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Bcl-2转录抑制因子1在胃癌中的表达及其生物学功能
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摘 要 背景与目的：失巢凋亡效应分子Bcl-2转录抑制因子1 （Bit1） 在胃癌组织中存在异常表达，Bit1在胃癌

中功能及作用机制如何值得研究。本研究旨在进一步观察Bit1在胃癌组织中的表达，并初步分析其对

胃癌细胞生物学行为的影响。

方法：用Western blot 检测20例原发性胃癌患者癌组织及癌旁组织手术标本中Bit1蛋白的表达；将胃癌

BGC-803细胞分别转染Bit1 shRNA慢病毒载体或空病毒载体后，以无处理的野生型BGC-803细胞为空白

对照，用细胞免疫荧光实验验证转染效率与Bit1沉默效果，并分别用细胞划痕实验、Transwell 侵袭实

验、细胞增殖实验及TUNEL实验检测细胞侵袭、迁移、增殖及凋亡情况。

结果：Western blot 结果显示，与对应癌旁组织比较，Bit1 在胃癌组织中蛋白表达水平明显上调 （P<

0.01）。免疫荧光结果显示，转染成功且 Bit1 被有效沉默。细胞行为学实验显示，与空白对照细胞比

较，转染Bit1 shRNA后的BGC-803细胞的划痕愈合率明显降低、侵袭细胞数量明显减少、细胞增殖活

性明显减弱、晚期凋亡细胞数明显增加 （均P<0.05）；转染空载体的BGC-803细胞以上细胞行为学指标

与空白对照细胞间的差异均无统计学意义（均P>0.05）。

结论：Bit1 在胃癌中表达上调，并与胃癌细胞的恶性生物学行为密切相关，其有可能是与胃癌发生、

发展、预后相关联的生物标志物及潜在治疗靶点。
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Abstract Background and Aims: Anoikis effector Bcl-2 transcription inhibitor 1 (Bit1) is abnormally expressed

in gastric cancer tissue, the function and mechanism of Bit1 in gastric cancer is worth studying. This

study was conducted to further examine the expression of Bit1 in gastric cancer tissue, and present a
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preliminary analysis of the effects of Bit1 on the biological behavior of gastric cancer cells.

Methods: The expressions of Bit1 in the surgical specimens of gastric cancer and corresponding

adjacent tissue from 20 patients with primary gastric cancer were determined by Western blot analysis. In

gastric cancer BGC-803 cells after transfection with Bit1 shRNA lentivirus or empty lentivirus vector,

with the untreated wild type BGC-803 cells as blank control, the transfection efficiency and Bit1

silencing effect were validated by immunofluorescence assay, and then, the invasion, migration,

proliferation and apoptosis were Transwell invasion assay, scratch wound assay, CCK-8 assay and

TUNEL staining assay, respectively.

Results: The results of Western blot showed that the expression level of Bit1 protein in gastric cancer

tissue was significantly up-regulated compared with corresponding adjacent tissues (P<0.01). The results

of immunofluorescence assay demonstrated the successful transfection and effective Bit1 silencing. The

results of series of cellular behavior experiments revealed that the wound-healing rate, number of

invaded cells, and proliferation ability were all significantly decreased, while the number of late

apoptotic cells was significantly increased in BGC-803 cells with Bit1 shRNA transfection compared

with blank control cells (all P<0.05); there were no statistical differences in these cellular behavior

parameters between BGC-803 cells transfected with empty vector and blank control cells (all P>0.05).

Conclusion: The expression level of Bit1 is up-regulated in gastric cancer, and it is closely related to the

malignant biological behavior of gastric cancer cells, suggesting that Bit1 may be a biomarker associated

with the initiation, progression and prognosis as well as a candidate therapeutic target for gastric cancer.
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胃癌 （gastric carcinoma，GC） 是起源于胃黏膜

