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■背景资料
肝癌的侵袭转移
是肝癌患者术后
死亡的重要原因
之 一 .  阐 明 肝 癌
侵袭转移的分子
机制并发现重要
的防治靶点具有
重要的理论和实
践意义 .  RNA干
扰(RNAi)技术能
针对目的基因表
达进行高效、特
异 性 的 阻 断 ,  因
其简便、快速、
经 济 ,  目 前 已 成
为探寻肿瘤相关
基因功能的一个
重要方法. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of small inter-
ference RNA (siRNA)-mediated silencing of 
the Bmi-1gene on cell invasion and metastasis 
in human hepatocellular carcinoma cell line 
MHCC97-H. 

METHODS: Chemically synthesized siRNA 
duplex targeting the Bmi-1 gene (Bmi-1-siRNA) 
was transiently transfected into MHCC97-H 
cells, which have high metastatic potential, us-
ing Lipofectamine 2000. Transfection efficiency 
was evaluated by flow cytometry (FCM).  Bmi-1 
mRNA and protein expression was detected by 

real-time RT-PCR and Western blot, respective-
ly. The effect of Bmi-1 knockdown on cell inva-
sion and migration was analyzed by Transwell 
chamber assays.

RESULTS: The transfection efficiency achieved 
using Bmi-1-siRNA was 91%. Compared to the 
blank group and control siRNA group, transfec-
tion with Bmi-1-siRNA effectively down-regu-
lated the expression of Bmi-1mRNA (F = 56.199, 
P < 0.05) and protein. Bmi-1-siRNA-transfected 
MHCC97-H cells had lower levels of invasion 
and migration capacity than cells in the blank 
group and control-siRNA group (F = 186.66, 
12.746, both P < 0.05).

CONCLUSION: SiRNA-mediated silencing of 
the Bmi-1 gene could significantly inhibit cell in-
vasion and metastasis in human hepatocellular 
carcinoma cell line MHCC97-H.

Key Words: RNA interference; Liver neoplasms; 
Bmi-1; Invasion; Metastasis
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摘要

目的: 探讨RNA 干扰技术沉默Bmi-1基因表达
后, 对人肝癌细胞株MHCC97-H侵袭迁移能力
的影响.

方法: 设计并合成针对Bmi-1基因序列特异性
的双链小干扰RNA(Bmi-1-siRNA), 转染高转
移性人肝癌细胞株MHCC97-H, 用流式细胞仪
观察转染效率, 荧光实时定量PCR 和Western 
blot 检测Bmi-1基因的mRNA和蛋白表达水
平; 通过体外Transwell小室基质侵袭和迁移
实验, 观察 Bmi-1表达沉默后对人肝癌细胞株 
MHCC97-H侵袭和迁移能力的影响.

结果: 将针对Bmi-1基因序列特异性的小干扰
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■研发前沿
R N A i 最 直 接 的
应用就是利用其
特异性降解靶基
因mRNA的特点, 
从而进行基因表
达缺失的功能研
究. Bmi-1 的高表
达与乳腺癌、肺
癌、胰腺癌等多
种肿瘤的发生发
展关系密切.

RNA(Bmi-1-siRNA)转染高转移性人肝癌细胞
株MHCC97-H后, 流式细胞仪显示, 转染效率
可达到91%. 与空白组、对照siRNA组相比, 实
验组Bmi-1-siRNA能有效抑制MHCC97-H细胞
中Bmi-1基因的mRNA(F = 56.199, P<0.05)和蛋
白表达水平. 通过Transwell小室基质侵袭和迁
移实验, 我们分析了不同组细胞的侵袭迁移能
力. 结果发现, 与空白组、对照siRNA组相比, 
Bmi-1-siRNA转染的MHCC97-H细胞穿透能
力明显降低(F  = 186.66, 12.746, P <0.05).

结论: 沉默Bmi-1基因表达可抑制肝癌细胞株
MHCC97-H的侵袭迁移力.

