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Abstract
AIM: To investigate the impact of knockdown of 
the B-cell specific Moloney leukemia virus inser-
tion site 1 (Bmi-1) gene on the biological behav-
ior of human pancreatic cancer cells.

METHODS: An expression vector carrying a 
small interference RNA (siRNA) targeting the 
Bmi-1 gene was constructed and transfected into 
human pancreatic cancer PANC-1 cells. After 
transfection, Bmi-1 protein expression was detect-
ed by Western blot; cell proliferation was evalu-
ated by MTT assay; and cell cycle progression 
and apoptosis were examined by flow cytometry.

RESULTS: PANC-1 cells transfected with the 
recombinant vector had more significant cell 

cycle arrest (G0/G1 phase: 60.480% ± 1.545% vs 
40.520% ± 2.865%; S phase: 35.740% ± 2.074% vs 
12.68% ± 2.654%), increased apoptosis (21.670% 
± 2.948% vs 7.870% ± 0.900%), and decreased 
Bmi-1 expression (175.39 ± 1.76 vs 318.54 ± 3.53, 
P < 0.05) compared to control cells.

CONCLUSION: SiRNA-mediated down-regulation 
of Bmi-1 expression induces cell cycle arrest and in-
creases apoptosis in PANC-1 cells. Bmi-1 might serve 
as a target for gene therapy of pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic cancer; B-cell specific Mo-
loney leukemia virus insertion site 1; Small interfer-
ence RNA; Flow cytometry
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摘要
目的: 探讨运用RNAi技术沉默Bmi-1基因对人
胰腺癌细胞恶性行为的影响, 为胰腺癌基因治
疗提供新的靶点和思路.

方法: 构建反义Bmi-1真核表达载体转染人胰
腺癌PANC-1细胞, 运用荧光显微镜下观察、

MTT、Western blot、流式细胞术检测转染效
果及细胞周期、凋亡变化.

结果: 成功构建反义Bmi-1真核表达载体并且
转染后细胞Bmi-1表达明显下降(175.39±1.76 vs 
318.54±3.53, P<0.05), 实验组细胞与对照组相比, 
增殖受到抑制, 周期出现阻滞(G0/G1: 60.480%±

1.545% vs 40.520%±2.865%; S: 12.68%±2.654% 
vs 35.740%±2.074%, 均P<0.05), 凋亡明显增加
(21.670%±2.948% vs 7.870%±0.900%, P<0.05).

结论: Bmi-1的siRNA能明显抑制Bmi-1的表
达, 抑制细胞增殖, 促进细胞凋亡. Bmi-1可作
为胰腺癌基因治疗的靶点.

关键词: 胰腺癌; B细胞特异性莫洛尼氏白血病毒

插入位点1; 小干扰RNA; 流式细胞术

®

■背景资料
最初发现 B m i - 1
基因参与了胚胎
发育、干细胞功
能的维持和抗凋
亡作用, 进一步研
究显示其在多种
肿瘤中高表达, 且
高表达 B m i - 1 与
肿瘤的耐药、淋
巴转移、生存率
负 相 关 ,  提 示 该
基因在肿瘤的发
生发展过程中发
挥重要的调控作
用 .  以此为线索 , 
研究发现 B m i - 1
基因可以促进肿
瘤细胞的耐药、
增殖、克隆形成
等恶性生物学行
为, 并且参与了正
常细胞的恶性转
化. 以上研究提示
B m i - 1 可以作为
肿瘤基因治疗的
靶点以及肿瘤的
诊断和预后指标.