上皮的恶性肿瘤，《CA》 杂志全球癌症数据显示：

在所有恶性肿瘤中，胃癌发生率列第5位，病死率

列第3位，2018年全球胃癌新发病例约为103万例，

占癌症新发病例的5.7%，胃癌死亡例约为78万例，

占比8.2%[1]。胃癌起病隐匿，易发生远端转移及复

发，患者5年生存率低于30%，超过60%患者确诊

时已是中晚期[2-4]。国家癌症中心最新中国癌症数

据[5] 显示： 2015 年中国新发浸润性癌症病例约

392.9万例，癌症死亡病例约233.8万例。尽管2000—

2015 年，胃癌病死率有所下降，胃癌依旧是癌症

死 亡 的 第 三 大 原 因 ， 其 在 男 性 常 见 癌 症 中 列

第 3 位，女性中列第 5 位。《Lancet》 全球癌症生存

趋势监测报告[6]指出，在大多数国家中胃癌的 5 年

生存率低于30%，但韩国及日本5年生存率分别为

68.9% 和 60.3%，可能与两国内镜筛查计划相关。

因此，提高早期胃癌检出率对患者预后改善极其

重要，寻求新的胃癌生物标志物，进一步探究其

分子机制，对提高患者预后有重要意义。

失巢凋亡 （anoikis） 效应分子 Bcl-2 转录抑制

因子 1 （Bcl-2 inhibitor of transcription 1，Bit1） 蛋白

C 端含 tRNA 水解酶结构域，被命名为肽基-tRNA

水解酶 2 （peptidyl-tRNA hydrolase 2，PTRH2），其

基因编码 179 个氨基酸[7-8]。可通过下调 Bcl-2 表达

发挥非caspase依赖型促凋亡功能[9]，影响肿瘤发生

发展。已有研究通过免疫组化法初步确定Bit1在正

常胃组织中低表达，而在胃癌组织、非典型增生

组织中表达显著增强，提示 Bit1 可能参与胃癌进

展，Bit1在胃癌中功能及作用机制相关研究值得探

讨[10]。本研究通过检测胃癌患者癌组织及癌旁组

织 Bit 蛋白水平明确其表达情况，观察干预胃癌细

胞 BGC-803 内 源 性 Bit1 表 达 后 细 胞 恶 性 表 型 变

化，探讨 Bit1 对胃癌细胞生物学行为产生的影

响，为 Bit1 成为胃癌患者诊断预后标志物奠定

理论基础。

1 材料与方法

1.1 标本来源

收集2018年 6月—2020年 6月湖北医药学院附

属太和医院 20 例原发性胃癌患者 （手术前未接受

放化疗治疗，年龄36~75岁） 术后肿瘤组织及对应

癌旁组织 （距病灶边缘 5 cm）。所有患者均签署知

情同意书，本研究通过湖北医药学院伦理审查委

员会批准 （批件编号：2019-TH-051）。

1.2 主要试剂

Cocktail （CST，#5871）；RIPA Buffer （CST，#

9806） ； BCA 试 剂 盒 （Thermo Scientific，

PL212739） ； β -actin （13E5） ； Anti-PTRH2

PEPTIDYL-TRNA HYDROLASE antibody （Abcam，

ab36990）； Rabbit mAb （CST， #4970）； Goat Anti-

Rabbit IgG H&L （HRP）（Abcam，ab97051）；链霉

素 （Amresco，美国）；青霉素 （BBI Life Sciences，

中国上海）；FBS （Gibco，美国）；L-谷氨酰胺

（BioDee Biotechnology Co.，Ltd，中国北京）；胰蛋

白酶 （Amresco，美国）；DMEM培养基 （Gibco，美

国）； Hepes （Solarbio， 中 国 北 京）； 慢 病 毒 、

HitransG P 助 染 剂 （Genechem Co.， Ltd， 中 国 上

海）；0.3% Triton X-100 （Amresco，美国）；4%多聚

甲醛 （山浦化工有限公司，中国上海）；DAPI

（Vector，西班牙）；0.1% 结晶紫水溶液 （Solarbio，

中国北京）；0.1%Triton X-100 （Amresco，美国）；

TUNEL试剂盒 （Roche，瑞士）。

1.3 方法

1.3.1 Western blot 检测胃癌患者组织 Bit1 蛋白表达

水平 取 25 mg 胃癌组织或对应癌旁组织，加入

250 μL 裂解液 （10 μL cocktail+240 μL RIPA），冰

上剪碎、匀浆、超声，充分裂解后离心，获得组

织 总 蛋 白 ， 采 用 BCA 法 进 行 浓 度 测 定 。 通 过

10%SDS-PAGE 电泳分离，将蛋白转印到 0.22 μm

PVDF 膜，5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h 后转移至相应

