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过表达Ｂｍｉ１基因对乳腺癌细胞株ＢＴ４７４侵袭转移能力的影响
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　　［摘要］　目的　建立过表达Ｂｍｉ１的乳腺癌稳定细胞株，检测过表达 Ｂｍｉ１对该肿瘤细胞株侵袭转移能力的影响，
探讨Ｂｍｉ１与乳腺癌转移的相关性。方法 　根据ＧｅｎＢａｎｋ中人源Ｂｍｉ１的ｍＲＮＡ序列，设计引物，构建 Ｂｍｉ１真核表达
载体ＧＶ１４４Ｂｍｉ１，将其转染乳腺癌细胞株 ＢＴ４７４，Ｇ４１８筛选建立过表达 Ｂｍｉ１的稳定细胞株。实时荧光定量 ＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｍｉ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平，Ｍａｔｒｉｇｅｌ和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室模型检测转染和未转染ＢＴ４７４细胞体外
侵袭和转移能力的变化，荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白的变化。结果　 成功构建人源
Ｂｍｉ１真核表达载体ＧＶ１４４Ｂｍｉ１，转染ＢＴ４７４细胞后，获得稳定转染细胞株。实时荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显
示，与空载体组相比，实验组Ｂｍｉ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显增高（Ｐ＜０．０５）。Ｂｍｉ１过表达后，迁移能力明显增强、
穿膜细胞数明显增多，ＭＭＰ２、ＭＭ９ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著增强（Ｐ＜０．０５）。结论　 过表达Ｂｍｉ１稳定细胞株构建
成功，Ｂｍｉ１表达上调可显著提高乳腺癌细胞的体外侵袭转移能力。
　　［关键词］　 乳腺癌；Ｂｍｉ１；ＢＴ４７４；过表达；侵袭转移
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　　乳腺癌是一种常见的严重危害女性身心健康的恶
性肿瘤。数据显示，每年全球有１２０万妇女患乳腺癌，
有５０万死于该病。在北美、西欧等发达国家，女性恶
性肿瘤中乳腺癌的发病率居首位［１－３］。而在中国，发

病率更是逐年攀升，并有年轻化趋势。现在对乳腺癌

的治疗，主要结合手术、化疗及放疗等治疗手段，虽然

有了很大的进步，但乳腺癌预后仍较差，且对复发转移

的乳腺癌治疗效果十分有限。

　　Ｂｍｉ１基因是１９９１年在鼠淋巴细胞中发现的多
梳基因（ｐｏｌｙｃｏｍｂｇｒｏｕｐｇｅｎｅｓ，ＰｃＧ）家族的重要成员
之一［４］。Ｂｍｉ１广泛表达于多种肿瘤中，并与肿瘤的
发生发展密切相关，例如乳腺癌［５］、前列腺癌［６］、胰腺

癌［７］等。在乳腺癌中 Ｂｍｉ１的 ｍＲＮＡ及蛋白水平均
高表达，且Ｂｍｉ１与乳腺癌进展相关。为了进一步研
究Ｂｍｉ１在乳腺癌侵袭迁移中发挥的作用，我们利用
低表达Ｂｍｉ１的乳腺癌细胞株 ＢＴ４７４构建 Ｂｍｉ１过
表达的稳定细胞株，研究 Ｂｍｉ１过表达对乳腺癌细胞
侵袭转移能力的影响，探讨乳腺癌治疗的新靶点。

１　材料与方法

１．１　细胞与载体
　　人乳腺癌细胞 ＢＴ４７４购于中国科学院上海细胞库。
ＧＶ１４４质粒载体购自上海吉凯生物公司。

１．２　试剂
　　ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司。ＲＴＰＣＲ试
剂盒

!

