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Bmi-1 PTEN及E-Cadherin在结直肠癌中的

表达和意义*

廖雯婷 崔艳梅 丁彦青

摘要 目的：检测结直肠癌组织中Bmi-1、PTEN和E-Cadherin的表达，探讨三者表达的相关性及意义。方法：用Western blot
检测Bmi-1在5对结直肠癌和癌旁活检组织中的表达，实时定量PCR法检测Bmi-1、PTEN和E-Cadherin mRNA在28对结直肠癌

和癌旁活检组织的表达；用免疫组织化学法检测Bmi-1、PTEN和E-Cadherin在28例结直肠癌石蜡组织中的表达及其相关性。结

果：Bmi-1蛋白在5例结直肠癌活检组织中的表达明显高于癌旁组织；Bmi-1 mRNA在89.3%（25/28）的癌组织中的表达高于癌旁

组织；PTEN和E-Cadherin mRNA在 82.1%（23/28）的癌组织中的表达低于癌旁组织；统计学分析发现Bmi-1和 PTEN及E-Cad⁃
herin的mRNA表达水平呈负相关；28例结直肠石蜡组织中，Bmi-1、PTEN和 E-Cadherin蛋白的阳性率分别为 92.9%（26/28）、

46.4%（13/28）和82.1%（23/28），统计学分析发现Bmi-1和PTEN及E-Cadherin蛋白表达水平呈负相关。结论：本研究发现Bmi-1
和PTEN及E-Cadherin之间呈负相关，从组织水平证实Bmi-1对PTEN及E-Cadherin的调控关系，为Bmi-1作为预测结直肠癌发

生及转移的分子标志物及治疗新靶点提供了新的理论依据。
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Abstract Objective: To determine the expression of f Bmi-1, PTEN, and E-cadherin in colorectal cancer, and analyze the corre-

lation among Bmi-1, PTEN and E-cadherin. Methods: Western blot analysis was performed to detect Bmi-1 expression in five colorec-

tal cancer biopsies and matched adjacent noncancerous tissues. Real-time reverse transcription polymerase chain reaction ( RT-PCR )

was performed to determine the protein and mRNA levels of Bmi-1, PTEN, and E-cadherin in 28 colorectal cancer biopsies and

matched adjacent non-cancerous tissues. The protein levels of Bmi-1, PTEN, and E-cadherin in 28 paraffin-embedded colorectal cancer

tissues were detected via immunohistochemistry. Statistical analysis was performed to evaluate the association among Bmi-1, PTEN,

and E-cadherin at both the mRNA level and the protein level. Results: Bmi-1 was clearly upregulated in the 5 colorectal cancer biop-

sies and their matched adjacent non-cancerous tissues. Bmi-1 mRNA was upregulated in 89.3% ( 25/28 ) of colorectal cancer biopsies

compared with the adjacent noncancerous tissues. PTEN and E-cadherin mRNA were downregulated in 82.1% ( 23/28 ) of colorectal

cancer biopsies compared with adjacent noncancerous tissues. High Bmi-1 mRNA expression was significantly correlated with low lev-

els of PTEN and E-cadherin mRNA. Immunohistochemistry and statistical analyses revealed that high Bmi-1 protein expression was

significantly associated with low levels of PTEN and E-cadherin. Conclusion: This study provided evidence of the negative regulation

of PTEN and E-cadherin by Bmi-1 at the clinical tissue level. Bmi-1 is a biomarker for colorectal cancer progression and metastasis and

may be used as a therapeutic target.
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上皮细胞-间质细胞转化（epithelial-mesenchy⁃
mal transition，EMT）指上皮细胞在形态学上发生成纤

维细胞或间质细胞表型的转变并获得迁移的能力，

是肿瘤侵袭转移的早期关键步骤［1］。细胞在发生

EMT时，上皮细胞分子标记物E-Cadherin、α-Catenin

等表达下降，间质分子标志物Vimentin、Fibronectin等
表达升高［2］。Bmi-1（B-cell-specific moloney leuke⁃
mia virus insert site-1）属于多梳基因家族抑制复合体