一抗 （β -actin 1∶2 000，Bit1 1∶500）、二抗 （Goat

Anti-Rabbit IgG H&L 1∶10 000） 孵育，ECL 发光液

显影，以 β-actin为对照进行光密度值分析。

1.3.2 细胞分组与慢病毒转染 将胃癌细胞BGC-803

分为空白对照组 （野生型细胞）、空载体组 （转染

慢病毒空载体）、Bit1 shRNA1组 （转染Bit1 shRNA1

慢病毒载体）、Bit1 shRNA2 组 （转染 Bit1 shRNA2

慢病毒载体）；Bit1 shRNA 慢病毒载体及对照慢病

毒 空 载 体 （框 架 结 构 ： hU6-MCS-Ubiquitin-EGFP-

IRES-puromycin、 pGV248/negative-control、 pGV248/

Bit1-shRNA） 的构建由上海吉凯基因化学技术有限

公司完成。接种2 mL密度为4×104个/mL的细胞悬

液于六孔板 （8×104个/孔），24 h后更换1 mL含相

应病毒的助染液[病毒体积= （MOI×细胞数目） /

病毒滴度]继续培养。病毒感染 16 h 后换常规培养

液，倒置荧光显微镜观察细胞感染效率。

1.3.3 细胞免疫荧光实验 将 600 μL 密度为 1×

105 个/mL 的细胞悬液加入 4 孔腔室载玻片中 （6×

104 个/孔 ）， 24 h 后 用 4% 多 聚 甲 醛 固 定 ，

0.3%Triton X-100 通透，3%BSA 封闭，经 500 μL 一

抗、荧光兔二抗 （1%BSA 稀释） 孵育后，滴加含

防淬灭封片剂的 DAPI 试剂，使用激光扫描共聚焦

显微镜观察，拍照 （1 000×）。一抗稀释比例：

Bit1 （1∶300），细胞色素 C 氧化酶 IV （cytochrome c

oxidase IV，COX IV）（1∶300）；荧光兔二抗稀释比

例 （1∶500）。

1.3.4 细胞划痕实验 6 孔板每孔加入 1 mL 密度

5×105 个/mL 的单细胞悬液 （5×105 个/孔），待细

胞融合至 90% 以上，用 200 μL 枪头垂直于 6 孔板

背后横线划痕，PBS缓冲液冲洗脱落细胞，加入无

血清培养液继续培养。分别在划痕后0、24、48 h，

倒置显微镜下观察拍照。划痕愈合率= （La-Lb） /

La×100% （La 为 0 h 时划痕宽度，Lb 为各时间段

划痕宽度）

1.3.5 细 胞 侵 袭 实 验 无 血 清 培 养 液 1∶8 稀 释

Matrigel 基质胶，取 40 μL 加入 insert 小室内膜面，

细胞培养箱中孵育 30 min 使 Matrigel 聚合成凝胶。

取 100 μL 密度为 8×105 个/mL 的无血清细胞悬液

（8×104 个/孔） 加入 Transwell 小室中，下室加入

600 μL 含 10% 血清的完全培养液。48 h 后将小室

转移至 4% 多聚甲醛溶液的下室，室温固定。0.1%

结晶紫染液染色穿膜的侵袭细胞30 min，使用倒置

显微镜拍照观察，计数分析。

1.3.6 细胞增殖抑制实验（CCK-8 法） 96 孔板每孔

加入密度为 5×104 个/mL 细胞悬液 100 μL，检测细

胞贴壁后 72 h 内 0、12、24、36、48、60、72 h 等

7 个时间点的细胞活力。PBS 洗 1 次，加入 100 μL

含 10% CCK-8 的培养液，1 h 后，通过酶标仪检测
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划痕宽度）

1.3.5 细 胞 侵 袭 实 验 无 血 清 培 养 液 1∶8 稀 释

Matrigel 基质胶，取 40 μL 加入 insert 小室内膜面，

细胞培养箱中孵育 30 min 使 Matrigel 聚合成凝胶。

取 100 μL 密度为 8×105 个/mL 的无血清细胞悬液

（8×104 个/孔） 加入 Transwell 小室中，下室加入

600 μL 含 10% 血清的完全培养液。48 h 后将小室

转移至 4% 多聚甲醛溶液的下室，室温固定。0.1%

结晶紫染液染色穿膜的侵袭细胞30 min，使用倒置

显微镜拍照观察，计数分析。

1.3.6 细胞增殖抑制实验（CCK-8 法） 96 孔板每孔

加入密度为 5×104 个/mL 细胞悬液 100 μL，检测细

胞贴壁后 72 h 内 0、12、24、36、48、60、72 h 等

7 个时间点的细胞活力。PBS 洗 1 次，加入 100 μL

含 10% CCK-8 的培养液，1 h 后，通过酶标仪检测
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吸光度值，波长 450 nm，参比波长 600 nm，分析