关键词: RNA干扰; 肝肿瘤; Bmi-1; 侵袭; 转移
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0  引言

Bmi-1基因(B lymphoma Mo-MLV insertion re-
gion 1 homolog, Bmi-1)是荷兰癌症中心1991年
发现的原癌基因, 他与c-myc基因协同导致小鼠

淋巴瘤的发生[1]. 他是一种广泛表达的核蛋白, 
直接参与细胞生长、增殖和衰老的调节, 其适

量表达也是胚胎正常发育和多种成体干细胞自

我更新所必需的[2,3]. 近来, 大量研究证实Bmi-1
的高表达与多种肿瘤的发生发展关系密切, 如
乳腺癌[4]、肺癌[5]、胰腺癌[6]等. 一些研究也表

明Bmi-1在原发性肝细胞癌(hepatocellular car-
cinoma, HCC)中高表达[7-9], 但其在肝癌发生发

展中的作用却有较大的争议. Effendi等[10]的研

究表明Bmi-1主要表达在早期和高分化肝癌中, 
Bmi-1的表达与肝癌的恶性进展无关. 而Sasaki
等[11]的研究表明Bmi-1主要表达在低分化肝癌

中, Bmi-1的表达与肝癌的病理分级和肿瘤细胞

增殖、血管侵犯行为密切相关. 两者的研究结

果相互矛盾. 为了研究Bmi-1是否与肝癌的侵袭

迁移行为相关, 本研究采用RNA干扰技术抑制

高转移性肝癌细胞株MHCC97-H中Bmi-1的表

达, 观察下调Bmi-1表达后, MHCC97-H细胞侵

袭和迁移能力的变化, 来探讨Bmi-1在肝癌侵袭

迁移中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株MHCC97-H由本实验

室保存. D M E M高糖培养基购自G i b c o公司. 

TRIzol、脂质体转染试剂LipofectamineTM2000
购自美国Invitrogen公司. 逆转录试剂盒及Real-
Time PCR扩增试剂盒购自TaKaRa公司. Nega-
tive control、FAM-siRNA购自上海吉玛生物有

限公司. Bmi-1和GAPDH引物由生工生物(上海)
有限公司合成. 小鼠抗人Bmi-1抗体购自Abcam
公司, 小鼠抗人GAPDH抗体购自Santa Cruz公
司. Transwell小室购自Millipore公司, Matrigel胶
购自美国BD公司. 
1.2 方法 
1.2.1 s iRNA的合成: 上海吉玛生物有限公司

化学合成3条针对B m i-1序列的s i R N A, 我们

从中筛选出一条有效的s i R N A序列, 正义链: 
5'-CCAGACCACUACUGAAUAUTT-3', 反义链: 
5'-AUAUUCAGUAGUGGUCUGGTT-3'. 干粉

siRNA用Free-Rnase水稀释, 浓度为20 μmol/L. 
1.2.2 细胞培养及siRNA瞬时转染: 肝癌细胞株

M H C C97-H在含100 m L/L胎牛血清的高糖

D M E M培养基(含青霉素100 U/m L, 链霉素

100 μg/mL); 37 ℃、50 mL/L CO2、饱和湿度

环境的条件下连续培养. 转染前24 h, 取对数生

长期的细胞胰酶消化、计数, 接种于6孔板, 每
孔细胞数为1.5×105个, 使细胞密度达到60%. 转
染方法按照LipofectamineTM2000说明书进行操

作. 将细胞分3组: (1)空白组(只加Lipofectami-
neTM2000); (2)阴性对照组(转染时加入非特异性

siRNA/LipofectamineTM2000复合物); (3)实验组

(转染时加入Bmi-1特异性siRNA/Lipofectamine 
2000复合物). 
1.2.3 荧光实时定量PCR: 细胞转染24 h后收集细

胞, 按TRIzol说明书操作提取细胞总RNA, 按逆

转录试剂盒说明书进行逆转录反应, 用于扩增人

Bmi-1cDNA的引物序列上游为: 5'-GCTTCAA-
GATGGCCGCTTG-3', 下游引物序列: 5'-TTCTC-
GTTGTTCGATGCATTTC-3', 扩增片段长度144 
bp; 以人GAPDH为内参照, 上游引物序列为: 
5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3', 下游引物

序列为: 5'-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3', 
扩增片段长度138 bp. 扩增条件为: 95 ℃预变性