1（polycomb repressive complex 1，PRC1）的成员，被公

认为是一个癌基因［3］。研究表明，Bmi-1具有诱导细
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胞永生化，促进肿瘤的早期转化，维持及促进干细胞

的自我更新等重要功能［4］。在前期研究中发现

Bmi-1能够直接结合抑癌基因PTEN的启动子，抑制

PTEN mRNA的表达，从而激活PI3K/AKT信号通路，

进而上调Snail的表达、抑制E-Cadherin转录，从而诱

导 EMT现象的发生，增强肿瘤细胞的侵袭、转移能

力［5］。本研究拟在结直肠癌组织中检测Bmi-1、PTEN
和E-Cadherin的表达，并探讨三者之间的表达相关

性，从临床标本的角度分析验证Bmi-1与PTEN以及

E-Cadherin的调控关系。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 标本来源 28例结直肠癌及癌旁组织（距癌

边界 15 cm）取自南方医院手术患者，均经病理证实

为腺癌，标本置于液氮保存，用以抽提RNA及总蛋

白，并取适量组织标本经4%中性甲醛固定、石蜡包埋

和常规切片。符合伦理委员会认可。

1.1.2 主要试剂 Trizol购自 Invitrogen公司，逆转录

试剂盒及 SYBR Premix ExTaqTM试剂盒购自 TaKaRa
公司；鼠抗人 Bmi-1抗体购自 Upstate公司；鼠抗人

PTEN抗体购自 Santa Cruz公司；鼠抗人 E-Cadherin
抗体购自BD公司；PVDF膜购自Millipore公司；免疫

组化试剂盒 SP-9000和DAB显色剂均购自北京中杉

金桥公司。

1.2 方法

1.2.1 Western blot检测 Bmi-1的表达 取 30 μg组
织蛋白用 9%SDS-PAGE凝胶进行电泳分离，将凝胶

中的蛋白用湿转法转印至0.45 cm的PVDF膜上。转

膜结束后，将膜置于 5%脱脂奶粉中封闭 1 h，然后加

入抗体鼠抗人的 Bmi-1单克隆抗体（1：500），置于

4 ℃冰箱孵育过夜。用 1×TBST洗膜 15 min 3次后，

加入辣根过氧化物酶标记的二抗，于室温孵育 45
min，再用1×TBST将未结合的抗体洗脱，加入ECL发

光液显色后，将膜置于暗盒内曝光于X胶片上，胶片

常规显影、定影。

1.2.2 实时定理PCR法检测结直肠癌组织中Bmi-1、
PTEN和E-Cadherin的表达 1）RNA的制备：取新鲜结

直肠癌及癌旁组织，在液氮中研磨后，参照说明书加入

Trizol试剂提取组织总RNA，并测定RNA浓度。2）cDNA
第一链的合成：按照逆转录试剂盒说明书进行操作，反

应总体系为10 μL。其中RNA 1 μL，MMLV逆转录酶0.25
μL，5×逆转录缓冲液2 μL，dNTPs 2 μL，Random 6 Mers
0.5 μL，Ribonuclease inhibitor 0.25 μL，DEPC水4 μL，反
应条件为：42 ℃反应10 min，95 ℃ 2 min。3）Real-time
PCR：GAPDH 上 游 引 物 为 5'-ACA GTCAGCCG⁃
CATCTTCTT-3'，下游引物为 5'-GACAAGCTTCCC⁃

GTTCTCAG-3'；Bmi-1 上 游 引 物 为 5'-CTGGTTGC
CCATTGACAGC-3'，下游引物为 5'-CAGAAAATGA
ATGCGAGCCA-3'；PTEN 上 游 引 物 为 5'-AGCCG
TTCGGAGGATTATTCG-3'，下游引物为 5'-CTTCTC
CTCAGCAGCCAGAG-3'；E-Cadherin 上 游 引 物 为

