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Ｏｃｔ４在不同侵袭转移能力的人胆管癌细胞系
中的表达
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　　摘要：目的　探讨干细胞因子 Ｏｃｔ４在不同侵袭转移能力的人胆管癌 ＱＢＣ９３９亚克隆细胞系中的
表达。方法　运用体外侵袭实验筛选出 １个高侵袭转移潜力和 １个低侵袭转移潜力的细胞亚系，并对

两者的生物学特性进行比较、分析和鉴定。运用 ＲＴ－ＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法检测干细胞因子 Ｏｃｔ４

在两个亚克隆细胞系的差异表达。结果　分离得到高和低转移能力的人胆管癌 ＱＢＣ９３９亚克隆细胞

系 ＱＢＣＨ和 ＱＢＣＬ，体外侵袭指数分别为 ２６３±５．９和 １５４±６．６（Ｐ＜０．０５）。干细胞因子 Ｏｃｔ４ｍＲ

ＮＡ和蛋白在 ＱＢＣＨ的表达均高于 ＱＢＣＬ，两者差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。结论　干细胞因子 Ｏｃｔ４

的表达强度与胆管癌 ＱＢＣ９３９的侵袭转移能力密切相关；它可能是调控胆管癌侵袭转移能力的重要基

因。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（２）：１３４－１３９］
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第２期 王敏，等：Ｏｃｔ４在不同侵袭转移能力的人胆管癌细胞系中的表达

　　肿瘤组织含有许多表型差异的细胞亚群，它
们在生物学特征上表现异质现象。不同侵袭转移

潜能的亚克隆细胞系来源于相同的亲本，两者的

差异集中体现在侵袭转移表型上，是肿瘤侵袭转

移研究最理想的材料。Ｏｃｔ４（也称 Ｏｃｔ３）是一
个和胚胎发育全能／多能性相关的转录因子，在细
胞的全能／多能性及未分化状态的调控维持中发
挥重要作用。近期研究显示干细胞因子 Ｏｃｔ４在
部分肿瘤的发生和侵袭转移中也发挥重要作

用［１］。本实验通过体外侵袭实验获得高低不同侵

袭转移潜能的亚克隆细胞系，并检测 Ｏｃｔ４在２个
亚克隆系的表达，旨在探讨 Ｏｃｔ４与胆管癌侵袭
转移特性的关系。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株及实验动物　人胆管癌 ＱＢＣ９３９
由本院胆胰外科研究所保存（第三军医大学王曙

光教授惠赠）。ＢＡＬＢ／Ｃｎｕ／ｎｕ裸鼠由本院动物
实验中心提供，鼠龄 ４～５周，体重 ２０～２５ｇ，雌
雄兼用，实验和饲养均在无病原条件下（ＳＰＦ，ｓｐｅ
ｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ）的超净层流架中进行，用灭菌处
理的水和饲料供动物自由饮用。

１．１．２　主要试剂　培养基 ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｉｃｏ公
司），胎牛血清（杭州四季青），胰酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ，Ｓｉｇｍａ
公司），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小 室 （Ｃｏｓｔｅｒ公 司），Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶
（ＢＤ公司），Ｏｃｔ４抗体（Ａｂｃａｍ公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　 细 胞 株 的 培 养 　 细 胞 复 苏 后 用 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液培养，内含 １０％胎牛血清、青霉素
５０Ｕ／ｍＬ、链霉素 ５０μｇ／ｍＬ，２ｄ换液 １次；
３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养。细胞达到 ９０％融
合时以０．２５％胰酶消化、传代。所用细胞均为对
数生长期细胞。

１．２．２　细胞的单克隆分离　采用有限稀释法，
用条件培养基［含 ２０％胎牛血清（ＦＢＳ），余条件
同 母 细 胞 系 的 培 养 ］。 调 节 细 胞 密 度 至

５～８个／ｍＬ，加入 ９６孔板中（０．１ｍＬ／孔）。１２ｈ
内镜下观察并记录单克隆孔；３７℃，５％ＣＯ２培养
箱中培养 ３～４周。期间不断观察标记，确保其单
克隆来源。待细胞增殖到孔底面积的 １／２以上
时，将细胞转移至 ２４孔培养板中逐渐扩大培养。
１．２．３　细胞体外侵袭实验　采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
方法检测分离所得的亚克隆细胞系的侵袭能力。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小 室 为 杯 状 结 构，底 部 滤 膜 为 直 径

６．５ｍｍ，孔径 ８μｍ的聚碳酸脂微孔滤膜。滤膜上
均匀地涂抹 ＲＰＭＩ１６４０培养基 １∶８稀释的 Ｍａｔｒｉ
ｇｅｌ胶 ５０μｇ／小室。制备好的小室置超净台上，室
温下紫外线照射过夜干燥备用；使用前加入少量

