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HMGB1 促进血管平滑肌细胞增殖与迁移的机制研究

徐韶飞，聂晚频，姚凯，王征

（中南大学湘雅三医院  血管外科，湖南 长沙 410013）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要	 目的：探讨高迁移率蛋白 B1（HMGB1）促进血管平滑肌细胞（VSMC）增殖与迁移的机制。

方法：检测人主动脉血管平滑肌细胞（HA-VSMC）与 HMGB1 孵育后增殖与迁移的活性、晚期糖基化

终产物受体（RAGE）与 P38MAPK 表达改变，以及 RAGE 抗体、P38MAPK 抑制剂 SB203580 预处理

的影响。

结 果：HMGB1 孵 育 后，HA-VSMC 增 殖 与 迁 移 活 性、RAGE 和 P38MAPK 的 表 达 均 明 显 增 加（ 均

P<0.05），且均呈一定的浓度依赖性。用 RAGE 抗体和 SB203580 预处理后，HMGB1 促进 HA-VSMC

增殖及迁移的作用均被明显抑制（均 P<0.05），RAGE 抗体预处理后，HMGB1 对 P38MAPK 表达的诱

导作用明显抑制（P<0.05）。

结论：HMGB1 可能通过与细胞表面 RAGE 受体结合，激活 P38MAPK 表达进而促进 VSMC 的增殖及迁移。
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Mechanism for HMGB1 in promoting migration and proliferation 
of vascular smooth muscle cells

XU Shaofei, NIE Wanpin, YAO Kai, WANG Zheng

(Department of Vascular Sugery, the Third Xiangya Hospital, Central South University, Changsha 410013, China)

Abstract	 Objective: To investigate the mechanism of high mobility of protein B1 (HMGB1) in promoting migration and 

proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMCs). 

Methods: The changes in migration and proliferation ability as well as the expressions of receptor for advanced 

glycation end-products (RAGE) and P38MAPK were measured in human aortic VSMCs (HA-VSMCs) after 

exposure to HMGB1. Further, the influence of RAGE antibody or P38MAPK inhibitor SB203580 pretreatment 

was observed.

Results: After exposure to HMGB1, the activity of the cell proliferation and migration, as well as the expression of 

RAGE and P38MAPK were increased significantly (all P<0.05), and all presented in a concentration-dependent 

manner. The promoting effects of HMGB1 on migration and proliferation ability were significantly inhibited by 

either RAGE antibody or SB203580 pretreatment (all P<0.05), and HMGB1-induced P38MAPK expression was 

significantly inhibited by RAGE antibody pretreatment (P<0.05).

Conclusion: HMGB1 can probably promote the migration and proliferation of VSMCs through its binding to 
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经 皮 腔 内 血 管 成 形 术 （ P T A ） 、 血 管 旁 路 移

