
B 细胞淋巴瘤滤过性病毒插入位点 1（B cell
specific moloney leukemia virus insert site⁃1，Bmi⁃1）
属于聚硫蛋白复合体基因家族的成员之一。具有

抑制转录的作用，之前被认为是一种原癌基因［1］。

后来研究发现，Bmi⁃1基因在延缓细胞衰老中发挥

重要作用，Bmi⁃1通过抑制细胞周期蛋白激酶抑制

子 p16和 p19基因转录，防止细胞周期停滞引起的

细胞成熟前衰老［2-3］，另外，Bmi⁃1还可以通过维持细

胞线粒体功能及氧化还原平衡，降低活性氧（reac⁃

tive oxygen species，ROS）水平，进而防止细胞DNA损

伤及其反应，阻止细胞早衰［4］，对于个体而言，Bmi⁃1
小鼠出现生长阻滞、发育缓慢等成熟前衰老表现。

此前本课题组通过对Bmi⁃1基因缺失（Bmi⁃1 knock
out，BKO）小鼠的多器官组织研究发现，该小鼠出现

淋巴系统成熟障碍、骨质疏松、肾小管间质纤维化、

皮肤衰老等发育障碍和衰老相关表现［5-7］，为临床上

衰老相关疾病提供防治依据。但目前尚未对影响

小鼠食物消化的消化器官——胃做过深入研究。

预实验结果显示Bmi⁃1缺失小鼠胃黏膜皱襞减少、

胃壁变薄。

临床上，慢性萎缩性胃炎（chronic atrophic gas⁃
tritis，CAG）是以胃黏膜炎症、胃腺体萎缩或减少为
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病理特征的消化系统常见病，是癌前病变的一种，常

见于中老年人，70%的患者年龄在40岁以上［8］，常见

临床症状有腹痛、腹胀、腹部不适和食欲不振等，可

伴贫血、消瘦等表现。目前CAG机制尚未被完全阐

释，临床上多以对症治疗为主，效果不佳。

因此，为了明确Bmi⁃1是否发挥抑制胃黏膜炎

症及腺体萎缩等萎缩性胃炎表型的作用及其机制，

针对7 周龄Bmi⁃1基因缺失纯合子小鼠和同窝野生

型小鼠，利用组织学切片、免疫组化和 Western blot
比较分析了胃表型差异。

1 材料和方法

1.1 材料

本研究中所有实验小鼠均由南京医科大学SPF
级实验动物中心饲养。本研究采用Bmi⁃1基因敲除

杂合子小鼠（Bmi⁃1+/-）（129Ola/FVB/N杂交背景）（由

荷兰肿瘤研究所Anton Berns教授惠赠），进行雌雄

配对合笼，以获得野生型和Bmi⁃1基因敲除纯合子

小鼠，子代小鼠通过多聚酶链反应（PCR）进行基因

型鉴定［9］。本研究选用出生后7周龄同窝野生型和

Bmi⁃1基因敲除纯合子小鼠各 6只，雌雄不限，分为

WT组和BKO组。本研究的动物实验严格遵循南京

医科大学动物实验管理规定，经动物实验伦理委员

会审核，批准编号为 IACUC⁃1706001。
1.2 方法

1.2.1 小鼠基因型鉴定

小鼠鼠尾片段用酚⁃氯仿⁃异戊醇的方法抽提

DNA，通过PCR方法进行基因型鉴定，Bmi⁃1的正向

引物序列为：5′⁃CAGTTAGGCAGTATGTAGTTTTC⁃
3′，反向引物为 5′⁃GTTGTGGTGGAGTGTAAGAGT⁃
GT⁃3′，NEO基因的正向引物为：5′⁃AAGATGTTGGC⁃
GACCTCGTATTGG⁃3′，反向引物为：5′⁃GCAAGA⁃
CCTGCCTGAAACCGAACT⁃3′。所有引物均由美国

Invitrogen公司合成。Taq酶购自北京宝日医生物技

术有限公司。 PCR 反应条件：94 ℃预变性 4 min；
94 ℃变性 30 s，57 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，共进

行 30循环；72 ℃延伸 10 min。使用 Bio⁃Rad Mycy⁃
cler PCR扩增仪。Bmi⁃1扩增产物为 687 bp，NEO
扩增产物 399 bp。仅有 Bmi⁃1扩增产物为 687 bp
条带为野生型，仅有 Neo扩增产物 399 bp 条带为