ｑＲＴＰＣＲ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司。ＧＶ１４４质粒载体
（上海吉凯生物公司）；ＸｈｏⅠ、ＢａｍＨⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＬ２０００
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、质粒提取试剂盒、ＰＣＲ产物回收试剂盒、ＤＮＡ小
量胶回收纯化试剂盒为大连宝生物工程有限公司产品；Ｇ４１８
（Ｓｉｇｍａ）；ＴｏｔａｌＲＮＡ提取试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ公司。Ｏｐｔｉ
ＭＥＭ、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＬＴＸ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。Ｂｍｉ１、βａｃｔｉｎ的
引物由上海生工生物公司合成。小鼠抗人的 Ｂｍｉ１单克隆抗
体购自Ｕｐｓｔａｔｅ公司，小鼠抗人 βａｃｔｉｎ单克隆抗体购自鼎国公
司，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ抗体及 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ抗体 ＨＲＰ标记的羊抗鼠 ＩｇＧ
购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶购自 ＢｉｏＲａｄ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．３　ＧＶ１４４Ｂｍｉ１载体的构建
　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中 Ｂｍｉ１的 ｍＲＮＡ序列，设计如下引物：上
游 ５′ＧＣＴＧＴＡＣＡＡＧＴＣＣＧＧＡＣＴＣＡＧＡＴ３′，下游 ５′ＣＣＧＧＡＴＣ
ＴＡＧＡＴＡＡＣＴＧＡＴＣＡＴＡＡ３′。上游引物的５′末端引入 ＸｈｏⅠ的
酶切位点，下游引物的 ５′末端引入 ＢａｍＨⅠ酶切位点。以
ｃＤＮＡ为模板，通过 ＰＣＲ扩增获取 Ｂｍｉ１目的基因，ＰＣＲ扩增

产物与质粒ＧＶ１４４的酶切、连接、转化和重组质粒的筛选按照
文献［８］，对重组质粒进行双酶切和ＤＮＡ测序鉴定。

１．４　细胞培养及稳定过表达细胞系的建立
　　ＢＴ４７４细胞采用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，置于
３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培养箱中培养。待细胞密度约８０％时
给细胞，使用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＬＴＸ将构建好的 ＧＶ１４４空载体和
ＧＶ１４４Ｂｍｉ１质粒转染到ＢＴ４７４细胞，转染ＧＶ１４４空载体为对
照组，转染ＧＶ１４４Ｂｍｉ１质粒为实验组。转染２４ｈ后给细胞中
加入Ｇ４１８（３００ｍｇ／Ｌ）筛选 １４ｄ，获得稳定表达 Ｂｍｉ１的细
胞株。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达水平
　　ＧＶ１４４空载体和 ＧＶ１４４Ｂｍｉ１质粒转染 ＢＴ４７４细胞培养
４８ｈ，ＲＮＡ提取试剂盒提取ＴｏｔａｌＲＮＡ，核酸浓度测定仪测定其
浓度和纯度，按 ＴａＫａＲａ逆转录反应说明书合成 ｃＤＮＡ，用于扩
增Ｂｍｉ１ｃＤＮＡ，上游引物为：５′ＧＡＣＣＡＣＴＡＣＴＧＡＡＴＡＴＡＡＧＧ
３′，下游引物为：５′ＣＡＴＴＴＧＴＣＡＧＴＣＣＡＴＣＴＣＴＣ３′；βａｃｔｉｎ的上
游引物为：５′ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ３′，下游引物为：５′
ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ３′。ｃＤＮＡ产物 １０倍稀释后以
βａｃｔｉｎ为内参进行实时荧光定量ＰＣＲ，反应条件为９５℃ 预变
性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５９℃３０ｓ，７２℃５ｍｉｎ（３９个循环）；反应
结束建立溶解曲线。同一实验独立重复３次，实验数据分析采
用２－△△Ｃｔ法计算。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白的表达水平
　　转染４８ｈ后分别收集各组细胞，按碧云天公司蛋白提取说
明书进行，采用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取４０μｇ／孔蛋白样品
上样，经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ后，将目的蛋白转移到ＰＶＤＦ膜上，５％
脱脂奶粉封闭２ｈ，与一抗（Ｂｍｉ１、βａｃｔｉｎ）４℃摇床孵育过夜，
ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ，再分别与相应ＨＲＰ标记的二抗室温
孵育２ｈ，ＥＣＬ化学发光。

