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沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 促进 ＩＦＮ⁃γ 表达抑制肝癌细胞的
作用研究

邓　 浩，彭启旺，李　 伟

（武汉市红十字会医院普通外科，武汉　 ４３００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究 Ｂ 淋巴细胞诱导成熟蛋白⁃１（Ｂ⁃ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１，Ｂｌｉｍｐ⁃１）与肝癌

细胞 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 增殖、凋亡、侵袭的关系以及作用机制。 方法　 实验分为对照组、ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组、ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组；
沉默肝癌细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基因的表达，实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ）和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测 Ｂｌｉｍｐ⁃１
ｍＲＮＡ 和蛋白表达，ＣＣＫ⁃８ 法观察细胞的增殖，流式细胞仪检测细胞的凋亡，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法观察细胞的侵袭能力，酶
联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）检测 γ⁃干扰素（ ＩＦＮ⁃γ）、白细胞介素⁃２ （ ＩＬ⁃２）的蛋白水平。 结果 　 与对照组相比，
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 表达显著抑制

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞增殖（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），促进其凋亡（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），显著降低细胞的侵袭能力（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），显著上调 ＩＦＮ⁃γ
蛋白水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但对 ＩＬ⁃２ 蛋白水平无明显影响。 结论　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 可促进 ＩＦＮ⁃γ 蛋白表达，从而抑制肝癌

细胞增殖、侵袭及促进凋亡。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｂ⁃ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１
（Ｂｌｉｍｐ⁃１） ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＳＭＭＣ⁃７７２１． Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｌｉｍｐ⁃１
ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ． Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ （ＲＴ⁃ＰＣＲ） ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＣＣＫ⁃８ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＦＮ⁃γ ａｎｄ
ＩＬ⁃２ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＳＭＭＣ⁃７７２１ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ
ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＦＮ⁃γ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＩＬ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ⁃γ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｂｌｉｍｐ⁃１； ＩＦＮ⁃γ； ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ



　 　 肝癌是严重威胁人类健康的常见肿瘤，发病率

逐年上升［１ － ３］。 肝癌具有初期症状不明显、潜伏期

长的特点，多数患者确诊时已是晚期，病情发展迅

速，而且预后较差。 目前，肝癌的主要治疗方式是

手术、肝移植、化疗、分子靶向治疗等，但治疗效果

均不理想，预后复发和转移是导致患者死亡率居高

不下的主要原因。 近年来，通过免疫治疗的方式逐

渐应用于临床，其可通过刺激机体免疫系统靶向识

别并特异性杀伤肝癌细胞，但对机体自身成分不具

有危害性，而且可以产生免疫记忆细胞，防止复发，
因此免疫治疗成为肝癌临床治疗的研究热点和重

点［４ － ５］。 Ｂ 淋巴细胞诱导成熟蛋白⁃１（Ｂ⁃ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１，Ｂｌｉｍｐ⁃１），又称为 ＰＲ 结

构域蛋白 １ （ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｄｏｍａｉｎ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＰＲＤＭ１），在 Ｂ 细胞分化过程中发挥关键

作用，其表达量增加可促进细胞产生大量免疫因

子，从而调控机体的免疫状态［６ － ７］。 近年来的研究

表明，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肿瘤组织的表达量异常，参与肿瘤

的发生、 发展过程［８ － ９］。 因此本实验通过研究

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肝癌细胞中的作用以及作用机制，为肝癌

的临床治疗提供实验基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

肝癌 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞系由本实验室传代、保
存，最初购自中科院上海细胞库。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ）试剂盒购自瑞

士 Ｒｏｃｈｅ 公司；ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、膜联蛋白 Ｖ⁃ＦＩＴＣ （ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ） ／碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）细胞凋亡检

测试剂盒购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；Ｂｌｉｍｐ⁃１ 单克隆抗

体、甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体购自美国 Ｃｅｌｌｕｌａｒ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； γ⁃干扰 素 （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ，
ＩＦＮ⁃γ）、白细胞介素⁃２（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃２，ＩＬ⁃２）酶联免疫