3 min, 然后40个循环(95 ℃变性10 s, 59 ℃退火

30 s, 72 ℃延伸30 s), 40个循环结束后建立熔解

曲线. 实验结果采用公式2-∆∆CT计算. 
1.2.4 Western blot: 转染后72 h, 用RIPA和蛋白

酶抑制剂PMSF 提取各组细胞总蛋白. BCA法检

测蛋白浓度. 取40 μg/道蛋白质样品上样, 经10% 
SDS-PAGE电泳后, 蛋白从凝胶中转移到PVDF
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■相关报道
Effendi等的研究
表明Bmi-1主要表
达在早期和高分
化肝癌中, Bmi-1
的表达与肝癌的
恶性进展无关. 而
Sasaki等的研究表
明Bmi-1主要表达
在低分化肝癌中, 
Bmi-1的表达与肝
癌的病理分级和
肿瘤细胞增殖、
血管侵犯行为密
切相关. 

膜上, 含5%脱脂奶粉的TBST 封闭1 h. 加入小鼠

抗人Bmi-1单克隆抗体(1∶500稀释)和小鼠抗人

GAPDH单克隆抗体(1∶500稀释), 4 ℃孵育过夜, 
TBST漂洗3次, 每次10 min, 加入HRP标记的羊抗

鼠二抗(1∶5 000稀释)室温孵育2 h, ECL显影检测.
1.2.5 细胞侵袭实验: 采用孔径为8 μm的24孔
millicell小室进行试验. 用无血清DMEM培养基

稀释Matrigel胶(稀释比例8∶1), 按50 μL/孔均

匀地铺在millicell小室膜上. 37 ℃孵育1 h. 收集

转染48 h后的各组细胞, 用无血清DMEM培养

液调整密度为1×105/mL, 取其中200 μL接种到

上室中, 将小室置于加有600 μL含20%胎牛血

清DMEM培养液的24孔板内, 37 ℃、50 mL/L 
CO2, 孵育36 h后取出小室, 小心擦掉上室细胞, 
PBS 洗3次, 950 mL/L乙醇固定, 结晶紫染色, 显
微镜下计数5个视野穿过微孔的细胞数, 取其均

值, 每组3个小室. 
1.2.6 细胞迁移实验: 迁移实验不铺Matrigel胶, 
孵育12 h后取出小室, 其余步骤同侵袭实验. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件分析, 
计量资料以mean±SD表示, 两组均数比较采用

t检验, 多组均数比较采用单因素方差分析. 取

P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 s iRNA转染细胞条件筛选及转染效率的评

价 用FAM-siRNA转染MHCC97-H细胞, 在6孔
板中选取细胞密度为40%-70%, siRNA浓度为

100-200 pmol/L为初步预实验条件. 结果发现, 在
细胞融合度达到60%, siRNA浓度为200 pmol/L
时有最佳的转染效率. 流式细胞仪显示, 有绿色

荧光的细胞达91%以上(图1).
2.2 siRNA转染MHCC97-H细胞后, Bmi-1mRNA
和蛋白水平的变化  与空白组、阴性对照组

相比, 实验组Bmi-1基因的mRNA(F  = 56.199, 
P <0.05)和蛋白明显下调, 而空白组、阴性对照

组无明显差异(P  = 0.055, 图2, 3). 说明Bmi-1基
因被沉默. 
2.3 Bmi-1基因被干扰后, MHCC97-H细胞迁移

能力的变化 转染48 h后, 计数实验组、阴性对

照组、空白对照组穿过Transwell小室的细胞数, 
并进行方差分析. 结果显示, 与空白组、阴性对

照组性比, 实验组穿过Transwell小室的细胞数明 
显减少(F  = 186.66, P <0.05), 而空白组、阴性对

照组无明显差异(P  = 0.47). 说明Bmi-1基因被抑

制后, 细胞运动迁移能力下降(图4, 5). 
2.4 Bmi-1基因被干扰后, MHCC97-H细胞侵袭

能力的变化 转染48 h后, 计数实验组、阴性对

照组、空白对照组穿过人工基底膜的细胞数, 
并进行方差分析. 结果显示, 与空白组、阴性对

Bmi-1

GAPDH
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图  3  siRNA转染对MHCC97-H细胞Bmi-1基因蛋白水平的
影响. NT: 空白组; NC: 对照组; Si: 实验组.
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■创新盘点
本研究发现体外
合成的s iRNA可
以有效降解肝癌
细胞MHCC97-H
中Bmi-1 mRNA
和蛋白水平上的
表达, 为进一步研
究Bmi-1在肝癌发
生发展过程中的
作用奠定了基础.