细胞增殖情况。

1.3.7 TUNEL 法检测细胞凋亡 取 400 μL 密度为

1×105 个/mL 细胞悬液 （4×104 个/孔） 于 8 孔腔室

载玻片内，培养 24 h 后经 4％多聚甲醛室温固定，

加入含 0.1% Triton X-100 的 PBS。腔室载玻片内细

胞经固定、通透后风干，加入 50 μL TUNEL 工作

液，避光条件下，37 °C 孵育 60 min，滴加 DAPI 封

片，激光扫描共聚焦显微镜下观察，拍照。

1.4 统计学处理

所有资料采用 SPSS 22.0 统计软件进行分析，

计量资料采用均值±标准差 （x̄ ± s），癌组织与对

应癌旁组织蛋白的灰度扫描值采用配对 t检验，P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 胃癌组织及其对应癌旁组织中Bit1蛋白表达

水平

20例临床胃癌患者组织Western blot 结果显示：

胃癌组织中 Bit1 蛋白表达水平明显高于癌旁组织

（图 1A）。灰度扫描值统计结果：以 β -actin 为内

参，差异具有统计学意义 （P=0.003）（图1B-C）。

2.2 慢病毒转染与Bit1沉默结果

为探讨 Bit1 在胃癌细胞中的生物学功能，本

研究成功构建携带绿色荧光蛋白 （green fluorescent

proteins，GFP） 并可靶向沉默胃癌细胞内源性 Bit1

表达的慢病毒载体，通过慢病毒转染实验将 Bit1

shRNA 转染至 BGC-803 细胞，荧光显微镜观察其转

染效率。荧光条件下，空白对照组无 GFP 绿色荧

光 信 号 ， 而 空 载 体 组 、 Bit1 shRNA1 组 、 Bit1

shRNA2 绿色荧光信号均在 80% 以上，提示转染成

功 （图 2A）。COX IV 是线粒体内膜上跨膜蛋白复

合体。通过细胞免疫荧光实验验证 shRNA 沉默细

胞内源性Bit1表达情况，结果显示，Bit1和 COX IV

共定位于细胞质，合并 （merge） 后呈黄绿色。与

空 白 对 照 组 、 空 载 体 组 比 较 ， Bit1 shRNA1 组 、

Bit1 shRNA2 组绿色荧光明显减弱，且 COX IV 蛋白

红色荧光明显减弱，表明胃癌细胞BGC-803内源性

Bit1成功被沉默 （图2B）。
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图1 Western blot检测Bit1蛋白表达 A：20例胃癌患者癌组织与癌旁组织Bit1蛋白表达；B-C：Bit1蛋白在癌组织与癌旁

组织中的相对表达量

Figure 1 Expressions of Bit1 protein detected by Western blot A: Expressions of Bit1 protein in gastric cancer and

corresponding adjacent tissues from 20 gastric cancer patients; B-C: Relative expression levels of Bit1 protein in gastric

cancer and corresponding adjacent tissues

2.3 Bit1对胃癌细胞生物学行为的影响

2.3.1 对胃癌细胞 BGC-803 迁移能力的影响 细胞

划痕实验分析不同 Bit1 表达水平 BGC-803 细胞 24 h

及 48 h的划痕愈合率。24 h愈合率为：空白对照组

26.2%， 空 载 体 组 27.8%， Bit1 shRNA1 组 13.4%，

Bit1 shRNA2 组 13.5%；48 h 愈合率为：空白对照组

34.9%， 空 载 体 组 35.4%， Bit1 shRNA1 组 23.9%，

Bit1 shRNA2 组 24.3%。与空白对照组比较，Bit1

shRNA1 组、Bit1 shRNA2 组 24、48 h 的划痕愈合率

均明显降低 （均 P<0.01），而空载体组 24、48 h 划

痕愈合率无明显差异 （均P>0.05）（图3）。
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图2 免疫荧光检测 A：转染效率检测（×100）；B：Bit1沉默效果检测（×1 000）

Figure 2 Immunofluorescence staining assay A: Transfection efficiency determination (×100); B: Silencing effect detection