吸附 测 定 法 （ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒购自上海森雄生物有限公司；
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ、ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１、空载体慢病毒由上海吉玛

生物公司合成。 酶标仪购自美国赛默飞世尔公司；荧
光定量 ＰＣＲ 仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；流式细胞仪购

自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞的培养和转染

肝癌 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 细胞

培养箱，加入 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基（含 １％双抗和 １０％
胎牛血清），倒置显微镜中观察细胞生长状况，隔天

更换一次培养基，对数期细胞用于后续实验。 细胞

转染前一天，更换培养液，以每孔 ４ × １０５ 个细胞接

种于 ９６ 孔板中。 将细胞分为对照组、 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ
组、 ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ （５’⁃ＧＡＴＣＴＧＡＣＣＣＧＡＡＴＣＡＡＴＧ⁃
３’）组，对照组为正常培养的细胞，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组和

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞分别转染携带无义序列和

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 序列病毒（１０ μＬ １ × １０１１ ＴＵ ／ Ｌ），置于细

胞培养箱中培养 ４８ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１
ｍＲＮＡ 的表达量

ＴＲＩｚｏｌ 法提取各组细胞中总 ＲＮＡ，采用反转录

酶合成 ｃＤＮＡ。 根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ 的

序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计引物，由上海生工合

成， 引 物 序 列 为： Ｂｌｉｍｐ⁃１ 上 游 序 列 为 ５ ’⁃
ＴＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧＧＡＴＧＣＧＧＡＴＡＴＧ⁃３’，下游序列为

５ ’⁃ＡＧＧＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＴＧＧＡＧＧＡＧＴＴＧ⁃３ ’； ＧＡＰＤＨ
上游 序 列 为 ５ ’⁃ＧＧＧＣＧＣＣＴＧＧＴＣＡＣＣＡＧＧＧＣＴＧ⁃
３’，下游序列为 ５’⁃ＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧ⁃
３’。 反应条件为 ９５℃ ５ ｍｉｎ；９５℃ ３０ ｓ，５９℃ ３０ ｓ，
７２℃ １ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２℃ ５ ｍｉｎ。 实验重复 ３ 次，
每组设置 ５ 个复孔，采用 ２ － ΔΔＣｔ法计算基因相对转

录水平。
１􀆰 ３􀆰 ３　 蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测细胞中

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 蛋白的表达量

收集各组细胞，ＢＣＡ 法定量、稀释，１００℃ 煮沸

变性，吸取 ５０ μｇ 蛋白样品进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳后，将蛋白质转移至 ＰＶＤＦ 膜中，封闭液封闭 １ ｈ，
分别加入一抗稀释液，清洗，加入二抗孵育 ２ ｈ，ＥＣＬ
显色，曝光，显影，与 ＧＡＰＤＨ 灰度值的比值即为目

的蛋白的相对量。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞的增殖

以每孔 ４ × １０４ 个细胞接种于 ９６ 孔板中，加入

培养基至 １００ μＬ，放入 ３７℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱

培养 ４６ ｈ，每孔加入 ５ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液，振荡混匀，
３７℃孵育 ２ ｈ，酶标仪检测波长 ４５０ ｎｍ 下细胞的吸

光值（ＯＤ 值）。
１􀆰 ３􀆰 ５　 流式细胞仪检测细胞的凋亡

收集各组 １ × １０６ 个细胞，采用 ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
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ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染法细胞凋亡检测试剂盒，根据其说明

书的指示进行下操作，置于流式细胞仪中计算细胞

的凋亡率。 实验重复 ３ 次，每组设置 ５ 个复孔。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测细胞的侵袭能力

将已融化的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室，
３７℃培养箱中干燥。 收集各组细胞，调整为 １ ×
１０６ ／ ｍＬ，下室加入 ６００ μＬ 完全培养基，３７℃培养 ２４
ｈ；ＰＢＳ 液清洗上室，擦去剩余细胞，酒精固定 ２０
ｍｉｎ，染色，１００ 倍显微镜计数，取 ５ 个视野的平均