■同行评议者
房林, 副教授, 同
济大学附属上海
市第十人民医院
普外科
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0  引言

肿瘤的发生发展是多基因多步骤参与的结果, 
B细胞特异性莫洛尼氏白血病毒插入位点1(B-
cell specific moloney leukemia virus insertion site 
1, Bmi-1)属于PcG(polycomb group)家族, 参与

了细胞DNA损伤修复、细胞周期和凋亡调控等

行为. 近年来研究发现Bmi-1在肝癌、肺癌、结

肠癌、淋巴瘤胰腺癌等多种肿瘤中高表达, 提
示Bmi-1在肿瘤发生发展以及基因治疗等方面

可能具有重要作用, 而有望成为肿瘤基因治疗

重要的靶点, 引起了学者的广泛关注. RNA干扰

(RNA interference, RNAi)技术是近年来迅速发

展起来的基因沉默技术, 通过合成与靶基因同

源的小干扰RNA(small interference RNA, siR-
NA)并转染入细胞, 导致靶基因mRNA的降解而

达到基因沉默的效果, 在肿瘤基因治疗中已被

广泛运用. 我们通过该技术转染Bmi-1 siRNA入

胰腺癌PANC-1细胞中, 并观察对其细胞恶性生

物学行为的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌PANC-1细胞株由本实验室

提供; 细胞凋亡检测试剂盒(凯基, 中国); Mouse 
Bmi-1 antibody(Santa, sc-81201); Mouse GAPDH 
antibody(ProMab, Mab-2005079); Goat Anti 
Mouse IgG/HRP等.
1.2 方法 
1.2.1 siRNA的设计合成: 由上海吉凯基因技术有

限公司合成; 根据Bmi-1的编码序列设计并合成

靶向沉默Bmi-1的siRNA序列5'-ATGAAGAGA-
AGAAGGGATT-3', 5'-AATGGACATACCTA-
ATACT-3', 将其克隆至慢病毒载体pSuper-retro, 
构建编码Bmi-1 siRNA的病毒载体pSuper-retro-
Bmi-1对照组为pSuper-retro-GFP载体.
1.2.2 细胞培养及转染: 取对数生长期细胞, 在生物

安全柜中严格按照转染说明书操作. 取MOI = 60, 
转染48 h后观察细胞无明显异常后进行后续实验.
1.2.3 MTT检测细胞增殖: 取1 000个细胞干扰

48 h后每孔加入20 μL MTT溶液(5 g/L, 即0.5% 
MTT), 继续培养4 h. 终止培养, 小心吸去孔内培

养液, 每孔加入150 μL DMSO, 使结晶物充分溶

解. 在490 nm处测量各孔的A值, 分别以转染时

间、A值为横、纵坐标, 绘制细胞生长曲线.
1.2.4 Western blot检测Bmi-1的蛋白表达: 用RIPA
提取液提取靶细胞中的蛋白质后行SDS-PAGE
电泳, 免疫印迹-转膜, 一抗与蛋白质结合, 酶标

记的二抗与一抗结合, 最后化学发光得到条带.
1.2.5 流式细胞术: 消化收集细胞加入300 μL bind-
ing buffer悬浮细胞, 加入3 μL Annexin V-APC混匀

后加入3 μL PI混匀, 室温避光反应15 min, 1 h内检

测细胞凋亡情况. 收集细胞, 加0.6 mL PBS液重悬

细胞, 再加1.4 mL冰无水乙醇涡旋, 使细胞分散, 
然后置4 ℃过夜, PBS洗1次细胞后收集, 加入264 
μL PBS重悬细胞, 混匀, 再加入PI(10×)30 μL以
及RNA酶(50×)6 μL, 总体积为300 μL, 常温避光

反应10 min, 30 min内检测细胞周期. 
统计学处理 所有实验重复3次, Western blot 

条带以Gel pro4.0版凝胶吸光度分析软件进行

分析, 测其IA值. 所有结果用SPSS11.0软件行t检
验, 取P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 荧光倒置显微镜下观察 转染48 h后各组细胞

形态良好, 转染后细胞没有出现明显不良反应, 
细胞转染率较高, 能满足实验要求(图1).
2.2 Western blot检测Bmi-1的蛋白表达 干扰后

Bmi-1蛋白有明显的下降(175.39±1.76 vs  318.54
±3.53, P<0.05, 图2).
2.3 MTT检测沉默Bmi-1对细胞增殖的影响 转染

后PANC-1细胞在对数生长期(12-36 h)的增殖受

到明显抑制, 且在36-72 h之间转染细胞的增殖

仍然被抑制(图3). 提示在转染后细胞近、远期

增殖能力减弱.
2.4 细胞周期、凋亡变化 与对照组相比, 实验组

细胞晚期凋亡明显增加(P <0.05, 图4, 表1)和G0/
G1、S期阻滞(P<0.05, 图5, 表2). 