１．７　Ｍａｔｒｉｇｅｌ检测ＢＴ４７４细胞侵袭能力
　　将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶置于４℃过夜，用无血清预冷的 ＲＰＭＩ１６４０
培养基按８∶１稀释Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶混匀，每孔６０μＬ均匀铺在２４孔
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室的聚碳酸酯膜上，３７℃孵育１ｈ。收集转染４８ｈ
后的各组细胞，计数后按２×１０４／孔接种于上室。将小室放于
２４孔板中，上室加入 ２００μＬ无血清 ＤＭＥＭ培养基，下室加
８００μＬ含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，３７℃、５％ＣＯ２ＲＴ
ＰＣＲ培养２４ｈ后取出小室，用棉签擦掉上室细胞，ＰＢＳ洗３次，
８００μＬ甲醇固定３０ｍｉｎ，结晶紫染色１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗干净，室
温风干。显微镜下取５个视野计数，取其平均值，实验独立重
复３次。

１．８　统计学处理
　　应用ＳＰＳＳ１９．０统计分析软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间均
数比较应用单因素方差分析。
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２　结果

２．１　ＧＶ１４４Ｂｍｉ１真核表达载体的构建
　　通过Ｂｍｉ１特异引物应用 ＰＣＲ方法扩增出 Ｂｍｉ１基因的
ｃＤＮＡ，然后分别将载体质粒ＧＶ１４４及目的基因用ＢａｍＨⅠ和
ＸｈｏⅠ双酶切，连接转化入 ＤＨ５α感受态细胞中，小量抽提质
粒，分别用ＢａｍＨⅠ＋ＸｈｏⅠ做酶切鉴定（图１）。表明目的片
段已插入到表达载体中，对鉴定正确的重组克隆进行测序验

证，测序后与ＧｅｎＢａｎｋ登记的人Ｂｍｉ１基因同源序列完全相同
即为人ＧＶ１４４Ｂｍｉ１质粒。
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１：ＤＬ５０００Ｍａｒｋｅｒ；２：ＧＶ１４４；３、４：ＧＶ１４４Ｂｍｉ１

图１　ＧＶ１４４Ｂｍｉ１质粒双酶切电泳结果

２．２　稳定过表达Ｂｍｉ１的ＢＴ４７４细胞系的建立
　　将 ＧＶ１４４Ｂｍｉ１与空载体 ＧＶ１４４转染 ＢＴ４７４细胞，经
Ｇ４１８筛选１４ｄ后获得稳定表达ＧＶ１４４和ＧＶ１４４Ｂｍｉ１的细胞
系。实时荧光定量ＰＣＲ检测发现 Ｂｍｉ１ｍＲＮＡ表达量明显增
加（Ｐ＜０．０５），与对照相比增加了９．０±０．８，见图 ｌ。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测发现Ｂｍｉ１蛋白表达也明显增加，见图２。
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图２　稳定表达Ｂｍｉ１ＢＴ４７４细胞的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

２．３　过表达Ｂｍｉ１对ＢＴ４７４细胞侵袭的影响
　　与对照组相比，实验组穿过人工基质胶的间质化ＢＴ４７４细
胞的数目分别为（１８．７±５．６）、（１５６．５±８．３），实验组侵袭细胞
数明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），见图３。

! "

Ａ：对照组；Ｂ：实验组

图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测ＢＴ４７４细胞Ｂｍｉ１过表达后

侵袭能力　（结晶紫 ×１００）

２．４　过表达Ｂｍｉ１对ＢＴ４７４细胞迁移能力的影响
　　显微镜下计数对照组和实验组穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室的细胞
数，并进行统计分析，结果显示，与对照组相比，实验组穿过小室

的细胞数分别为（５６．４±６．７），（１８３．１±８．３）。说明Ｂｍｉ１基因
过表达后，ＢＴ４７４细胞的迁移能力明显增加（Ｐ＜０．０５），见图４。

! "

Ａ：对照组；Ｂ：实验组

图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＢＴ４７４细胞Ｂｍｉ１过表达后转移能力

（结晶紫 ×１００）

２．５　过表达 Ｂｍｉ１对 ＢＴ４７４细胞中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
蛋白的影响