值，实验重复 ３ 次。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 检测细胞培养液上清中 ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ⁃２
的表达量

收集各组培养 ７２ ｈ 的细胞上清液，采用 ＩＦＮ⁃γ、
ＩＬ⁃２ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒检测 ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ⁃２ 的水平。
１􀆰 ４　 统计学方法

ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计处理，结果以平均数

±标准差表示（ 􀭰ｘ ± ｓ ），多组数据间的比较采用单

因素方差分析，组间两两比较使用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 认为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 各组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 的表达量

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细 胞 感 染 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ、 ｓｈＲＮＡ⁃
Ｂｌｉｍｐ１ 后，ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 的表达量，结果如表 １、图 １ 所示，与对照组

相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达量

无 明 显 变 化， ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组 细 胞 中 Ｂｌｉｍｐ⁃１
ｍＲＮＡ 的表达量较对照组显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果同样显示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃
ＮＣ 组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 蛋白水平无明显变化，ｓｈＲＮＡ⁃
Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 蛋白水平显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 蛋白的表达量

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｅｌｌｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２􀆰 ２　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞增殖的影响

采用 ＣＣＫ⁃８ 法观察各组细胞的增殖状况，结果

如表 ２ 所示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组细胞的增

殖能力无明显变化，ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞的增殖能

力显著下降，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

表 １　 各组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 的表达量（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ 水平
Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 蛋白水平
Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０００ ± ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ４２３ ± ０􀆰 ０４１

ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００５ ± ０􀆰 ０２１ ０􀆰 ４３６ ± ０􀆰 ０３８

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３６７ ± ０􀆰 ０１５∗ ０􀆰 １８９ ± ０􀆰 ０１２∗

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ９０２􀆰 ８５９ ５３􀆰 １９７

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ２　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对肝癌细胞增殖的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｏｎ ｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＯＤ４５０值

ＯＤ４５０ ｖａｌｕｅ
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８９６ ± ０􀆰 ０８５

ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８６８ ± ０􀆰 ０８２

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４２１ ± ０􀆰 ０３９∗

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ４１􀆰 ３２７

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

２􀆰 ３　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞凋亡的影响

采用流式细胞仪观察各组细胞的凋亡状况，结
果如表 ３、图 ２ 所示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组细

胞的凋亡率无明显变化，ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞的凋

亡率显著增加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞侵袭能力的影响

采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法分析各组细胞的侵袭能力变

化，结果如表 ４ 所示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组

细胞的侵袭数无明显变化，ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞的

侵袭数显著降低，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 ２　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对肝癌细胞凋亡的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｏｎ ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ
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表 ３　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对肝癌细胞凋亡的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝３，％）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｏｎ ｔｈｅ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

凋亡率
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ２１５ ± ０􀆰 ５６３

ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ８７４ ± ０􀆰 ５２１

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ １３􀆰 ４５２ ± １􀆰 ４１５∗

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ９２􀆰 ２５８

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ４　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞侵袭能力的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｏｎ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

侵袭细胞数目
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １２５􀆰 ７８４ ± １１． ４３６

ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ １３６􀆰 ５２８ ± １２． ６５８

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ ６８􀆰 ５９７ ± ６． ２５７∗

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ３６􀆰 ３５３

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

２􀆰 ５　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞培养液上清中 ＩＦＮ⁃γ、
ＩＬ⁃２表达量的影响

采用 ＥＬＩＳＡ 法分析各组细胞上清液中 ＩＦＮ⁃γ、
ＩＬ⁃２ 水平的变化，结果如表 ５ 所示，ＩＬ⁃２ 在各组间的

变化差异不明显； 与对照组相比， ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组

ＩＦＮ⁃γ蛋白水平无明显变化，ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组 ＩＦＮ⁃γ
蛋白水平显著上调，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