5'-GAACAGCACGTACACAGCCCT-3'，下游引物为

5'-GCAGAAGTGTCCCTGTTCCAG-3'。采用上述引物，

应用Mx3000P定量PCR仪（Stratagene）进行Real-time
PCR实验，反应条件为94 ℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 30 s，
共45个循环。以Folds=2-ΔΔCt计算目的基因的相对表达

量，公式如下ΔΔCt=［Ct（BMI-1）-Ct（GAPDH）］，以癌组

织（T）中的相对表达量与正常组织（N）中的相对表达量

相比（T/N）或正常组织（N）中的相对表达量与癌组织（T）
中的相对表达量相比（N/T），评价 Bmi-1、PTEN 和

E-Cadherin基因在癌组织的表达情况。实验重复3次，

计算平均值。

1.2.3 免疫组化检测 Bmi-1、PTEN和 E-Cadherin在

结直肠癌组织中的表达 采用S-P法，操作按照试剂

盒说明进行。鼠抗人Bmi-1抗体按1：200稀释；鼠抗

人 PTEN抗体按1：200稀释；鼠抗人E-Cadherin抗体

按1：1 000稀释；用 0.01M的 PBS取代一抗做阴性对

照，苏木素复染。据染色强弱程度计分：阴性染色 0
分，弱阳性 1分，中等强度 2分，强染色 3分。同样物

镜下计数阳性细胞数，阳性细胞率<30%为1分，阳性

细胞率30%～70%为2分，>70%为3分。两项得分相

乘，0分和 1分为（-），2分和 3分为（+），4分和 6分为

（++），9分为（+++）。统计学分析时，（-）和（+）合计为

阴性或弱阳性表达，（++）和（+++）合计为强阳性表达。

1.3 统计学分析

使用SPSS 10.0软件对所得数据进行分析。癌组

织和癌旁组织中的表达比较采用 t检验，各基因之间

的相关性比较采用Spearman相关性分析。P<0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Bmi-1蛋白在结直肠癌组织中表达上调

提取5对结直肠癌及癌旁组织的总蛋白，经蛋白

定量后进行Western blot检测。结果发现Bmi-1在 5
例癌组织中的表达水平均明显高于配对的癌旁组

织（图1）。

图1 Western blot法检测Bmi-1蛋白在结直肠癌组织及

癌旁组织中的表达

Figure 1 Western blot analyses of Bmi-1 protein in colorectal

cancer biopsies and matched adjacent tissues
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2.2 实时定理 PCR 法检测 Bmi-1、PTEN 和 E-Cad⁃
herin mRNA的表达

以肿瘤组织（T）和癌旁组织（N）中相对表达量的

比值（T/N 或 N/T）分析 Bmi-1、PTEN 和 E-Cadherin
mRNA在肿瘤中的上调或下调倍数。结果如图 2所

示，Bmi-1 mRNA在89.3%（25/28）的结直肠癌组织的

表达高于配对的癌旁组织，且其升高倍数均在2倍以

上；PTEN mRNA在 82.1%（23/28）的结直肠癌组织中

的表达低于癌旁组织，下降倍数为 2倍以上的为 22
例；E-Cadherin mRNA在82.1%（23/28）的结直肠癌组

织中的表达低于癌旁组织，下降倍数为2倍以上的为

17例。

图2 Real-time PCR法检测Bmi-1、PTEN和E-Cadherin mRNA的表达

Figure 2 Analyses of Bmi-1，PTEN，and E-cadherin mRNA in colorectal cancer biopsies and matched adjacent tissues via real-time PCR

