siRNA沉默Bmi-1基因表达对宫颈癌细胞增殖的影响研究
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摘要 目的 探讨siRNA沉默B细胞特异的莫洛尼白血病病毒插入位点1基因（Bmi-1）表达对宫颈癌细胞增殖的影响研究。方法 通过脂质体转染siRNA Bmi-1及阴性对照（control）到人宫颈癌Hela细胞，采用Realtime PCR及western blot法检测细胞中Bmi-1的表达。MTT法检测细胞活力，Annexin V-PI流式双染及Hoechst染色检测细胞凋亡情况，流式细胞术检测细胞周期，western blot法检测细胞中p16，p53，CyclinD1及Rb的表达。结果 与Control组比较，siRNA Bmi-1组细胞中Bmi-1蛋白及mRNA表达量皆显著降低（P<0.01），同时细胞活力下降，细胞凋亡率提高（P<0.01），细胞周期阻滞在G1期（P<0.01），细胞中p16表达量上调（P<0.01），p53及CyclinD1表达量下调（P<0.01），Rb磷酸化水平降低（P<0.01）。结论 Bmi-1具有抑制宫颈癌Hela细胞增殖的作用，可能与调控细胞周期相关蛋白表达有关。
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Abstract: Objective To explore effect of siRNA silencing B-cell specific Moloney murine leukemiavirus integration site (Bmi-1) gene expression on cell proliferation of cervical cancer cells. Methods Hela cells were transferred with control and siRNA Bmi-1. The expression of Bmi-1 in Hela cell was examed by Realtime PCR and western blot. The cell viability was detected by MTT. The cell apoptosis was examed by Annexin V-PI flow cytometry and Hoechst staining. Cell cycle was detected by flow cytometry. The expression of p16, p53, CyclinD1 and Rb was detected by western blot. Results Compared with control group, the expression of Bmi-1 protein and mRNA was down-regulated, the cell viability was decreased, cell apoptotic rate was increased, Cell cycle was arrested in the G1 phase, the expression of p16 was up-regulated, the expresson of p53 and CyclinD1 down-regulated, the phosphorylation of Rb was inhibited in siRNA Bmi-1 group. The difference was statistically significant (P<0.01). Conclusion Bmi-1 inhibited Hela cell proliferation via regulation of expression of cell cycle related protein. 
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宫颈癌是常见妇科肿瘤，发病率居女性恶性肿瘤第二位，对女性身心健康造成严重危害，在我国，宫颈癌发病率及死亡率逐年上升，并呈现年轻化[1-2]。宫颈癌发病机制复杂，是多种因素，多个阶段共同作用的结果。研究表明早婚早育，人乳头瘤病毒感染，遗传，环境，不健康性行为是导致宫颈癌发生的高危因素，除此之外，癌基因的激活与抑癌基因的失活也是宫颈癌发生的主要原因之一[3]。B细胞特异的莫洛尼白血病病毒插入位点1基因（B-cell specific Moloney murine leukemiavirus integration site，Bmi-1）是一种新近发现的被认为具有癌基因特性的基因，对于细胞衰老，永生化及细胞周期的调控具有重要作用[4-6]。研究显示Bmi-1在多种肿瘤中皆呈现高表达状态，如乳腺癌，结肠癌，胃癌及肺癌等[5, 7]。不无例外，国内外学者也在宫颈癌患者宫颈组织或者血浆中发现Bmi-1阳性表达皆高于正常宫颈组织，而且高表达的Bmi-1与临床分期，分化程度，肿瘤大小及淋巴结转移等密切相关，且证实Bmi-1是宫颈癌预后的独立影响因子[8-11]。从而说明Bmi-1在宫颈癌中发挥着癌基因的作用，通过靶向Bmi-1可能可以作为宫颈癌治疗新的治疗方法。另外有研究证实下调宫颈癌Hela细胞中Bmi-1表达，能显著的抑制肿瘤细胞克隆形成及小鼠体内成瘤[12]，但具体作用机制尚未见报道，所以本研究将在此基础上，利用siRNA干扰Hela细胞中Bmi-1表达，进而探讨Bmi-1下调后，肿瘤细胞的增殖状况及相关机制。