植 、 支 架 植 入 术 等 血 管 重 建 术 是 治 疗 外 周 动 脉 缺

血 疾 病 常 用 且 有 效 的 治 疗 方 法 。 但 术 后 容 易 发 生

血管再狭窄， 其发生率可高达20%~35% [1-2]。目

前，多数研究[3]认为血管平滑肌细胞受到炎性介质

刺 激 发 生 的 迁 移 及 增 殖 是 再 狭 窄 发 生 发 展 的 主 要

机理。胞外高迁移率蛋白B1（HMGB）是具有很

强的致炎活性的晚期炎性因子[4]。近年相关研究证

实HMGB1血管平滑肌细胞（VSMC）膜上的Toll样

受体（TLRs）结合而促进其迁移 [5]。晚期糖基化

终产物受体（RAGE）作为HMGB1另一个重要受

体，并且广泛表达VSMC膜上，可激活胞内重要信

号通路（如MAPKs、NF -κb、ERK 1/2）参与细胞

运动、迁移以及炎症反应 [6-7]等。基于此，本研究

探讨不同浓度HMGB1对HA-VSMC的迁移和增殖的

影响，并且探讨HMGB1与胞膜上的RAGE受体结合

激活相关胞内的信号通路是否参与细胞的迁移及增

殖，为防治再狭窄提供新的理论基础和新思路。

1　材料与方法

1.1  主要试剂与细胞

重 组 人 H M G B 1 购 自 a b c a m 公 司 ， R A G E 抗

体、P38MAPK购自pro te in t ech公司，SB203580

（ P 3 8 M A P K 抑 制 剂 ） 购 自 T h e r m o  p i e r c e 公 司 。

D M E M 培 养 基 购 自 G i b c o 公 司 ， 胎 牛 血 清 购 自

WellBiology公司。蛋白磷酸酶抑制剂购自Roche公

司。人主动脉血管平滑肌细胞（HA-VSMC）由湘

雅医学院肿瘤研究所提供，选用3~10代细胞进行

实验。

1.2  血管平滑肌细胞培养与鉴定

取 H A - V S M C 在 含 1 2 % F B S 的 1 6 4 0 培 养 基 中

培 养 ， 在 3 7  ℃ ， 5 % C O 2的 培 养 箱 中 培 养 ， 选 用 

第3~10代的细胞进行实验，用特异性平滑肌细胞

抗体α-SMA进行免疫细胞化学鉴定。

1.3  MTT 法测细胞增殖活性

各组取处于对数生长期的细胞，将HA -VSMC

以 1 0 4/ 孔 密 度 接 种 在 9 6 孔 板 内 ， 每 孔 2 0 0  μ L ，

共 同 孵 育 4 8  h 。 每 孔 加 入 M T T 溶 液 （ 5  m g / m L ） 

20  μL，继续孵育4 h。终止培养后离心去掉上清

液，加入二甲基亚砜150 μL/孔，混匀振荡 10 min， 

溶解细胞内的紫色结晶。用Bio -Tek酶标仪分析在

490 nm处吸光度（OD）值，取均值并绘制生长曲线。

1.4  细胞迁移实验（Transwell 法）

用胰酶消化各组细胞，在Transwel l上室加入

无 血 清 培 养 基 重 悬 的 1 0 0  μ L 细 胞 悬 液 （ 1 0 5个 细

胞/孔）；下室加500 μL含12%胎牛血清1640培养

液。在细胞培养箱中培养24 h，用棉球抹去上室细

胞 ， 用 甲 醛 固 定 ， 结 晶 紫 染 色 ， 光 镜 下 观 察 迁 移

到滤膜下室面的HA-VSMCs并计数，每个样本计数

4个随机选择高倍视野×200的细胞数。

1.5  Western blot 法检测蛋白浓度

各组细胞经PBS洗涤后加入蛋白裂解缓冲液中

提取总蛋白。离心后蛋白样品经12%的SDS-PAGE

凝 胶 电 泳 分 离 后 ， 转 移 至 硝 酸 纤 维 素 膜 上 。 在 室

温条件下用5%脱脂奶粉封闭后，分别加入RAGE

抗体、P38MAPK抗体、GAPDH抗体以及辣根过氧

化物酶标记的二抗进行孵育。蛋白检测由ECL化学

发光检测试剂盒完成。

1.6  统计学处理

实 验 中 各 项 指 标 的 数 据 都 采 用 均 数 ± 标 准 差

（x± s）表示，应用SPSS 19.0统计软件进行数据

处理，P<0.05为差异有统计学意义。 

2　结　果

2.1  HA-VSMC 鉴定

取 培 养 3 ~ 1 0 代 的 细 胞 ， 利 用 特 异 的 平 滑 肌

α -SMA免疫荧光染色，结果可见到长梭形胞体，

胞 质 呈 红 色 ， 胞 核 呈 蓝 色 ， 培 养 的 H A - V S M C 阳

性 率 9 2 % ； 在 荧 光 高 倍 显 微 镜 下 可 见 胞 质 内 有 大

量 与 细 胞 长 轴 平 行 的 条 丝 状 物 ， 并 且 向 细 胞 两 极

放 射 ， 即 α - S M A 。 所 得 细 胞 为 典 型 的 H A - V S M C 

（图1）。 

cell surface RAGE and then activating P38MAPK expression.
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2.2  HMGB1 对 HA-VSMC 增殖及迁移活性的影响

分 别 用 不 同 浓 度 （ 0 、 1 、 1 0 、 1 0 0 、 5 0 0 、

1 000 ng/mL）HMGB1诱导HA-VSMC 24 h，结果

显示：随着HMGB1浓度增加，其增殖及迁移活性

均 明 显 增 加 ， 当 浓 度 为 1 0 0  n g / m L ， 其 增 殖 活 性

基本达到高峰（图2），但其迁移活性继续明显增

加（图3）。各浓度间的差异部分均有统计学意义

（均P<0.05）。
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图 2　不同浓度 HMGB1 对 HA-VSMC 增殖活性的影响
Figure 2　Effects of different concentrations of HMGB1 on the 