2.3 Bmi-1、PTEN和 E-Cadherin mRNA在结直肠癌

中的表达及相关性分析

采用成对组织的 t检验（paired samples test）分析

发现，Bmi-1 mRNA在癌组织中的表达明显高于正常

组织（P<0.001），而 PTEN和 E-Cadherin mRNA在癌

组织中的表达明显低于正常组织（P=0.001，图 3）。

Spearman相关性分析发现，在本组 28对结直肠癌组

织及相应的癌旁组织中，Bmi-1和PTEN的mRNA表

达呈负相关（r=-0.0464，P<0.001）；Bmi-1和 PTEN的

mRNA表达亦呈负相关（r=-0.0272，P=0.043）；PTEN
与 E-Cadherin的mRNA表达水平无明显相关性（r=
0.159，P=0.243）。
2.4 Bmi-1、PTEN和E-Cadherin蛋白在结直肠癌石

蜡组织中的表达及相关性分析

结果发现 Bmi-1、PTEN和 E-Cadherin蛋白的阳

性率分别为 92.9%（26/28）、46.4%（13/28）和 82.1%
（23/28），其中 Bmi-1的强阳性表达率为 60.7%（17/
28），E-Cadherin的强阳性表达率为 39.3%（11/28）。

Spearman相关性分析发现与mRNA水平的表达相似，

Bmi-1和PTEN及E-Cadherin蛋白表达水平呈负相关

（P<0.05），而 PTEN 和 E-Cadherin 的表达无显著相

关性。

图3 Bmi-1、PTEN和E-Cadherin mRNA在癌组织和癌旁组织中的表

达比较

Figure 3 Bmi-1，PTEN，and E-cadherin mRNA expression in colorec-

tal cancer biopsies and matched adjacent tissues

Bmi-1的表达主要位于细胞核内，在分化程度较

低的癌组织中表达较强；E-Cadherin在分化程度较低

的癌组织中呈弱表达或阴性；PTEN在同一癌组织中

相
对

表
达

量
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也呈弱表达或阴性表达（图4）。
在分化程度较高的癌组织中，Bmi-1的表达较