纯合子，2条扩增产物均有者为杂合子（图 1）。
1.2.2 组织提取

取出生后7周的WT和BKO小鼠，雌雄不限，乙

醚麻醉，由前正中线切开腹壁，从贲门 、幽门截断，

取出胃，将胃体分为2份，分别用于组织切片和提取

蛋白进行 Western blot 实验。

1.2.3 HE染色和免疫组织化学染色

用于切片的组织经多聚甲醛固定后，常规脱水，

石蜡包埋，切片进行HE染色和免疫组织化学染色。

石蜡切片常规脱蜡水化，苏木精（Sigma公司，美国）染

色，1％盐酸酒精分化，流水冲洗返蓝，伊红（Sigma公
司，美国）复染，常规脱水透明，中性树胶封片。

石蜡切片经常规脱蜡水化以后，用 3％ H2O2处

理 10 min，5％正常兔血清封闭 20 min，分别加核因

子⁃κB⁃p65（nuclear factor⁃κB⁃p65，NF⁃κB⁃p65）抗体

（Cell Signaling公司，美国）、白细胞介素 6（interleu⁃
kin 6，IL⁃6）抗体（Santa公司，美国）、肿瘤坏死因子α
（tumor necrosis factor α，TNF⁃α）抗体（Santa公司，美

国）室温过夜，加羊抗小鼠（1∶100，武汉博士德公

司）室温 20 min，加DAB 溶液（武汉博士德公司）室

温避光孵育5~8 min，苏木精复染1 min，常规脱水透

明，中性树胶封片，光镜观察，摄片。

1.2.4 Western blot实验

组织按质量/体积约 1∶20加入RIPA后匀浆，冰

上静置30 min，13 000 r/min 4 ℃离心15 min，提取蛋

白并定量。做 SDS⁃PAGE，用转移电泳槽 300 mA恒

流 2 h，于 4 ℃将凝胶中的蛋白质转移置NC膜上，

PBST 洗涤10 min ×3次；加封闭液，37 ℃封闭2 h；加
入适量一抗（NF⁃κB、IL⁃6、TNF⁃α，1∶100）4 ℃孵育过

夜；PBST洗涤 10 min ×3次后加入二抗，37 ℃孵育

45 min。NC膜用 PBST充分洗涤后加入ECL（化学

发光剂），在暗房中以X线胶片曝光，显影，定影。胶

片晾干后用扫描仪采集阳性条带，分析其积分光密

度值。

1.3 统计学方法

所有HE染色和免疫组化染色均由莱卡数码显

微镜拍摄，并使用Northern Eclipse图像分析软件进

行定量分析。数据使用 SPSS 10.0软件进行组间单

因素方差分析，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

Marker +/- -/- +/+ -/- +/+ -/-

2 000
1 000
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500
250
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-687 bp
-399 bp

+/+:野生型；-/-：Bmi⁃1纯合子；+/-:Bmi⁃1杂合子。

图1 小鼠的基因型鉴定

Figure 1 Identification of genotype of mice
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增高（免疫组化，×200），与WT组比较，*P < 0.05；TNF⁃α表达明显增高（免疫组化，×200），与WT组比较，*P < 0.05；NF⁃κB⁃P65表达亦明显增

高（免疫组化，×400），与WT组比较，*P < 0.05。
图3 Bmi⁃1缺失导致小鼠胃黏膜炎症浸润、胃腺体萎缩

Figure 3 Bmi⁃1 deficiency lead to inflammatory infiltration in gastric mucosa and atrophy of gastric gland
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2 结 果