照组性比, 实验组穿过的细胞数明显减少(F  = 
12.746, P <0.05), 而空白组、阴性对照组无明显

差异(P  = 0.124). 说明Bmi-1基因被抑制后, 细胞

运动侵袭能力下降(图6, 7). 

3  讨论

肝癌是世界范围内发病率最高的恶性肿瘤之一, 
每年新发病例约有100万人[12]. 目前以手术切除

为主的综合治疗是治疗原发性肝癌的主要方法, 
但术后的5年复发率高达60%, 严重影响患者的

长期生存. 虽然目前对肝癌的治疗有了很大的

进步, 但对肝癌的复发转移的预防和治疗效果

仍十分有限, 原因在于我们对肝癌复发转移的

分子机制不完全清楚, 因此研究肝癌复发转移

的分子机制并采取有效的预防和治疗措施是目

前医学界亟待解决的重大问题. 
Bmi-1基因属于转录抑制因子多梳基因家

族(polycomb group, PcG)成员之一, 位于染色

体10p12的位置上, 通过形成多梳抑制复合体

1(polycomb repressive complex 1, PRC1)对染色

质进行修饰而抑制靶基因的表达. 正常情况下

在胚胎和多种成体干细胞中均有表达, 在维持

正常神经干细胞、造血干细胞、肠干细胞和乳

腺干细胞的自我更新中具有决定性作用[2,3], 其
适量表达是个体发育所必需的. 

研究证实, Bmi-1在多种肿瘤的恶性进展中

发挥着重要作用, 如膀胱癌[13]、前列腺癌[14]、

脑肿瘤[15,16]、乳腺癌[4]、肺癌[5]和胰腺癌[6]等是

影响预后的重要因素. 众所周知, 肿瘤恶性进展

是一个多因素、多步骤、多基因共同作用的综

合病变结果, 涉及肿瘤细胞增殖、新生血管形

成、细胞黏附、迁徙运动和凋亡等一系列过

程.  Bmi-1作为一个广泛表达的原癌基因是如何

介导肿瘤的恶性进展? 目前研究表明: (1)Bmi-1
直接或间接激活端粒末端转移酶活性, 使染色

体端粒稳定维持在一定长度, 从而使细胞获得

A B C

图  5  siRNA转染对MHCC97-H细胞迁移能力的影响(结晶紫×200). A: 空白组; B: 对照组; C: 实验组.
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图  7  siRNA转染对MHCC97-H细胞侵袭能力的影响. 
aP<0.05 vs  空白组和对照组.
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图  6  siRNA转染对MHCC97-H细胞侵袭能力的影响(结晶紫×200). A: 空白组; B: 对照组; C: 实验组.
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凋亡抵抗并永生化, 导致细胞恶性转化[17,18]; (2)
通过甲基化或乙酰化修饰染色质组蛋白H3上
的9、27位赖氨酸, 稳定抑制抑癌基因CDKN2A 
(编码p16INK4a和p14ARF)转录, 促进细胞周期

进展, 导致肿瘤细胞无限扩增[19]; (3)介导多种肿

瘤干细胞自我更新和扩增, 促进肿瘤的恶性进

展[3,20-22]; (4)诱导上皮细胞发生间皮样表型转化

(epithelial-mesenchymal transition, EMT), 而EMT 
是恶性转化和肿瘤侵袭转移的早期重要标志[23]; 
(5)可以通过p16INK4a/p14ARF非依赖性途径, 
如Akt、NF-κB及Bcl-2等多个通路或分子, 直接