　　ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，实验组与对照
组相比，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著增强（Ｐ＜
００５），见图５。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图５　ｑＲＴＰＣＲ（Ａ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ｂ）检测ＢＴ４７４细胞Ｂｍｉ１

过表达后ＭＭＰ２、ＭＭＰ９变化

３　讨论

　　乳腺癌是一种常见的严重危害女性身心健康的恶
性肿瘤。虽然现在对乳腺癌的治疗有了很大的进步，

但肿瘤局部浸润和远处转移是影响手术效果和生存期

的主要原因。因此，研究阐明乳腺癌侵袭转移的分子

机制，寻找新的分子靶点具有重要意义。已往的研究

揭示肿瘤浸润和转移是一个复杂的多步骤的连续过

程，包括癌细胞在原发部位的生长以及向周围组织的
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侵袭和远处转移等一系列过程，其中肿瘤细胞的恶性

增殖和细胞外基质降解是重要步骤，但有关调控肿瘤

细胞浸润和转移的分子机制尚不清楚。

　　Ｂｍｉ１基因是转录抑制因子多梳基因家族ＰｃＧ的
成员，位于染色体１０ｐ１２的位置，通过形成多梳抑制
复合体１对染色质进行修饰而抑制下游目的基因的表
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起着关键性作用［９－１３］。在

乳腺癌组织中 Ｂｍｉ１的 ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均较
高，Ｂｍｉ１的高表达与临床分期、腋窝淋巴结转移及雌
激素受体阳性状况等具有明显的正相关性，表明Ｂｍｉ１
在乳腺癌晚期发生浸润转移的过程中可能起重要作

用［１３－１６］。Ｂｍｉ１可能成为预测乳腺癌高度转移的新
分子标志物，有望成为乳腺癌转移生物治疗的一个新

的基因靶点。

　　本实验成功构建 Ｂｍｉ１过表达的质粒，并将其转
染乳腺癌细胞株 ＢＴ４７４，过表达 ＢＴ４７４细胞中 Ｂｍｉ１
基因的表达，进一步对转染后细胞生物学特性进行分

析研究。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭转移实验表明Ｂｍｉ１基因过表
达能明显增加乳腺癌细胞的侵袭转移能力，说明Ｂｍｉ１
在乳腺癌的侵袭迁移的恶性发生发展中有重要作用。

Ｂｍｉ１可能通过不同的途径在转录或翻译水平调控与
乳腺癌浸润转移相关基因的表达。一方面，Ｂｍｉ１作
为细胞癌基因，被激活后高表达于乳腺癌细胞中，参与

调控细胞的分裂。高表达 Ｂｍｉ１的细胞通过抑制
ｐ１６ＩＮＫ４ａ表达，延长细胞的增殖周期，阻止细胞凋亡［１３］。

在转基因鼠中，Ｂｍｉ１表达抑制导致其神经功能上的
缺失，还引起淋巴细胞的细胞周期严重停滞，而过表达

Ｂｍｉ１的转基因鼠则引发了鼠的淋巴瘤［１４］。因此，有

可能因为Ｂｍｉ１下调 ｐ１６ＩＮＫ４ａ的表达而导致乳腺癌细
胞周期延长，增殖旺盛。另一方面，Ｂｍｉ１也可能在蛋
白水平直接与肿瘤浸润转移相关因子发生作用。Ｂｍｉ１
基因在乳腺癌侵袭迁移中的具体作用机制及调控的下

游靶基因尚需进一步的研究。

　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验表明Ｂｍｉ１基因过表达能
明显增加癌细胞的侵袭能力，侵袭相关蛋白 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９表达增多，细胞的粘附功能增加，提示 Ｂｍｉ１
基因过表达可能会导致上皮细胞结构不稳定，促进癌

细胞播散和肿瘤发展。

　　总而言之，本研究说明 Ｂｍｉ１在乳腺癌的侵袭迁
移的恶性发生发展中有重要作用。Ｂｍｉ１的过表达，
可以明显促进乳腺癌细胞系 ＢＴ４７４的侵袭、迁移能
力。但是，Ｂｍｉ１基因在乳腺癌发生发展中的作用，及
其在侵袭迁移中的作用机制及调控的下游靶基因尚需

进一步的研究。
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