(×1 000)
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2.3 Bit1对胃癌细胞生物学行为的影响

2.3.1 对胃癌细胞 BGC-803 迁移能力的影响 细胞

划痕实验分析不同 Bit1 表达水平 BGC-803 细胞 24 h

及 48 h的划痕愈合率。24 h愈合率为：空白对照组

26.2%， 空 载 体 组 27.8%， Bit1 shRNA1 组 13.4%，

Bit1 shRNA2 组 13.5%；48 h 愈合率为：空白对照组

34.9%， 空 载 体 组 35.4%， Bit1 shRNA1 组 23.9%，

Bit1 shRNA2 组 24.3%。与空白对照组比较，Bit1

shRNA1 组、Bit1 shRNA2 组 24、48 h 的划痕愈合率

均明显降低 （均 P<0.01），而空载体组 24、48 h 划

痕愈合率无明显差异 （均P>0.05）（图3）。
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Figure 2 Immunofluorescence staining assay A: Transfection efficiency determination (×100); B: Silencing effect detection
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2.3.2 对 胃 癌 细 胞 BGC-803 侵 袭 能 力 的 影 响

Transwell 实验分析不同 Bit1 表达水平对 BGC-803 细

胞侵袭能力的影响。结果显示，与空白对照组比

较，Bit1 shRNA1 组、Bit1 shRNA2 组侵袭细胞数量

明显减少 （均 P<0.01），而空载体组侵袭细胞数量

无明显差异 （P>0.05）（图4）。

2.3.3 对胃癌细胞增殖能力的影响 CCK-8 法检测

BGC-803细胞贴壁后0、12、24、36、48、60、72 h

等 7个时间点的细胞活力，分析不同Bit1 表达水平

对胃癌细胞增殖能力的影响。以吸光度值为纵坐

标，各时间点为横坐标制细胞增殖曲线：与空白

对照组比较，Bit1 shRNA1 组、Bit1 shRNA2 组中

36、48、60及 72 h等 4个时间点细胞吸光度值明显

下降 （均P<0.001），而空载体组各时间点细胞吸光

度值无明显差异 （均P>0.05）（图5）。

2.3.4 对胃癌细胞 BGC-803 凋亡的影响 TUNEL 法

处理胃癌细胞BGC-803，激光共聚焦显微镜观察发

生晚期凋亡细胞数量 （绿色荧光），分析不同 Bit1

表达水平对胃癌细胞BGC-803凋亡能力的影响。结

果 表 明 ， 与 空 白 对 照 组 比 较 ， Bit1 shRNA1 组 、

Bit1 shRNA2 组 晚 期 凋 亡 细 胞 数 量 均 明 显 增 加

（均 P<0.01），而空载体组晚期凋亡细胞数量无明

显差异 （P>0.05）（图6）。
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图3 划痕实验检测各组BGC-803细胞的迁移能力

Figure 3 Migration ability of each group of BGC-803 cells measured by scratch wound assay
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图4 Transwell实验检测各组BGC-803细胞的侵袭能力

Figure 4 Invasion ability of each group of BGC-803 cells determined by Transwell assay
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图5 CCK-8法检测各组BGC-803细胞的增殖活力