proliferation of HA-VSMCs

2.3  HMGB1 对 RAGE 受体和 P38MAPK 表达的

影响

用不同浓度的HMGB1诱导HA-VSMC 24 h后，

用Western blot法检测HMGB1对细胞膜表面RAGE

受 体 和 胞 内 P 3 8 M A P K 表 达 ， 结 果 显 示 ： H M G B 1

能 明 显 诱 导 H A - V S M C 细 胞 膜 上 R A G E 受 体 及 胞

内 P 3 8 M A P K 的 表 达 。 当 H M G B 1 达 到 1 0 0  n g / m L 

时，RAGE表达和P38MAPK达到高峰（图4-5）。

2.4  RAGE 和 P38MAPK 对 HMGB1 介导 HA-VSMC

的增殖与迁移的影响

为了进一步检测RAGE和P38MAPK对HMGB1

介 导 H A - V S M C 迁 移 和 增 殖 的 影 响 ， 将 细 胞 分 为

4 组 ： 空 白 对 照 组 、 H M G B 1 组 （ 1 0 0  n g / m L ） 、

HMGB1+RAGE抗体组、HMGB1+SB203580组，

后两组细胞分别先用RAGE抗体和SB203580分别

预处理细胞1 h后在用100 ng/mL HMGB1孵育。结

果显示：RAGE抗体与SB203580干预后的细胞的

迁移和增殖均受到明显抑制（均P<0.05）（图6）

（表1）。

图 1　HA-VSMC 鉴定（免疫荧光染色 ×200）　　A：DAPI 核染色；B：α-SMA 染色；C：合并图像
Figure 1　Identification of HA-VSMCs (immune fluorescence staining ×200)　　A: DAPI staining for nuclear; B: Fluorescence staining for 

α-SMA; C: Merged image

A B C

图 3　不同浓度 HMGB1 对 HA-VSMC 迁移影响　　A：Transwell 实验结果（×200）；B：迁移细胞数比较
Figure 3　Effects of different concentrations of HMGB1 on the migration of HA-VSMCs　　A: Results of Transwell assay (×200);  

B: Comparison of numbers of cell migration
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表 1　RAGE 受体和 P38MAPK 抑制剂对 HA-VSMC 细胞

迁移与增殖活性影响
Table 1　Effects of RAGE antibody and P38MAPK inhibitor 

on the migration and proliferation activities of HA-
VSMCs

　组别 细胞计数（个） OD 值
空白对照组 94±2.996 0.56±0.015
HMGB1 组 181±3.7421) 0.96±0.0111)

HMGB1+RAGE 抗体组 122±3.3671), 2) 0.72±0.0231), 2)

HMGB1+SB203580 组 139±2.5811), 2) 0.80±0.0341), 2)

注：1）与空白组比较，P<0.05；2）与 HMGB1 组比较，
P<0.05 

Note: 1) P<0.05 vs. blank control group; 2) P<0.05 vs. HMGB1 
group 

2.5  HMGB1 通过 RAGE 受体调节 P38MAPK 的

表达

为了检测RAGE对HMGB1诱导P38MAPK的表

达的影响，将细胞分为3组：空白对照组、HMGB1

（ 1 0 0  n g / m L ） 组 、 H M G B 1 + R A G E 抗 体 组 ， 后

者 先 用 R A G E 抗 体 预 处 理 1  h 后 在 用 1 0 0  n g / m L 

 H M G B 1 孵 育 。 W e s t e r n  b l o t 结 果 显 示 ， R A G E

抗 体 明 显 抑 制 H M G B 1 诱 导 的 P 3 8 M A P K 的 表 达

（P<0.05）（图7）（表2）。

P38MAPK

β-actin

空白对照组
HMGB1 组 HMGB1+RAGE

抗体组

图 7　Western blot 方法检测各组 P38MAPK 表达
Figure 7　P38MAPK expressions of different groups determined 

by Western blot analysis
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图 5　不同 HMGB1 浓度对 HA-VSMC 中 P38MAPK 表达影响
Figure 5　Effects of different concentrations of HMGB1 on 

expression of P38MAPK
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图 4　不同 HMGB1 浓度对 HA-VSMC 表达 RAGE 的影响
Figure 4　Effects of different concentrations of HMGB1 on 

RAGE expression
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图 6　各组 HA-VSMC 迁移活性 Transwell 实验结果 (×200)
Figure 6　Results of Transwell assay for migration activity of HA-VSMCs in each group (×200)

空白对照组 HMGB1 组 HMGB1+RAGE 抗体组 HMGB1+SB203580 组
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表 2　RAGE 受体对 HA-VSMC 表达 P38MAPK 的影响
Table 2　Effects of RAGE antibody on P38MAPK expression in 

HA-VSMCs
　分组 相对表达量
空白对照组 0.24±0.05
HMGB1 组 0.66±0.081)

HMGB1+RAGE 抗体组 0.46±0.061), 2)