3  讨论

胰腺癌是消化系统高度恶性的肿瘤, 其5年生存

率极低[1,2]. 寻求对胰腺癌的基因靶向治疗已经

成为了研究热点. 随着研究的不断深入, 近年来

■研发前沿
胰腺癌是消化系
统高度恶性的肿
瘤, 其5年生存率
极低. 寻求对胰腺
癌的基因靶向治
疗已经成为了研
究热点.

表  1  沉默Bmi-1后细胞凋亡变化 (%, mean±SD)

     
分组      早期凋亡       晚期凋亡

实验组 0.507±0.147 21.670±2.948a

对照组 0.577±0.339   7.870±0.900

aP<0.05 vs  对照组.
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有观点认为胰腺癌起源于肿瘤干细胞[3-5]. 干细

胞在增殖、多向分化、衰老、凋亡过程中都有

严格的调控机制, 在细胞生长过程中这些机制

紊乱可以导致肿瘤的发生. 研究显示肿瘤细胞

的增殖与干细胞的自我更新过程可能由相同的

信号通路所调控[6]. 原癌基因Bmi-1参与沉默与

细胞衰老、凋亡、死亡相关的基因, 参与了干

细胞的增殖、分化与衰老[7], 被认为与肿瘤的

发生发展有着密切的联系. 目前Bmi-1的研究主

要集中在两个方面: (1)维持干细胞分化功能和

抗凋亡作用: 如在造血干细胞[8]、神经干细胞

中就高表达Bmi-1, 缺乏Bmi-1的鼠出生后在造

血功能, 骨骼形成, 神经系统功能等方面表现出

缺陷. Fasano等[9]已经证实了Bmi-1在维持神经

干细胞功能方面的作用. Cordisco等[10]证实由

于Bmi-1的下调细胞衰老明显增加. 研究人员发

现在小鼠乳腺上皮细胞的发育过程中, Bmi-1也

起非常重要的作用[11]. 以上研究显示了Bmi-1在
维持干细胞正常功能中的重要作用, 则在同样

属于干细胞的肿瘤干细胞中Bmi-1是否也扮演

了重要角色呢? Bmi-1在肿瘤细胞中有什么作

用? 与肿瘤的耐药、复发、远处转移等有何相

关性? 近年来, 在该领域的研究取得了一定的

进展; (2)促进肿瘤的恶性生物学行为: 最初发

现Bmi-1可与c-Myc癌基因协同在鼠淋巴瘤的发

生过程中发挥作用[12]. 而后, 越来越多的研究显

示Bmi-1高表达于包括胰腺癌在内的诸多恶性

肿瘤中. Song等[13]研究提示Bmi-1在胰腺癌手术

标本及PANC-1细胞中高表达, 并且Bmi-1的高

表达与淋巴转移及生存率负相关. 另一组相关

研究也证实了胰腺癌高表达Bmi-1[14]. 所以我们

选择在胰腺癌PANC-1细胞中靶向下调Bmi-1的
表达进行进一步的研究. 有资料显示Bmi-1下调

后肿瘤的分化、克隆形成能力和转移能力大大

削弱[15,16]. Wang等[17]还发现Bmi-1参与了HaCaT
细胞的恶性转化过程. Xiao等[18]运用RNAi技术

成功下调Bmi-1表达, 而使胃癌细胞生长和侵袭

能力减弱. Bmi-1还参与了鼻咽癌细胞抗凋亡的

过程[19]. Becker等[20]在小鼠肺癌模型中发现由

Bmi-1下调导致了P16INK4a与p19ARF(人类为

■相关报道
Xiao等运用RNAi
技 术 成 功 下 调
Bmi-1表达, 而使
胃癌细胞生长和
侵袭能力减弱.