Figure 5 Proliferation ability of each group of BGC-803

cells analyzed by CCK-8 assay

3 讨 论

失巢凋亡在肿瘤发生发展中发挥重要作用，

恶性肿瘤细胞的失巢凋亡抗性是肿瘤细胞转移的

关键，即肿瘤细胞离巢后，可经血液循环系统及

淋巴定位至远端新组织或淋巴结[11]。多项研究显

示，失巢凋亡效应分子Bit1在不同恶性肿瘤中表达

呈明显特异性。与癌旁组织比较，Bit1 在胰腺癌、

肺癌等组织中低表达[12-13]，而 Bit1 在卵巢癌、食管

癌、肝癌、口腔鳞状细胞癌等组织中高表达[14-18]。

已有学者[6]通过免疫组化法初步研究显示 Bit1 在胃

癌组织中高表达，但目前尚无Bit1对胃癌细胞生物

学功能的影响及相关机制的研究。本研究通过检

测 20 例临床胃癌患者癌组织及癌旁组织 Bit1 蛋白

水平，明确其在癌组织中表达明显高于对应癌旁

组织，与已有的研究结果一致。研究[12]发现，上

调胰腺癌细胞 miapaca-2 内 Bit1 表达水平可抑制胰

腺癌细胞的迁移和侵袭能力。此外，敲低Bit1表达

水平可通过抑制黏着斑激酶 （focal adhesion kinase，

FAK） /桩蛋白 （paxillin） 信号通路抑制食管鳞状

细胞癌细胞EC9706迁移和侵袭能力[19]，由此推测，

Bit1表达水平可能影响胃癌进展。本研究首次通过

慢病毒干预胃癌细胞 BGC-803 内源性 Bit1 表达，并

通过凋亡、迁移、侵袭、增殖实验分析不同Bit1表

达水平对BGC-803恶性表型的影响。结果显示，下

调 Bit1 表达水平可促进 BGC-803 细胞凋亡，抑制胃

癌细胞迁移及侵袭能力。Bit1可能作为一种癌基因

促进胃癌进展，为进一步研究Bit1在胃癌中的具体

作用机制研究奠定基础。

Bit1在胃癌中通过何种途径和机制发挥促癌作

用 目 前 尚 不 清 楚 。 目 前 已 知 ， 上 皮 间 质 转 化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT） 在肿瘤转移

过程中发挥重要作用，在上皮细胞转化为侵入性

间充质细胞表型的过程中[20-21]，细胞骨架蛋白重

组、细胞外基质降解酶产生增加，上皮型标志物

E-cadherin、 ZO-1 表达减弱，而间质型标志物 N-

cadherin、vimentin 表达增强[22-23]，这一系列转变都

为癌细胞转移提供条件[24]。研究表明，Bit1 可通过

减 弱 肺 癌 细 胞 A549 中 转 导 蛋 白 样 增 强 子 1

（transducin-like enhancer of split 1， TLE1） 对 E-

cadherin 的作用从而抑制 EMT 发生[25]。此外，Bit1

可能通过抑制胰腺癌细胞 miapaca-2 发生 EMT 而影

响癌细胞的迁移及侵袭能力[12]。CMTM3 可通过抑

制 EMT 从而阻碍胃癌进展[26]。miR-30c-5p 可通过抑

制转移相关基因 1 （metastasis associated-1，MTA1）

的表达，抑制 EMT 进程从而阻碍胃癌细胞 HGC-27

转移[27]。此外，Frz7 可能通过激活 Wnt/B-catenin 信

号通路激发 EMT 进程，促进胃癌的发生与转移[28]。

因此，笔者推测 Bit1 可能通过影响 EMT 进程从而

抑制BGC-803细胞凋亡，促进胃癌进展。目前，本

课题组正在探究下调胃癌细胞中 Bit1 表达水平与

EMT 进程的关系，后期将通过干预上调胃癌细胞

内源性 Bit1 表达水平，从反方向探究胃癌细胞中

Bit1高表达水平对肿瘤进展的影响；通过建立不同

Bit1 表达水平的人胃癌细胞裸鼠皮下移植瘤模型，

观察Bit1下调对肿瘤生长、转移的影响，深入研究

Bit1 在胃癌中的功能及作用机制；还可通过 ddPCR

检测原发性胃癌患者血清中Bit1 cfDNA水平，探究

Bit1 是否可作为临床 Bit1 高表达胃癌患者的无创性

筛查诊断标志分子，对提高胃癌患者预后有重要

意义，为Bit1作为一种新的胃癌无创性筛查分子奠

定理论依据。
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图6 TUNEL法检测各组BGC-803细胞的凋亡情况

Figure 6 Apoptosis in each group of BGC-803 cells examined by TUNEL staining assay
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3 讨 论