注：1）与空白组比较，P<0.05；2）与 HMGB1 组比较，
P<0.05 

Note: 1) P<0.05 vs. blank control group; 2) P<0.05 vs. HMGB1 
group 

3　讨　论

VSMC的过度增殖和迁移被认为是血管再狭窄

的 主 要 机 理 ， 在 这 过 程 中 炎 性 介 质 发 挥 着 至 为 关

键 作 用 。 肿 瘤 坏 死 因 子 α （ T N F -α ） [ 8 ]、 单 核 细

胞趋化蛋白1（MCP -1） [9]、血小板衍生生长因子

（PDGF） [10]等。正常情况下HMGB1只存在于真

核细胞核内，参与DNA的修复、保持和稳固DNA

结 构 等 正 常 的 细 胞 生 命 活 动 。 只 有 细 胞 受 损 或 者

坏死的时候，HMGB1就会释放到胞外 [11]，相当于

一 种 很 强 的 炎 性 介 质 ， 可 参 与 脓 毒 血 症 、 动 脉 粥

样 硬 化 及 血 管 重 构 等 病 理 过 程 。 血 管 平 滑 肌 细 胞

在 正 常 情 况 下 含 有 极 少 量 的 H M G B 1 ， 而 血 管 内

皮 细 胞 含 量 大 。 在 行 血 管 重 建 术 的 操 作 过 程 中 ，

不 可 避 免 损 害 血 管 内 皮 细 胞 及 引 起 炎 性 细 胞 聚

集 ， 受 损 的 内 皮 细 胞 和 炎 性 细 胞 就 可 释 放 大 量 的

HMGB1 [12]。有临床研究 [13]证实行冠脉介入治疗的

患者术后血清HMGB1的浓度较术前有着显著的增

高，指出HMGB1可做为判断术后再狭窄的指标，

此 外 间 接 反 应 了 血 管 壁 的 损 伤 和 炎 症 反 应 程 度 。

在以往研究中，HMGB1可刺激多种细胞迁移，如

肿 瘤 细 胞 、 炎 症 细 胞 及 V S M C 。 在 本 实 验 中 同 样

显示VSMC迁移活性是随着HMGB1的浓度增加而

增 加 ， 同 时 还 发 现 还 刺 激 V S M C 的 增 殖 活 性 ， 并

且当浓度为100 ng/mL，其活性达到高峰。因此，

HMGB1是通过刺激VSMC发生迁移和增殖的双重

作用来参与血管再狭窄的发生发展。

H M G B 1 的 受 体 主 要 两 种 是 T L R s 和 R A G E ，

TLRs广泛表达于脉管系统，可激活细胞内的信号

传 导 通 路 （ M A P K 、 J N K 、 N F - κ B ） 诱 导 炎 性 反

应和恶性肿瘤细胞迁移增殖反应 [14-15]  。近年来相

关研究 [12]发现HMGB1能诱导大鼠胸主动脉平滑肌

细胞迁移；另外还发现HMGB1通过胞膜TLR4激活

PI3 /Ak t及NF -κB途径参与此调控过程 [16-17 ]  。但

在 这 些 研 究 中 发 现 用 T L R 4 抗 体 抑 制 剂 及 P I 3 抑 制

剂均不能完全抑制VSMC迁移，这说明其它胞膜受

体及信号通路参与HMGB1介导VSMC的迁移和增

殖。RAGE受体可表达于内皮细胞、VSMC、神经

元细胞等细胞膜上[18-19]。正常情况下胞膜上RAGE

呈低表达，但RAGE的表达量是随着其配体分子增

多而增加，而且HMGB1是目前唯一已知的RAGE

的高亲和力的配体[20]。MAPKs级联通路是VSMC增

殖和迁移的主要的3条信号通路之一，P38M AP K

通路是MAPKs的主要家族成员 [21-22]。因此，推测

H M G B 1 介 导 的 V S M C 的 迁 移 和 增 殖 可 能 与 R A G E

受体和P38MAPK通路激活有关。在本次研究中，

RAGE和P38MAPK的表达是随着HMGB1浓度的增

加而增加，并且当浓度达到100 ng/mL时，两者的

表 达 量 都 达 到 最 高 峰 。 此 外 R A G E 抗 体 干 预 组 和

P 3 8 M A P K 抑 制 剂 干 预 组 可 明 显 抑 制 H M G B 1 介 导

的HA -VSMC迁移和增殖，因此说明胞膜上RAGE

表达和胞内P38MAPK通路参与了HMGB1介导HA-
V S M C 增 殖 与 迁 移 的 调 控 。 在 实 验 过 程 中 发 现 ，

R A G E 和 P 3 8 M A P K 这 两 者 之 间 具 有 很 好 的 一 致

性，在下一步实验中发现RAGE抗体干预组能显著

的抑制细胞P38MAPK的表达。因此HMGB1可能通

过RAGE受体调控P38MAPK的表达来调控VSMC的

迁移和增殖。

综上，HMGB1是通过与胞膜上RAGE受体结

合，激活胞内P38MAPK信号传导通路，促进HA -
V S M C 的 增 殖 及 迁 移 。 本 研 究 为 H M G B 1 对 血 管

再 狭 窄 的 发 生 发 展 及 分 子 机 制 提 供 了 新 的 理 论 基

础，为防治血管再狭窄提供了新的治疗靶点。
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