1 材料和方法

1.1  细胞株  宫颈癌细胞Hela购于中国科学院细胞库，目录号：TCHu187。
1.2  主要试剂和仪器  兔抗Bmi-1多克隆抗体（美国Abcam公司）；兔抗p16，p53，CyclinD1，Rb，p-Rb，GAPDH单克隆抗体（美国Cell Signaling Technology公司）；Annexin V-PI流式双染检测试剂盒，Hoechst 33258染色试剂盒，细胞周期检测试剂盒（碧云天生物技术有限公司）；siRNA Bmi-1及Control订购于上海吉玛生物技术有限公司；四甲基偶氮唑盐（美国Gibco公司）；胎牛血清，DMEM养基（美国Hyclone公司）；Trizol试剂盒，一步法RT-PCR试剂盒（大连宝生物公司）。迷你双垂直电泳仪，迷你转印电泳仪（北京六一仪器厂）；ChemiDocTM XRS凝胶成像系统（美国Bio-Rad公司），AF6000荧光显微镜（德国Leica公司），FACSCanto流式细胞仪购自美国BD公司。

1.3 siRNA Bmi-1的转染  将宫颈癌细胞Hela接种于96、24或6孔板，当细胞汇合度达到50%时，根据LipofectamineTM2000转染试剂盒将siRNA Bmi-1及Control转染到细胞中，转染6 h后，弃去转染液，并通过Realtime PCR，western blot检测转染效果。

1.4 Realtime PCR检测Bmi-1 mRNA表达  采用Trizol法抽提细胞总RNA，接着一步法RT-PCR逆转录，最后Realtime PCR检测。引物由上海生工生物工程有限公司合成，如下：Bmi-1上游引物：5’-GAGGGTACTTCATTGATGCCACAA-3’，下游引物：5’-GCTGGTCTCCAGGTAACGAACAATA-3’，长度357 bp；GAPDH上游引物：5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC -3’， 下游引物：5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA -3’；长度402 bp。反转录体系为：总RNA模板2 μL（1 μg）、dNTP混合物2 μL、MgCl2 2 μL、加EDPC补充蒸馏水至25 μL。反应参数为：95℃预变性 5 min， 95℃变性30 s，58℃退火30 s，72℃延伸30 s，循环次数为40。采用2-△△CT计算mRNA相对值。

1.5  MTT法检测Hela细胞活力  按“1.3”进行操作后，分别于24、48、72、96 h后，加入MTT，继续培养4 h后吸弃培养液，每孔加入DMSO，震荡使结晶物充分溶解，于酶标仪490 nm处测OD值，以OD值表示细胞相对活力。

1.6  Annexin V-PI流式双染检测Hela细胞凋亡  按“1.3”进行操作后，48 h后消化收集细胞，避光染色30 min上机检测。按照Annexin V-FITC/ PI细胞凋亡检测试剂盒说明书的方法，在1 h内进行流式细胞仪检测。

1.7  Hoechst染色检测Hela细胞凋亡  按“1.3”进行操作后，48 h后消化收集细胞，后按照Hoechst 33258染色试剂盒说明书进行操作，在荧光显微镜下观察并拍照。

1.8 流式细胞术检测细胞周期  按“1.3”进行操作后，48 h后消化收集细胞，后按照细胞周期检测试剂盒说明书进行操作，在流式细胞仪中进行检测。

1.9  Western blot  按“1.3”进行操作后，48 h后消化收集细胞，加入RIPA裂解液，裂解细胞，吸取上清液即可获得总蛋白。采用BCA试剂盒检测蛋白浓度。蛋白变性并上样，进行SDS凝胶电泳1-2 h，后湿法转膜30-50 min。一抗（Bmi-1，p16，p53，CyclinD1，Rb，p-Rb，GAPDH，稀释度为1:100）孵育，4℃过夜；二抗室温孵育1-2 h。在凝胶成像系统中曝光。并采用“Quantity one”软件分析各蛋白条带灰度值。

1.10  统计学分析  所有数据均用SPSS 17.0统计分析，用
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表示，经t检验显著性差异，以P＜0.05作为有统计学意义。

2  结果

2.1  siRNA Bmi-1转染效果的检测  如图1及图2所示，Control组及siRNABmi-1组细胞中Bmi-1蛋白及mRNA表达量分别为[（1.23±0.12）vs（0.13±0.01）]及[（1.17±0.11）vs（0.08±0.01）]，差异均具有统计学意义（P<0.01）。
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图1  siRNA Bmi-1转染后Bmi-1蛋白在Hela细胞中的表达

Figure 1 Expression of Bmi-1 protein in Hela cells after transfection with siRNA Bmi-1 