失巢凋亡在肿瘤发生发展中发挥重要作用，

恶性肿瘤细胞的失巢凋亡抗性是肿瘤细胞转移的

关键，即肿瘤细胞离巢后，可经血液循环系统及

淋巴定位至远端新组织或淋巴结[11]。多项研究显

示，失巢凋亡效应分子Bit1在不同恶性肿瘤中表达

呈明显特异性。与癌旁组织比较，Bit1 在胰腺癌、

肺癌等组织中低表达[12-13]，而 Bit1 在卵巢癌、食管

癌、肝癌、口腔鳞状细胞癌等组织中高表达[14-18]。

已有学者[6]通过免疫组化法初步研究显示 Bit1 在胃

癌组织中高表达，但目前尚无Bit1对胃癌细胞生物

学功能的影响及相关机制的研究。本研究通过检

测 20 例临床胃癌患者癌组织及癌旁组织 Bit1 蛋白

水平，明确其在癌组织中表达明显高于对应癌旁

组织，与已有的研究结果一致。研究[12]发现，上

调胰腺癌细胞 miapaca-2 内 Bit1 表达水平可抑制胰

腺癌细胞的迁移和侵袭能力。此外，敲低Bit1表达

水平可通过抑制黏着斑激酶 （focal adhesion kinase，

FAK） /桩蛋白 （paxillin） 信号通路抑制食管鳞状

细胞癌细胞EC9706迁移和侵袭能力[19]，由此推测，

Bit1表达水平可能影响胃癌进展。本研究首次通过

慢病毒干预胃癌细胞 BGC-803 内源性 Bit1 表达，并

通过凋亡、迁移、侵袭、增殖实验分析不同Bit1表

达水平对BGC-803恶性表型的影响。结果显示，下

调 Bit1 表达水平可促进 BGC-803 细胞凋亡，抑制胃

癌细胞迁移及侵袭能力。Bit1可能作为一种癌基因

促进胃癌进展，为进一步研究Bit1在胃癌中的具体

作用机制研究奠定基础。

Bit1在胃癌中通过何种途径和机制发挥促癌作

用 目 前 尚 不 清 楚 。 目 前 已 知 ， 上 皮 间 质 转 化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT） 在肿瘤转移

过程中发挥重要作用，在上皮细胞转化为侵入性

间充质细胞表型的过程中[20-21]，细胞骨架蛋白重

组、细胞外基质降解酶产生增加，上皮型标志物

E-cadherin、 ZO-1 表达减弱，而间质型标志物 N-

cadherin、vimentin 表达增强[22-23]，这一系列转变都

为癌细胞转移提供条件[24]。研究表明，Bit1 可通过

减 弱 肺 癌 细 胞 A549 中 转 导 蛋 白 样 增 强 子 1

（transducin-like enhancer of split 1， TLE1） 对 E-

cadherin 的作用从而抑制 EMT 发生[25]。此外，Bit1

可能通过抑制胰腺癌细胞 miapaca-2 发生 EMT 而影

响癌细胞的迁移及侵袭能力[12]。CMTM3 可通过抑

制 EMT 从而阻碍胃癌进展[26]。miR-30c-5p 可通过抑

制转移相关基因 1 （metastasis associated-1，MTA1）

的表达，抑制 EMT 进程从而阻碍胃癌细胞 HGC-27

转移[27]。此外，Frz7 可能通过激活 Wnt/B-catenin 信

号通路激发 EMT 进程，促进胃癌的发生与转移[28]。

因此，笔者推测 Bit1 可能通过影响 EMT 进程从而

抑制BGC-803细胞凋亡，促进胃癌进展。目前，本

课题组正在探究下调胃癌细胞中 Bit1 表达水平与

EMT 进程的关系，后期将通过干预上调胃癌细胞

内源性 Bit1 表达水平，从反方向探究胃癌细胞中

Bit1高表达水平对肿瘤进展的影响；通过建立不同

Bit1 表达水平的人胃癌细胞裸鼠皮下移植瘤模型，

观察Bit1下调对肿瘤生长、转移的影响，深入研究

Bit1 在胃癌中的功能及作用机制；还可通过 ddPCR

检测原发性胃癌患者血清中Bit1 cfDNA水平，探究

Bit1 是否可作为临床 Bit1 高表达胃癌患者的无创性

筛查诊断标志分子，对提高胃癌患者预后有重要

意义，为Bit1作为一种新的胃癌无创性筛查分子奠

定理论依据。

细
胞

凋
亡

数

150

100

50

0
空白对照组

空载体组
Bit1 shRNA

1组
Bit1 shRNA

2组

空白对照组 空载体组

Bit1 shRNA1组 Bit1 shRNA2组

P<0.01
P<0.01

图6 TUNEL法检测各组BGC-803细胞的凋亡情况

Figure 6 Apoptosis in each group of BGC-803 cells examined by TUNEL staining assay
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综上所述，本研究首次检测了 Bit1 对胃癌细

胞恶性表型的影响，推测Bit1可能作为一种癌基因

影响胃癌进程，其可望成为胃癌患者个体化治疗

靶点，具体作用机制有待进一步研究。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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