A B

图  1  荧光倒置显微镜下观察结果. A: 明视野; B: 荧光视野(×50). MOI = 60, 感染率在90%左右.
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图  3  MTT结果显示沉默Bmi-1对细胞增殖的影响.表  2  沉默Bmi-1后细胞周期变化 (%, mean±SD)

     
分组            G0G1           G2M              S

实验组 60.480±1.545a 26.850±1.946   12.68±2.654a

对照组 40.520±2.865 23.750±0.881 35.740±2.074

aP<0.05 vs  对照组.
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P14ARF)上调, 从而影响了肿瘤中细胞的死亡

和细胞周期. 我们在干扰PANC-1细胞的Bmi-1
表达后发现: Bmi-1蛋白表达在该细胞中明显受

到抑制(P <0.05). 基因多是通过其编码的蛋白质

发挥功能, 实验显示我们已经在蛋白质水平下

调了Bmi-1的表达, Bmi-1的功能已经受到抑制, 
而被转染的PANC-1细胞的恶性生物学行为将

被削弱, 这一观点在后续实验中得到了证实. 同
时, MTT及流式细胞术结果显示: 沉默Bmi-1后
细胞晚期凋亡比例由7.870%±0.900%上升到

21.670%±2.948%, 具有统计学差异(P <0.05). 细
胞的G0G1和S期阻滞也非常明显(P <0.05), 提示

沉默Bmi-1确实能够降低肿瘤细胞恶性生物学

行为, 与现有相关报道结果相符.
另外, 还有研究证实Bmi-1参与了细胞的恶

性转化过程, Bmi-1的上调可以抑制P16INK4a, 延
长多种细胞的生存期[21]. 过度表达Bmi-1还可以

上调人端粒逆转录酶的转录水平, 导致端粒酶活

性增高, 阻止细胞的衰老、凋亡使其永生化[22]. 
Bmi-1促进肝脏干细胞的分化, 同时又参与了他

的恶性转化[23]. 还有资料表明: Bmi-1导致了人

鼻咽部上皮细胞的恶性转化[24]. 已有实验表明

Bmi-1与肿瘤的侵袭性、远处转移、复发等密

切相关[13]. Bmi-1的临床价值已经在胃癌、卵巢

癌、食管癌等多种肿瘤中得到肯定[16,25-27]. 
s iRNA是一种双链短RNA分子, 能以同源

互补序列的mRNA为目标降解特定的mRNA, 
从而沉默特定基因, 这种基因沉默机制被称为

RNAi[28]. 目前RNAi技术成为人为改变基因表达

强有力的武器, RNA干扰技术已经广泛运用于细

胞信号传导、基因功能学、抗肿瘤等方面的研

究. 近年来, 运用相关技术将siRNA成功转入了活

体, 人们期待该技术能够成为治疗包括肿瘤在内

的多种疾病强有力的手段. 当然, 由于RNAi技术

还不成熟, 有些方面还处于探索阶段, 所以目前

也存在诸多挑战如安全性、转染效率、给药途

径及药物载体、毒性、近期及远期负面效应等. 
但是随着理论、实验技术、方法、设备的不断

改进, RNAi技术必然愈加成熟, 目前已有运用该

技术成功抑制多种基因表达的实验报道[29-31].
在本实验中, 我们采用RNAi技术在胰腺癌

PANC-1细胞中靶向下调了Bmi-1基因的表达

并观察细胞恶性生物学行为的变化, 结果显示: 
Bmi-1的沉默可以导致细胞增殖抑制、凋亡增

■应用要点
Bmi-1的siRNA能
明显抑制 B m i - 1
的表达, 抑制细胞
增殖, 促进细胞凋
亡. Bmi-1可作为
胰腺癌基因治疗
的靶点.

图  4  细胞凋亡. A: 实验组; B: 

对照组.
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图  5  细胞周期变化. A: 实验组; B: 对照组.
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加和周期阻滞, 与其他相关实验结果吻合, 也提

示Bmi-1可以作为肿瘤基因治疗的靶点以及肿

瘤的诊断和预后指标.
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■同行评价
本文选题较好, 方
法 恰 当 ,  思 路 清
晰, 对临床有一定
的实用价值.