无血清培养基培养箱中水化 ２ｈ。下室加入 ３Ｔ３
细胞条件培养液 ５００μＬ（用无血清培养基培养对
数生长期 ＮＩＨ３Ｔ３细胞 ２４ｈ，收集培养液过滤、
－２０℃保存备用）。上室加入各亚克隆细胞，用
含 ０．５％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基调整细胞
浓度至 ２．５×１０５ 个／ｍＬ，每孔加入细胞悬液
２００μＬ。３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养 ７２ｈ后取
出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）淋洗，棉
签擦去滤膜上层未迁移的细胞。９５％乙醇溶液
固定，Ｈａｒｒｉｓ苏木素染色 １０ｍｉｎ。在倒置显微镜下
（×２００）计数微孔膜下层的细胞；每个样本中间
和周边共计数 ５个视野。每个亚克隆细胞系重复
实验 ４次，取其平均值。
１．２．４　生长曲线测定　取体外侵袭实验筛选所
得的不同侵袭能力的 ２个亚克隆细胞系，制备细
胞悬液。细胞计数后接种于 ２４孔板中（２×１０４

个／孔）；分别接种 ２１个孔，３７℃，５％ＣＯ２培养
箱中培养。每天随机取 ３孔细胞消化计数，取其
平均值。连续计数 ７ｄ，绘制细胞生长曲线。实验
重复 ３次。
１．２．５　平板克隆形成实验　取上述 ２个亚克隆
细胞系制备单细胞悬液。细胞计数后接种于６ｃｍ
细胞培养皿中（１×１０３个／孔），分别接种于 ６个
复孔；３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养 １０ｄ；常规换
液维持细胞生长。第 １０天去除培养基，ＰＢＳ清
洗，中性甲醛固定 １５ｍｉｍ，苏木素染色 １０ｍｉｎ；镜
下计数 ＞５０个细胞的克隆数。
１．２．６　裸鼠皮下成瘤实验　取上述不同侵袭能
力的 ２个亚克隆细胞系，用无血清条件培养基配
制细胞悬液，计数调整细胞密度至 ５×１０６个／ｍＬ。
裸鼠左右两后肢腋背部皮下接种 ０．２ｍＬ（含 １０６

个细胞）；筛选的 ２个克隆分别接种 ４只裸鼠。观
察裸鼠的生活状况及局部肿瘤生长情况；６周时
测量接种瘤块的大小，取平均值。按公式 Ｖ＝ａ×
ｂ×ｃ／２计算肿瘤的体积。
１．２．７　肝门移植瘤模型　待裸鼠皮下接种的肿
瘤生长到 ６周时，在无菌条件下，将肿瘤完全剥
离，去除表面的结缔组织，完全暴露肿瘤实质。用

２０号套管针穿刺肿瘤块，套取肿瘤组织备用。另
取裸鼠腹部消毒，０．２５％戊巴比妥钠 ０．２５ｍＬ腹
腔注射，于剑突下沿腹白线开腹，暴露肝脏，显露

５３１
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肝门。将准备好的穿刺有胆管癌组织的套管针沿

肝门穿刺，进入 ３ｍｍ左右，将套管内肿瘤组织打
入肝门部。用棉签压迫止血，依次关腹，结束手

术。ＱＢＣＨ和 ＱＢＣＬ分别种 ５只裸鼠。
１．２．８　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测
Ｏｃｔ４的表达　Ｔｒｉｚｏｌ试剂自对数生长期的 ＱＢＣＨ
和 ＱＢＣＬ细胞中分别提取总 ＲＮＡ。逆转录反应
合成 ｃＤＮＡ。取 １μＬ（０．１ｍｇ／Ｌ）产物进行 ＰＣＲ扩
增。反应条件为：９４℃变性 ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，
５９℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环，７２℃延伸
１０ｍｉｎ。上 游 引 物 为 ５′ＧＡＣＡＡＣＡＡＴＧＡＧＡＡＣＣＴ
ＴＣＡＧＧＡＧＡ３′；下游引物为 ５′ＴＴＣＴＧＧＣＧＣＣＧＧＴＴＡ
ＣＡＧＡＡＣＣＡ３′，扩增产物为 ２１８ｂｐ。反应体系以
ＧＡＰＤＨ作为内参。上游引物为 ５′ＧＣＣＡＡＡＡＧＧＧＴ
ＣＡＴＣＡＴＣＴＣＴＧ３′；下 游 引 物 为 ５′ＣＡＴＧＣＣＡＧＴ
ＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴ３′；扩增产物为 ３４７ｂｐ。引物均由
上海生工生物工程有限公司合成。

１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 Ｏｃｔ４蛋白的表达　
收获对数生长期的 ＱＢＣＨ和 ＱＢＣＬ细胞，离心沉
淀后加入裂解液。裂解液含 ５０ｍｍｏｌ／ＴｒｉｓＨＣｌ
（ｐＨ８．０），１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．０２％ ＮａＮ３和

０．１％ ＮＰ４０。取 ２０μｇ蛋白质，行变性聚丙烯酰
氨凝胶垂直电泳，将蛋白转移至硝酸纤维素膜，

５％脱脂奶粉封闭。加入 Ｏｃｔ４一抗（１∶５００），
４℃过夜；洗膜 ３次后加羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ
（ＩｇＧ），室温孵育 １ｈ。采用 ＥＣＬ试剂盒显影，测
定条带光密度值。