2.1 Bmi⁃1基因缺失导致小鼠胃腺体萎缩

与同窝 WT 小鼠相比，肉眼观察可见 7 周龄

BKO小鼠体形较小，体重较轻，充盈状态下胃相对

较小，剖开胃可见胃黏膜皱襞减少，炎症浸润样改

变（图 2A、B）。BKO小鼠与WT小鼠HE染色结果显

示：与WT小鼠相比，BKO小鼠胃壁厚度明显变薄

（P < 0.05），腺体明显萎缩，腺体间有炎性细胞浸润

（图3）。
2.2 Bmi⁃1基因敲除导致胃黏膜炎症浸润

为了明确 Bmi⁃1基因缺失引起的胃组织学相关

表现是否与炎症浸润有关，通过免疫组织化学染色

与 Western blot 检测了胃组织中炎症介质 IL⁃6 和

TNF⁃α的表达情况。结果发现：与WT小鼠相比，

BKO小鼠胃黏膜中，炎症介质 IL⁃6、TNF⁃α阳性细胞

面积及蛋白表达水平明显增高（P＜0.05，图 3，4）。

NF⁃κB作为经典的促炎信号通路，为观察BKO小鼠

胃中NF⁃κB信号通路是否被激活，通过免疫组化与

Western blot 检测了WT和BKO小鼠胃中NF⁃κB⁃p65
表达。结果显示：BKO小鼠胃中，NF⁃κB⁃p65阳性细

胞数及蛋白表达水平都较同窝WT小鼠明显增高

（P < 0.05，图3，4）。
3 讨 论

目前本课题组培养的Bmi⁃1基因敲除纯合子小

鼠出生后生长阻滞，发育迟缓，生存周期8~9周，已有

研究分析，Bmi⁃1基因敲除后会出现肾小管间质炎、

皮肤功能障碍、骨骼发育问题等［5-7］，基因敲除小鼠

具体死因尚不明确，以上各个器官水平表现均可对

最终小鼠个体死亡起作用。胃若存在衰老相关表

现，对于小鼠生长缓慢及最终死亡将会起到重要作

用。本研究利用BKO小鼠模型观察Bmi⁃1基因缺失

对小鼠胃组织的影响。取出小鼠胃可见充盈状态

A B
WT组 BKO组

A：小鼠胃对比；B：小鼠胃黏膜对比。

图2 Bmi⁃1基因敲除后小鼠胃及胃黏膜发生的变化

Figure 2 The difference between WT mice and BKO mice
in phenotype of stomach and gastric mucosa

WT组 BKO组
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下BKO小鼠胃均小于野生型小鼠，剖开胃展开胃黏

膜，可见胃黏膜表面皱襞较野生型少，红白相间疑

似炎症浸润，光学显微镜下观察HE染色切片可见

BKO小鼠胃黏膜层明显变薄（P < 0.05），胃腺体明

显萎缩，从而证实Bmi⁃1基因缺失会导致小鼠胃腺

体萎缩表现，影响小鼠胃的消化功能。为进一步探

讨Bmi⁃1基因缺失引起胃腺体萎缩是否与炎症介质

浸润有关，本研究检测了炎症介质 IL⁃6、TNF⁃α及NF
⁃κB⁃p65，结果发现在BKO小鼠胃黏膜中，炎症介质

阳性面积分别提高了 35％（P＜0.05）和 55%（P＜

0.05），炎症表现明显，NF⁃κB⁃p65在BKO小鼠中的

表达水平明显升高（P＜0.05），提示胃黏膜中的Bmi⁃1
缺失会导致NF⁃κB信号通路激活，从而导致炎症介

质浸润，IL⁃6和TNF⁃α又可作为信号分子进一步激

活NF⁃κB信号通路引起恶性循环［10-12］，最终导致胃

腺体萎缩，进而导致胃酸分泌减少，胃消化功能障

碍，并影响敲除鼠整体发育和生长。

本研究提示在野生型小鼠中Bmi⁃1基因会抑制

NF⁃κB信号通路表达从而防止小鼠胃黏膜炎症浸润、

胃腺体萎缩等萎缩性胃炎表现。临床上老年人CAG
发生率较高，且随着年龄增长发病率逐步升高，其诱

因众多，有幽门螺旋杆菌感染、胆汁反流、自身免疫因

素等，但最终导致胃腺体萎缩和减少，均与他们诱导

的炎症浸润有关［8］。这类炎症浸润是否与衰老相关

因素密切联系，有待进一步研究，因此进一步以Bmi⁃1

基因为靶点深入研究，明确其在CAG发病机制中的

作用，可为临床CAG的防治提供新思路。
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图4 IL⁃6、TNF⁃α、NF⁃κB⁃p65蛋白在野生型和Bmi⁃1基因
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Figure 4 The expression of IL⁃6，TNF⁃α，NF⁃κB⁃p65
protein in wild type mice and Bmi ⁃ 1 knock
out mice
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