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摘要      探讨转录因子Oct4(octamer-binding transcription factor 4)在乳腺癌中的表达及其对乳

腺癌细胞侵袭性的影响。 该研究选取27例乳腺癌组织病人的肿瘤组织及癌旁组织, 通过Western blot
方法检测Oct4的蛋白水平。通过慢病毒介导的是shRNA干扰技术靶向沉默oct4基因的表达, Western 
blot方法验证oct4基因沉默效果。细胞划痕实验和细胞侵袭实验检测oct4沉默对细胞迁移及侵袭

能力的影响。Western blot检测oct4沉默对上皮–间质转化(EMT)的多个标志物的影响。结果显示, 
74%病人(20/27)中Oct4蛋白在乳腺癌组织的表达显著高于癌旁组织。慢病毒介导的shRNA能显著

抑制细胞Oct4蛋白的水平。oct4基因沉默能抑制乳腺癌细胞的迁移及侵袭能力。oct4沉默后上皮细

胞标志物E-cadhrin、alpha-catenin明显上调; 而间质细胞标志物vimentin、N-cadherin则明显下降。

以上结果表明, Oct4蛋白在乳腺癌组织的表达明显增高; oct4沉默可以显著抑制乳腺癌细胞的迁移

及侵袭。
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Abstract        This paper examined the expression level of Oct4 in breast cancer tissue and further investigate 
its effect on cell invasion of breast cancer. Western blot analysis was used to detect the protein level of Oct4 in 27 
paired breast cancer tissue and adjacent non-tumoral breast tissue. Oct4 expression in breast cancer cells was knock-
down by lentivirus-mediated shRNA interference technology. The effect of oct4 silencing on the cell invasion was 
determined by wound-healing assay and cell invasion assay. Four EMT markers (E-cadhrin, alpha-catenin, vimen-
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tin and N-cadherin) were analyzed by Western blot analysis. The results demonstrated that 74% (20/27) patients 
showed elevated Oct4 expression in breast cancer tissue compared with that in adjacent non-tumoral breast tissue. 
Lentivirus-mediated shRNA significantly suppressed Oct4 expression. Gene silencing of oct4 markedly inhibited 
invasion of breast cancer cells. Knockdown of oct4 in breast cancer cells induced the expression of epithelial mark-
ers E-cadherin and α-catenin that was accompanied by a concomitant reduction of mesenchymal marker N-cadherin 
and vimentin. These finding suggested that Oct4 expression was upregualted in breast cancer tissue. Gene silencing 
of oct4 inhibited cell invasion of breast cancer through regulating EMT.

Key  words        breast cancer; breast cancer cell line; cell invasion; Oct4

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤, 近年来有发

病年轻及发病率上升的趋势, 严重威胁着女性的健

康。乳腺癌后期出现的全身系统性的转移是导致患

者死亡的主要原因, 也是目前临床治疗的瓶颈。因

此, 研究乳腺癌细胞的侵袭与转移, 是目前乳腺癌研

究领域的热点之一。

Oct4是一种在全能性胚胎细胞中表达的转录

因子[1], 也是参与调控胚胎干细胞自我更新和维持

其全能性的最为重要的转录因子之一[2]。表达Oct4
的细胞是具有潜在多能性的干细胞, 这些细胞可能

是引发肿瘤发生的靶细胞[3-4]。 目前已有研究报道, 
Oct4在调控乳腺癌细胞的增值及凋亡中发挥着重要

作用[5], 然而关于其在肿瘤侵袭及迁移中的作用的

报道还非常少。本研究检测了Oct4在肿瘤组织中的

表达, 并将表达靶向Oct4的慢病毒感染乳腺癌细胞, 
观察Oct4沉默对肿瘤细胞侵袭及迁移的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

乳腺癌细胞系MD-MBA-231购自ATCC(Ameri-
can Type Culture Collection)公司 ; 表达针对Oct4及
对照 shRNA的慢病毒质粒载体 pLKO.1-puro来自