表 ５　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞培养液上清中 ＩＦＮ⁃γ、
ＩＬ⁃２ 表达量的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３，ｐｇ ／ ｍＬ）

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＩＦＮ⁃γ ａｎｄ ＩＬ⁃２ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＩＦＮ⁃γ ＩＬ⁃２

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２３􀆰 ４５１ ± ２􀆰 ６２３ １６􀆰 ５８７ ± １􀆰 ２３４

ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２４􀆰 ６８５ ± ３􀆰 １５２ １７􀆰 ４２５ ± １􀆰 ３２６

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ ３９􀆰 ５８７ ± ４􀆰 １６３∗ １８􀆰 ７４２ ± ２􀆰 １２３

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ２１􀆰 ２６０ １􀆰 ３６４

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

３　 讨论

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 最初被发现在大 Ｂ 细胞淋巴瘤中表达

缺失，可能起抑制肿瘤发展的作用［１０］。 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基

因位于人常染色体上，具有 ７ 个外显子，促进免疫 Ｂ
细胞向浆细胞分化的过程，抑制 Ｂ 细胞增殖相关基

因的表达。 研究表明，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 发生突变、转录翻译

异常等均可促进大 Ｂ 细胞淋巴瘤的产生，因此推断

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基因可能具有抑癌基因的作用［１１ － １２］。 近年

来的研究显示，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肿瘤细胞的生长、分化、以
及侵袭、迁移过程中发挥重要作用［１３ － １５］。 在肺癌

中，采用免疫组织学的方法检测 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肺癌组

织中的表达量，结果显示，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在鳞状细胞肺癌

中阳性表达率显著增加，可作为临床诊断的新的标

志物和研究治疗靶点［１６］。 在喉癌组织中，Ｂｌｉｍｐ⁃１
的表达量显著上调，并与患者临床分期和淋巴结转

移密切相关，提示 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基因可作为喉癌早期诊

断以及预后判断的重要靶基因［１７］。
为探究 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肝癌细胞中的作用，本文通

过沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肝癌 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中的表达

量，ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 结 果 显 示， 在

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ 和蛋白较对

照组显著降低；ＣＣＫ⁃８ 和流式细胞仪检测细胞的增

殖和凋亡，结果显示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１
组细胞的增殖显著降低，凋亡率显著增加；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室法结果显示，沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基因显著抑制肝癌

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的侵袭能力，表明下调 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 可

明显抑制肝癌细胞的增殖，促进其凋亡，抑制细胞

的侵袭，从而抑制肝癌进一步的发展，在肝癌中发

挥抑癌作用，与上述研究结果相一致。
研究发现，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 不仅对免疫细胞的终末分化

以及细胞内稳态具有调控作用，而且对免疫因子的

水平具有重要作用［１８ － ２０］。 在免疫细胞发育、分化和

稳定过程中，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 可与细胞因子 ＩＬ⁃２ 相互作用

从而发挥重要的作用［２１］。 在癌症的发生、发展中，
ＩＬ⁃２ 的表达量具有重要意义［２２］。 ＩＦＮ⁃γ 是机体中重

要的免疫调节因子，其表达量的增加可以增强细胞

的免疫原性，促进细胞凋亡。 为了进一步探究

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肝癌细胞中的作用，本研究通过 ＥＬＩＳＡ
检测各组细胞中 ＩＬ⁃２、ＩＦＮ⁃γ 的表达量，结果发现，
沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基因对肝癌细胞上清中 ＩＬ⁃２ 的表达量

无明显影响，但可明显增加 ＩＦＮ⁃γ 的水平，提示

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 可能通过促进 ＩＦＮ⁃γ 的分泌从而抑制肝癌
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细胞的增殖，诱导其凋亡。
综上所述，沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 促进 ＩＦＮ⁃γ 的表达，显

著抑制肝癌细胞的增殖，促进其凋亡，降低细胞的

侵袭能力，从而阻碍肝癌的进一步恶化，为肝癌的

临床治疗和诊断提供了实验基础。
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