注：与Control组比较，**P<0.01

Note: Compared with control group, **P<0.01
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图2  siRNA Bmi-1转染后Bmi-1 mRNA在Hela细胞中的表达

Figure 2 Expression of Bmi-1 protein in Hela cells after transfection with siRNA Bmi-1

注：与Control组比较，**P<0.01

Note: Compared with control group, **P<0.01
2.2  siRNA Bmi-1对Hela细胞活力的影响  如图3所示，在作用24、48、72、96 h时，与Control组比较，siRNA Bmi-1组细胞活力显著降低，差异具有统计学意义（P<0.01）。且在48、72、96 h时作用强度一致。
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图3 siRNA Bmi-1对Hela细胞活力的影响

Figure 3 Effect of siRNA Bmi-1 on Hela cell viability

注：与Control组比较，**P<0.01

Note: Compared with control group, **P<0.01
2.3  siRNA Bmi-1对Hela细胞凋亡情况的影响  如图4，图5，表2所示，经流式双染及Hoecsht染色发现，与Control组比较，siRNA Bmi-1组细胞凋亡率显著提高，差异均具有统计学意义（P<0.01）。
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图4 流式双染检测siRNA Bmi-1对Hela细胞凋亡的影响

Figure 4 Effect of siRNA Bmi-1 on Hela cell apoptosis by flow cytometrydouble staining
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→：细胞凋亡
图5 Hoechst染色检测siRNA Bmi-1对Hela细胞凋亡的影响（×200）
→：cell apoptosis
Figure 5 Effect of siRNA Bmi-1 on Hela cell apoptosis by Hoechst staining (×200)

表1 siRNA Bmi-1对Hela细胞凋亡情况的影响（
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Table 1 Effect of siRNA Bmi-1 on Hela cell apoptosis (
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	组别

Group
	流式细胞术检测结果（%）

results of flow cytometry (%)
	Hoechst染色结（%）

Results of Hoechst staining (%)

	
	早期凋亡

Early apoptosis
	晚期凋亡

Late apoptosis
	

	对照组

Control group
	2.26±0.16
	4.40±0.35
	5.98±0.52

	siRNA Bmi-1组

siRNA Bmi-1 group
	5.49±0.40**
	37.82±3.73**
	39.96±4.00**


注：与Control组比较，**P<0.01

Note: Compared with control group, **P<0.01

2.4 siRNA Bmi-1对Hela细胞周期的影响  如图6所示，与Control组比较，siRNA Bmi-1组使细胞周期阻滞在G1期。
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图6 siRNA Bmi-1对Hela细胞周期的影响

Figure 6 Effect of siRNA Bmi-1 on Hela cell cycle

2.4  siRNA Bmi-1对Hela细胞周期相关蛋白表达的影响  如图7所示，与Control组比较，siRNA Bmi-1组细胞中p16表达量显著上调，CyclinD1及p53表达量显著下调，Rb磷酸化水平降低，差异均具有统计学意义（P<0.01）。

[image: image12.png]016 e

CyclinD1 R .
p53 —

GAPDH MR

p-Rb AR —————

Ro D

Control SiRNA Bmi-1





[image: image13.png]N

z RN
a
A e utal e
Mo M Mo .Dm g
© )
258 % 5 "
OB NE Lr
0 S 0 S
-~ ~ o o

uolissaidxa uiajoud aanejal
HELE Py





图7 siRNAB mi-1对Hela细胞周期相关蛋白表达量的影响

Figure 7 Effect of siRNA Bmi-1 on the expression of cell cycle related protein in Hela cell