Sigma-Aldrich公司 ; 慢病毒包被质粒pLP1、pLP2和
pLP/VSVG来自于 Invitrogen公司生产的BLOCK-iT 
Lentiviral RNAi Expression System; Oct4的一抗(#2750)
购自Cell Signaling Technology公司 ; β-actin(A5316)购
Sigma-Aldrich; E-cadherin(BS1098)、α-catenin(BS2040)、
N-cadherin(BS2224)、Vimentin(BS3182)购自Bioworld
公司; 辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)标
记的驴抗兔IgG抗体购自GE healthcare公司; BioCoatTM 
MatrigelTM Invasion Chamber(#354480)购自BD公司。

1.2   标本及处理  
收集重庆市肿瘤医院2008年1月~2009年12月

乳腺癌手术切除标本27例, 患者均为女性, 术前未行

放化疗。将冰冻乳腺癌组织破碎后提取总蛋白。

1.3   细胞培养

MD-MBA-231细胞培养于含10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素、100 μg/mL的DMEM培养基中, 
在含5% CO2、37 °C孵箱中常规培养。

1.4   Western blot方法

裂解细胞后提取细胞的总蛋白后用BCA法

测定蛋白浓度。取等量(50 μg)蛋白上样, 于10%
的SDS-PAGE胶中分离蛋白后, 以90 V电转膜4 h。
转膜好的NC膜用5%脱脂奶粉封闭1 h, 一抗4 °C孵

育摇床过夜, TBST洗膜, 洗3次(每次5 min), 二抗

(1:3 000稀释)室温孵育2 h, 用TBST洗膜后, ECL
显影, 以β-actin为内参。

1.5   慢病毒介导的RNA干扰技术

将pLP1、pLP2、pVSVG及表达靶向Oct4 shRNA
的质粒或对照shRNA经过磷酸钙转染法共转染

HEK293T细胞, 使细胞分泌高滴度的靶向Oct4 
shRNA的慢病毒和表达对照shRNA的慢病毒作为

对照。按照优化的感染条件将慢病毒感染生长状态

良好的MD-MBA-231细胞。接种细胞到6孔细胞板, 
置于37 °C、5% CO2培养箱培养, 当细胞密度约70%
时, 用含有8 g/mL聚凝胺和2% FBS的细胞培养液稀

释到相应滴度的病毒液进行感染。

1.6   细胞划痕实验

接种细胞到6孔细胞板中, 每孔接种数为8×106。

过夜培养后, 用枪头尽量垂直的划细胞。PBS洗3次
后加入无血清的培养基, 20 h后取样, 拍照。

1.7   细胞侵袭实验

将包被Matrigel的小室放入24孔板中, 并于小室

中加入DMEM培养基, 置于37 °C、5% CO2培养箱培

养2 h。将细胞悬液(2.5×104)加入小室内侧, 并于小室

外侧加入培养基(含5% FBS)。将24孔板置于37 °C、
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5% CO2培养箱培养22 h后, 固定细胞后用0.1%结晶

紫染色。

1.8   统计学分析  
数据以x

_
±s形式表示, 采用SPSS 11.0统计软件

进行统计学处理, 两样本均数比较用配对t-test分析, 
P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   乳腺癌组织和癌旁组织中Oct4蛋白的表达水平

提取27位乳腺癌病人的肿瘤组织和癌旁组织

中的总蛋白(病人资料见表1),  通过Western blot方

表1  27例乳腺癌病例资料

Tabel 1  The clinical data of 27 patients with breast cancer
年龄

Age
单纯癌

Carcinoma simplex
硬癌

Scirrhoous arcinoma
浸润性导管癌

Breast invasive ductal 
carcinoma

侵润性小叶癌

Invasive lobular 
carcinoma

髓样癌

Medullary carcinoma
总计

Total

30~39 2 0 1 0 0 3

40~49 1 0 3 0 0 4

50~59 5 1 6 1 1 14

60~69 1 1 2 0 0 4

70~79 1 0 1 0 0 2

Total 10 2 13 1 1 27

1-27: 病人号码; T: 乳腺癌组织; N: 癌旁组织。

1-27: patient number; T: breast cancer tissue; N: adjacent non-tumrol 
tissue.