低；而E-Cadherin则呈高表达，且表达部位主要位于

细胞膜；PTEN也呈强的核浆表达（图5）。

图4 Bmi-1、PTEN和E-Cadherin蛋白在分化程度较低的结直肠癌组

织中的表达（×400）

Figure 4 Bmi-1，PTEN，and E-cadherin protein expression in lowly

differentiated colorectal cancer tissues

图5 Bmi-1，PTEN和E-cadherin蛋白在分化程度较高的结直肠癌组

织中的表达（×400）

Figure 5 Bmi-1，PTEN and E-cadherin protein expression in highly dif-

ferentiated colorectal cancer tissues

3 讨论

EMT机制的异常激活是很多上皮性肿瘤进展的

重要步骤，EMT的调控基因或信号通路广泛参与肿

瘤的形成及转移的过程［6］。E-Cadherin是维持细胞

连接的重要分子，其表达下调是EMT以及肿瘤侵袭、

转移的关键分子标志物。大量研究表明，E-Cadherin

的表达丧失与肿瘤细胞的侵袭转移密切相关，在肿

瘤浸润的前沿细胞中E-Cadherin表达比原位肿瘤内

部细胞的表达降低更为明显，E-Cadherin外源性高表

达于肿瘤细胞中可以抑制其增殖及侵袭能力，因此

E-Cadherin往往被认为是一个抑癌基因［7］。转录抑

制机制是E-Cadherin表达下调的一个关键程序，而

几乎所有的 EMT调控通路最后都归结于对 E-Cad⁃
herin等粘附分子表达的调控［8］。

多梳基因（polycomb group genes，PcG）家族是果

蝇发育时维持同源盒基因稳定表现的重要因子，具

有高度保守性，在胚胎发育和肿瘤发生发展及干细

胞更新的维持中起重要的作用［9-10］。癌基因Bmi-1是
PcG家族的成员之一，在多种人类恶性肿瘤中表达上

调，包括白血病、淋巴瘤、脑肿瘤、非小细胞肺癌、结

肠癌、乳腺癌等，Bmi-1参与调控细胞增殖、凋亡、衰

老以及干细胞自我更新，并且与多种肿瘤侵袭以及

转移密切相关［11］。前期研究表明Bmi-1能诱导鼻咽

上皮细胞发生EMT，并在肿瘤转移、侵袭过程扮演重

要角色［5］。最近国外有研究报道，Bmi-1在结直肠癌

组织表达上调，其表达水平与p16INK4a呈负相关，提

示Bmi-1在结直肠癌发生发展中可能起重要作用［12］。

本研究发现结直肠癌组织中Bmi-1的表达显著高于

癌旁组织中的表达，且其表达水平在分化程度低的

结直肠癌标本中明显高于分化程度低的标本，提示

Bmi-1的表达异常可能参与结直肠癌的发生及进展

过程。

E-Cadherin是 EMT转变关键分子，下调肿瘤细

胞E-Cadherin可使非侵袭性肿瘤转变为高侵袭性肿

瘤。E-cadherin在多种肿瘤中表达下调，包括胃癌、

肝癌、乳腺癌、前列腺癌、膀胱癌、食管癌等［13-14］，在侵

袭性结直肠癌组织中，E-cadherin整体表达水平下

调，且其低表达与肿瘤转移呈正相关［13］。本研究发

现在结直肠癌组织中，无论在转录水平还是蛋白水

平，Bmi-1和E-Cadherin的表达均呈负相关，提示结

直肠癌发生发展过程中，Bmi-1被激活可能是E-Cad⁃
herin表达下调的重要因素之一。

抑癌基因 PTEN（phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosome 10）又名 MMAC1（mutated in
multiple advanced cancers），研究表明，在多种肿瘤中

都存在PTEN基因杂合性缺失或突变，且突变种类达

到上百种，这些突变导致 PTEN功能失活或丧失［15］。

然而，杂合性缺失和突变并非 PTEN失活的唯一方

式，翻译后水平的调控如磷酸化修饰在该基因的调

控中亦起重要作用［16］。PTEN作为PI3K/AKT信号通

路的负调控因子，可将PI（3，4，5）P3去磷酸化，发挥

负调节作用，从而参与细胞周期调节、细胞增殖、凋

Bmi-1

E-Cadherin

PTEN

Bmi-1

E-Cadherin

PTEN
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亡以及细胞黏附。在结直肠癌中，PTEN的缺失与肝

转移密切相关［17］。本研究结果显示，癌旁组织中

PTEN 的表达显著高于结直癌组织中的表达（P<
0.05），其表达水平在分化程度高的结直肠癌标本中

表达较强，而在分化程度低的标本中表达较弱，提示

PTEN的表达异常可能参与结直肠黏膜恶性转化过

程。此外，前期研究已发现Bmi-1蛋白能够直接结合

PTEN启动子并抑制其转录［5］，而本研究发现Bmi-1
与PTEN的在转录水平和蛋白水平均呈负相关，在组

织水平证实了Bmi-1与PTEN之间的调控关系。

肿瘤的转移过程是多基因、多步骤参与的复杂

过程，上游基因的改变可能是其下游基因改变的根

本原因。E-Cadherin是一个重要的上皮分子标志物，

E-Cadherin表达下调，有利于肿瘤的侵袭和转移；

PTEN基因表达缺失通过抑制PI3K/AKT信号通路的

活性使E-Cadherin的表达下调，进而促进肿瘤细胞

侵袭转移，而Bmi-1基因可以直接结合PTEN的启动

子抑制其转录。本研究在前期研究的基础上，从组

织水平进一步证实了的 Bmi-1、PTEN和 E-Cadherin
在EMT及肿瘤转移中相互调控关系。
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