注：与Control组比较，**P<0.01

Note: Compared with control group, **P<0.01
3  讨论

宫颈癌同大多数肿瘤一样，是一种以细胞过度增殖及无限生长为特征的疾病，具体表现为肿瘤细胞增殖过度活跃，肿瘤组织生长异常迅速，进而恶性程度加剧，过程中最为主要的因素就是癌基因的激活及抑癌基因的失活。Bmi-1是1991年荷兰癌症中心在研究鼠淋巴瘤细胞中发现的一种核蛋白，属于多梳基因家族中的一员，并具有癌基因特性，因而被认为是一种原癌基因。Bmi-1被认为可以通过多种途径参与细胞的自我更新，衰老及永生化，其在多种肿瘤中高表达，并与肿瘤的发生，发展密切相关[4-6]。近些年国内外研究发现Bmi-1与宫颈癌的发生，发展，转移，预后等一系列病理过程密切相关。如国内学者杨伟洪等[8]，桂影等[9]发现宫颈癌患者宫颈组织中Bmi-1阳性率显著高于正常宫颈组织，且与临床分期，组织分化程度，淋巴结转移密切相关。国外Tong等[10]，zhang等[11]研究证实宫颈癌患者宫颈组织及血浆中Bmi-1蛋白及mRNA表达量皆显著高于正常宫颈组织，且高表达的Bmi-1与临床分期，淋巴结转移，血管侵袭及人乳头瘤感染密切相关，同时高表达的Bmi-1预示着宫颈癌患者预后差。上述研究提示了Bmi-1与宫颈癌的发生发展密切相关，在宫颈癌的形成及进展中起着癌基因的作用。此外Zhang等[13]不仅证实了152例宫颈癌组织中Bmi-1高表达，阳性表达量高达63.2%，高表达的Bmi-1与肿瘤大小，临床分期级局部淋巴结转移密切相关。且通过western blot证实了4株宫颈癌细胞（Hela，SiHa，Caski及C33A）中Bmi-1表达高于正常宫颈上皮细胞。同时Min等[12]研究表明RNA干扰介导的Hela细胞中Bmi-1表达量的下调，能显著的抑制Hela细胞生长，克隆形成，并抑制小鼠体内肿瘤形成。从而说明了Bmi-1作为宫颈癌的原癌基因，通过靶向下调其表达，能显著的抑制肿瘤的细胞增殖及进展。所以本研究在此基础上进一步探讨siRNA Bmi-1对Hela细胞增殖的影响及相关机制，首先通过MTT法，Annexin V-PI流式双染及Hoechst染色证实siRNA Bmi-1能显著的降低Hela细胞活力，同时提高细胞凋亡率，说明下调Hela细胞中Bmi-1的表达，能显著的遏制肿瘤细胞的增殖，并诱导其凋亡，与Min等[12]研究结果一致。

Bmi-1 作为一种癌基因，能通过调控其下游靶基因如INK4a/ARF的表达，从而抑制基因的转录。INK4a是Bmi-1的负性调节位点，其编码p16 INK4a（p16）的表达，此蛋白是细胞周期依赖性蛋白抑制因子，当Bmi-1表达下调或者缺失时，通过上调p16，能够抑制细胞周期蛋白CyclinD1与细胞周期素依赖蛋白激酶4/6（CDK4/6）的结合，进而阻止Rb信号通路的激活，失去磷酸化形式的Rb能够与转录因子E2F结合，进而抑制基因转录，最终使得细胞周期停滞在G1期[14]。另外ARF编码p14 ARF蛋白，此蛋白通过介导MDM2，进而激活p53。p53不仅能够直接调节细胞凋亡相关蛋白表达从而影响细胞的增殖与凋亡，也能够通过调节细胞周期进而影响细胞的增殖状态。崔学江等[15]研究表明siRNA Bmi-1对膀胱癌EJ细胞增殖的抑制作用，是通过上调p16及p14蛋白及mRNA表达实现的。刘霞等[16]研究也表明siRNA Bmi-1能通过上调p16及端粒酶逆转录酶表达，从而抑制食管癌细胞株EC9706的增殖[16]。Zheng等[17]研究表明siRNA Bmi-1能通过p16/CyclinD1信号通路抑制胰腺癌细胞增殖。但也有研究显示siRNA Bmi-1能显著的抑制肺腺癌细胞SPC-A1增殖，并使细胞周期阻滞在G1期，但此过程并不依赖于p16所介导的CyclinD1来实现的[18]。我们的研究显示siRNA Bmi-1不仅能下调p16表达，还能显著的下调CyclinD1表达及Rb磷酸化水平，同时下调p53表达，最终使得细胞周期阻滞在G1期，此结论与大多数研究一致[15-17, 19]，从而说明siRNA Bmi-1能通过p16/CyclinD1/Rb及p53信号通路，从而遏制Hela细胞的增殖。

综上所述，siRNA Bmi-1能显著的降低宫颈癌Hela细胞活力，抑制细胞增殖，并诱导细胞凋亡，可能与调节其下游信号通路p16/CyclinD1/Rb及p53有关。同时有文献也报道Bmi-1也可通过PI3K/AKT信号通路影响胰腺癌细胞的增殖[20]，且此信号通路是经典的抗凋亡通路，本课题组可以进一步探讨Bmi-1是否也可以通过此信号通路影响宫颈癌细胞的增殖，凋亡等生物学行为。
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