图1  Western blot检测27对乳腺癌肿瘤组织和

癌旁组织中Oct4蛋白的表达

Fig.1  Western blot analysis of Oct4 expression in breast 
cancer tissue and adjacent non-tumoral tissue in 

27 pairs HCC patients

法, 我们发现20位(74%)病人肿瘤组织中Oct4的蛋白

水平显著高于癌旁组织(图1)。以上结果显示, Oct4
在乳腺癌组织中表达明显上调, 提示Oct4可能参与

了乳腺癌的发生发展过程。

2.2   Western blot检测慢病毒介导的RNA干扰技

术效果  
在乳腺癌细胞MD-MBA-231感染表达shRNA-

Oct4或shRNA-Control慢病毒, 转染72 h后提取细胞

总蛋白进行Western blot检测。结果显示, shRNA-
Oct4显著降低Oct4蛋白的表达, 成功地沉默了乳腺

癌细胞中oct4基因的表达, 为下游实验打下了良好

的实验基础(图2)。
2.3   Oct4沉默对乳腺癌细胞体外侵袭能力的影响

为了进一步研究Oct4对乳腺癌细胞表型的

影响, 我们选择了具有侵袭性的乳腺癌细胞MD-
MBA-231作为细胞模型。细胞划痕实验是一种简单

易行的检测细胞运动的方法。通过细胞划痕实验, 
我们发现划痕后20 h后, oct4基因沉默的肿瘤细胞的

转移能力显著降低, 划痕愈合较慢(图3)。为了进一

1: 空白对照; 2: shRNA-control; 3: shRNA-Oct4。
1: blank; 2: shRNA-control; 3: shRNA-Oct4.

图2  Western blot检测表达靶向Oct4 shRNA的慢病毒

的感染效果

Fig.2  Western blot analysis of Oct4 expression in cells 
infected lentivirus expressing shRNA-Oct4 or 

shRNA-control

1 2 3

Oct4

β-catin
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步验证oct4在肿瘤侵袭中的作用, 我们采用了肿瘤细