或间接促进细胞恶性转化、凋亡抵抗、运动和

新生血供生成, 利于肿瘤细胞的播散及在远端

靶器官的增殖和生存[24-28]. 因此, Bmi-1通过直接

或间接调控作用, 参与了细胞的永生、增殖、

血管生成、运动及侵袭转移等和肿瘤恶性进展

相关的诸多环节, 是阻断肿瘤恶性进展极具发

展前景的重要分子靶点. 
目前, 关于Bmi-1和肝癌发生发展关系的研

究还不是很多, 但这些研究结果却存在较大的

争议. Effendi等[10]通过免疫组织化学方法检测

Bmi-1蛋白在122例肝癌标本中的表达情况, 结
果发现: Bmi-1蛋白在早期和高分化肝癌中高表

达, 在晚期和低分化肝癌中低表达, 在癌旁组织

中不表达. Bmi-1的表达与临床病理分级(包括

肿瘤大小、门静脉侵犯、肝外转移)无关. 对肝

癌标本的实时定量PCR检测结果和上述结果相

似. 通过对5种肝癌细胞株进行实时定量PCR和
Western blot分析发现, Bmi-1在这5种肝癌细胞

株中高表达, 在分化程度最高的细胞株中表达

最高. 这些结果说明Bmi-1在早期肝癌发生中发

挥着重要作用, 与肝癌恶性进展无关. 而这些结

果与Sasaki等[11]的研究结果相矛盾. Sasaki等也

采用免疫组织化学方法检测了Bmi-1蛋白在27
例肝癌和14例癌前病变中表达情况, 结果发现, 
Bmi-1在低分化肝癌中高表达, 在高分化肝癌中

低表达, 在癌前病变中未见表达. Bmi-1在伴有

血管侵犯的肝癌中的表达明显高于无血管侵犯

的肝癌中的表达. 通过对肝癌标本中细胞周期

蛋白A检测发现, Bmi-1与癌细胞的增殖能力相

关. 下调肝癌细胞株中Bmi-1的表达, 细胞的增

殖能力下降. 这些结果说明Bmi-1参与了癌前病

变的恶性进展及肝癌细胞的增殖、血管侵犯等

生物学行为. Glinsky等[29]的研究表明Bmi-1的高

表达与明显的转移倾向明显相关. 
那么, Bmi-1是否与肝癌的侵袭转移等恶性

生物学行为相关呢? 为探讨这个问题, 本实验设

计并合成了针对Bmi-1基因的siRNA, 将其转染

入高转移能力的肝癌细胞株MHCC97-H中, 来
研究下调Bmi-1的表达后是否可以减弱高转移

性MHCC97-H的侵袭迁移能力. Transwell小室模

型是研究肿瘤细胞侵袭迁移的经典体外实验方

法, 他可以模拟肿瘤细胞降解局部细胞外基质

和穿过基膜的侵袭迁移过程. 荧光实时定量PCR
和Western blot检测结果显示, Bmi-1在mRNA水

平及蛋白水平被抑制, 说明通过siRNA转染可成

功沉默Bmi-1. 然后, 通过Transwell小室侵袭、

迁移模型检验沉默Bmi-1后MHCC97-H细胞侵

袭、迁移能力的变化, 结果发现, 与对照组相比, 
下调Bmi-1基因后高转移的MHCC97-H细胞侵

袭、迁移能力明显下降, 说明Bmi-1与肝癌的恶

性生物学行为有关. 
总之, 我们的研究说明Bmi-1在肝癌的侵袭

迁移恶性生物学行为中有重要作用. 下调Bmi-1
的表达, 可以明显抑制肝癌细胞系MHCC97-H
细胞的侵袭、迁移能力. 但是, Bmi-1基因在肝

癌中发生发展中的作用, 及其在侵袭迁移中的

作用机制及调控网络尚需进一步的研究. 我们

相信这些研究将为临床治疗肝癌提供新的依据. 
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■同行评价
本文研究s iRNA
转染沉默Bmi-1基
因对肝癌细胞侵
袭转移能力的影
响, 立题新颖, 所
采用技术先进, 方
法 得 当 ,  数 据 可
信, 为肝癌的治疗
提供了理论基础
和指导意义.


