肿
瘤发生转移过程中的 ＥＭＴ有关。事实上，多项研究
也证实了此观点，如ＨＭＧＡ２参与了前列腺癌［１１］、乳

腺癌［１２］和直肠癌［１３］等肿瘤的侵袭和转移。

　　本研究比较了不同分化程度的胃癌细胞和胃黏
膜上皮细胞中ＨＭＧＡ２的表达水平，发现在低分化的
胃癌ＭＫＮ４５细胞中，ＨＭＧＡ２的表达水平最高，而在
永生化胃黏膜上皮ＧＥＳ１细胞中，ＨＭＧＡ２表达水平
最低。在ＭＫＮ２８细胞内过量表达 ＨＭＧＡ２后，细胞
的活力显著下降，而在 ＭＫＮ４５细胞内干扰 ＨＭＧＡ２
的表达后，明显提高了细胞的活力。以上结果说明，
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图４　ＨＭＧＡ２过表达对ＭＫＮ２８细胞迁移和侵袭能力的影响

ＨＭＧＡ２在胃癌细胞中可能参与了细胞生长的调
控，并可能存在负相关的联系。进一步研究发现，

ＨＭＧＡ２过量表达之后，ＭＫＮ２８细胞的迁移和侵袭能
力显著增强，以上实验结果表明，ＨＭＧＡ２的高表达
能够促进胃癌细胞发生迁移和侵袭。Ｚｈａｎｇ等［１４］在

舌癌中发现，过表达 ＨＭＧＡ２能够通过 ＥＭＴ途径促
进细胞发生迁移和侵袭。

　　关于 ＨＭＧＡ２是否参与胃癌细胞的 ＥＭＴ过程，
本研究结果发现过表达 ＨＭＧＡ２所诱导的标志蛋白
的表达水平变换与 ＥＭＴ过程相一致，如上皮标志蛋

白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低，间充质标志蛋白 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ
和ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达增加；而在 ＨＭＧＡ２表达被抑制后，
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达增加，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达降
低。以上结果验证了本研究的推测，ＨＭＧＡ２参与并
且促进了胃癌细胞的 ＥＭＴ过程。本研究结果还发
现，在 ＭＫＮ２８细胞中过表达 ＨＭＧＡ２后，细胞内的
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路被激活，即 βｃａｔｅｎｉｎ及其下
游分子ｃＭｙｃ和ｃｙｃｌｉｎＤ１的ｍＲＮＡ表达水平显著增
加。而多项研究证实，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的激
活，能够促进细胞发生ＥＭＴ，所以ＨＭＧＡ２可能是通
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图５　上调或下调ＨＭＧＡ２对ＥＭＴ标志蛋白表达的影响
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图６　ＨＭＧＡ２过表达对Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关分子ｍＲＮＡ表达的影响
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过激活Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，诱导胃癌细胞发生
ＥＭＴ，从而促进了胃癌细胞的迁移和侵袭。本研究
通过增加或抑制胃癌细胞中ＨＭＧＡ２表达，发现细胞
中βｃａｔｅｎｉｎ、ｃｍｙｃ和 ｃｙｃｌｉｎＤ１发生相应变化，初步
证实ＨＭＧＡ２参与调控Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转导通路
中主要分子βｃａｔｅｎｉｎ以及下游靶分子ｃＭｙｃ和ｃｙｃ
ｌｉｎＤ１表达，为ＨＭＧＡ２作为胃癌靶向治疗基因提供
了依据。

　　综上所述，本研究结果证实，ＨＭＧＡ２在胃癌细
胞中的高表达，能够促进细胞恶性表型的发生，即增

强细胞的迁移和侵袭能力，并且ＨＭＧＡ２有可能是通
过激活细胞内的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，参与了胃
癌细胞ＥＭＴ的发生。本研究的局限性在于没有对
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的其他相关基因及下游基因
进行检测，而且 ＨＭＧＡ２是通过何种机制诱导激活
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，将在今后的研究中进一步
探究。
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