胞侵袭实验。结果显示, oct4基因沉默的肿瘤细胞穿

过带Matrigel小室滤膜的细胞数显著低于对照组细

胞 (P<0.05)(图4)。通过对穿过滤膜的细胞数进行定

量分析, 我们发现oct4基因沉默的肿瘤细胞中穿过滤

膜的细胞数降低近50%(图4)。
2.4   Oct4沉默对上皮–间质转化(EMT)的影响

上皮–间质转化(epithelial-mesenchymal transition, 
EMT)是指上皮细胞受到细胞外因子刺激后向问质

细胞转化的现象; 通过EMT, 上皮细胞失去了细胞极

性, 失去与基底膜的连接等上皮表型, 获得了较高的

迁移与侵袭、抗凋亡和降解细胞外基质的能力等间

质表型。EMT是上皮细胞来源的恶性肿瘤细胞获

得迁移和侵袭能力的重要生物学过程。鉴于以上的

发现, 我们进一步通过Western blot检测Oct4对多个

EMT标志物的影响。Western blot结果显示, oct4沉
默后上皮细胞标志物E-cadhrin、alpha-catenin明显

上调; 而间质细胞标志物Vimentin、N-cadherin则明

显下降(图5)。

3   讨论
Oct4是由Pou5F1基因编码产生的, 定位于人类

染色体6p21.3, 其编码的蛋白Oct4(也叫Oct3)是一种

POU转录因子, 属于V类POU蛋白。Oct4表达于卵

母细胞、原始生殖细胞和胚胎干细胞、小鼠植入

前胚胎、原肠胚的外胚层, 提示其与细胞的多能性

分化密切相关[6]。研究发现, Oct4仅在未分化的胚

胎干细胞中表达, 当这些细胞向体细胞分化的过程

中, Oct4的表达下降或缺如[7]。因此, Oct4表达水平

的高低直接影响着干细胞的分化方向[8]。肿瘤细胞
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A: 穿过滤膜的细胞的显微镜图片; B: 穿过滤膜的细胞数的定量分析。*P<0.05, 与对照相比。

A: microscopy figure of cells invased through matrigel; B: quantification of invased cells.  *P<0.05 vs shRNA-control.
图4  细胞侵袭实验检测oct4沉默对细胞侵袭能力的影响

Fig.4  The effect of oct4 knockdown on breast cancer cell invasion was examined by cell invasion assay

1: shRNA-control; 2: shRNA-Oct4.
图5  Western blot分析oct4沉默对EMT标志物的影响

Fig.5  Western blot analysis of oct4 silencing on expression 
of EMT markers

图3  细胞划痕实验检测oct4沉默对细胞迁移能力的影响

Fig.3  The effect of oct4 knockdown on breast cancer cell 
motility was examined by wound-healing assay

20 h

0 h
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生长、转移和复发的特点与干细胞的基本特性十

分相似, 因此部分研究者提出了肿瘤干细胞理论。

肿瘤干细胞是指肿瘤中具有自我更新能力并能产

生异质性肿瘤细胞的细胞, 肿瘤的生长、转移、复

发是靠少数的肿瘤干细胞不断自我更新以及繁衍来

维持和促成的[9]。因此, 检测调控干细胞自我更新

的关键基因在肿瘤细胞中的表达具有非常重要的意

义。本研究首先分析转录因子Oct4在乳腺癌组织及

癌旁组织中的表达水平。乳腺癌及其癌旁组织中均

可检测Oct4蛋白的表达, 并且乳腺癌癌组织中Oct4
蛋白的表达水平明显高于癌旁组织, 但Oct4蛋白的

表达与乳腺癌干细胞的关系有待我们深入进一步研

究。

上皮细胞–间质转化是指上皮细胞在正常生理

和特定病理情况下向间质细胞转化的现象。乳腺恶

性肿瘤细胞借助EMT方式增加癌细胞的迁移和运

动能力, 从而促进乳腺癌细胞的侵袭及转移。EMT
主要的特征有细胞黏附分子(如E-钙黏蛋白、alpha-
cadherin)表达的减少、细胞角蛋白细胞骨架转化

为波形蛋白(Vimentin)为主的细胞骨架及形态上具

有间充质细胞的特征等[10]。近年研究发现, 肿瘤细

胞发生、转移, 伴随着EMT发生的同时获得自我更

新并形成新的肿瘤的能力[11], 与肿瘤干细胞特点非

常类似, 该研究证实EMT可以诱导上皮来源的肿瘤

产生肿瘤干细胞。目前, 已有研究报道Oct4参与乳

腺癌细胞的EMT过程。Hu等[12]报道Mir145通过下

调oct4基因的表达, 从而抑制了乳腺癌细胞的EMT
过程。我们的研究证实Oct4参与了乳腺癌细胞的

EMT过程, 但是Oct4在EMT中的具体作用尚存争

议。本研究发现, oct4的基因沉默明显抑制了乳腺

癌细胞的迁移及侵袭能力, 并进一步发现Oct4参与

调控了多个与EMT过程密切相关的关键蛋白。这

一研究发现进一步为肿瘤发生的肿瘤干细胞学说

提供新的证据, 并对于Oct4在乳腺癌组织中表达规

律的研究及其是否参与乳腺癌的发生发展均有积

极的指导作用。
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