１．３　统计学处理
数据以（ｘ±ｓ）表示。ＳＰＳＳ１１．５软件进行 ｔ检

验。Ｐ＜０．０５为有统计学差异。

２　结　果

２．１　细胞的克隆化分离
分离获得 １６株人胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞亚系。

２．２　细胞体外侵袭能力
测定 １６株亚克隆细胞系的体外侵袭能力，获

得 １株体外侵袭转移潜能最强和 １株体外侵袭转
移潜能最弱的细胞亚系，分别命名为 ＱＢＣＨ和
ＱＢＣＬ。ＱＢＣＨ和 ＱＢＣＬ的体外侵袭转移指数为
２６３±５．９和 １５４±６．６。ｔ检验显示，ＱＢＣＨ的侵
袭转 移 指 数 与 ＱＢＣＬ相 比 差 异 具 有 显 著 性
（Ｐ＜０．０５）（图 １）。

!"#$% !"&$'

图１　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外侵袭试验图（×２００）

２．３　生长曲线
通过体外侵袭实验筛选获得的 ＱＢＣＨ和

ＱＢＣＬ细胞系的体外增殖情况显示。ＱＢＣＨ较
ＱＢＣＬ生长旺盛，倍增时间更短，生长平台期出
现更晚，细胞数目也明显的多于后者（图 ２）。
２．４　平板克隆形成实验

ＱＢＣＨ和 ＱＢＣＬ的 平 板 克 隆 形 成 率 为
２７．３％ ±１．３％和 ２０．２％ ±１．４％。前者高于
后者，差异具有显著性（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。
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图２　生长曲线
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图３　平板克隆形成（２００倍）

２．５　裸鼠皮下肿瘤体积及成瘤率
裸鼠皮下接种细胞后６周时测定肿瘤块的大小，

ＱＢＣＨ和ＱＢＣＬ的平均值分别为（２３８±３１）ｍｍ３和
（４３±１４）ｍｍ３。６周时处死裸鼠，解剖发现两个
亚克隆系均未见远处转移灶。两种细胞的裸鼠

皮下成瘤率均为 １００％（图 ４）。
２．６　肝门移植瘤动物模型及侵袭转移情况

移植 ＱＢＣＨ和 ＱＢＣＬ的裸鼠均出现黄疸，
ＱＢＣＨ出现的平均时间为 ３～４周，ＱＢＣＬ为
４～５周。６周时前者较后者恶液质更为严重，表

现为消瘦更明显、进水食量更少、活动量小、黄疸

颜色更深。解剖裸鼠，显示两组肝门部均有肿瘤

生长；ＱＢＣＨ组和 ＱＢＣＬ组的肿瘤平均直径大小
为（１．６７±０．３１）ｃｍ和（０．９６±０．２８）ｃｍ。两者
均向周围组织浸润，主要向肝实质内生长，但

ＱＢＣＨ组的转移范围明显更为广泛，均侵袭胆
囊、肝脏血管；而 ＱＢＣＬ组的侵袭范围主要局限
在肝 门 部，未见侵袭 胆 囊，仅 １例 侵 袭 血 管。
ＱＢＣＨ组和 ＱＢＣＬ组在胰腺、肺脏、胃肠、脾脏和
肾脏均未见转移（图 ５）。
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图４　裸鼠皮下成瘤

图５　裸鼠肝门移植瘤实验（箭头指为肿瘤）
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２．７　Ｏｃｔ４ｍＲＮＡ的表达
以 Ｏｃｔ４条带的吸光度积分值和 ＧＡＰＤＨ内参

条带的比值表示 Ｏｃｔ４的相对表达量。据 ＨＰＩＡＳ
１０００及统计学分析，Ｏｃｔ４在 ＱＢＣＨ组和 ＱＢＣＬ
组中的相对表达量为 ０．７８６±０．０２５；０．４５８±
０．０４６，两 者 差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜０．０５）。
Ｏｃｔ４在 ＱＢＣＨ组中的表达明显高于 ＱＢＣＬ组
（图 ６）。
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图 ６　Ｏｃｔ４的 ＰＣＲ电泳图

２．８　Ｏｃｔ４蛋白的表达
以 Ｏｃｔ４蛋白条带的吸光度积分值和 βａｃｔｉｎ

内参条带的比值表示 Ｏｃｔ４蛋白的相对表达量。
据 ＨＰＩＡＳ１０００及统计学分析，Ｏｃｔ４蛋白在 ＱＢＣ
Ｈ组和 ＱＢＣＬ组中的相对表达量为 ０．８０２±
０．０３８和 ０．４６２±０．０３１，两者差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。Ｏｃｔ４蛋白在 ＱＢＣＨ组中的表达明
显高于 ＱＢＣＬ组中的表达 （图 ７）。
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图 ７　Ｏｃｔ４蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳图

３　讨　论

根据肿瘤异质性理论，在恶性肿瘤细胞群中

并非所有细胞都具有侵袭转移特性［２］。侵袭转移

单克隆细胞亚系起源于单个细胞，其异质性可减

低到最低；这可为各种比较实验提供最好的研究

对象［３］。近年来，许多实验提示它们是由来源于

同一母系的不同侵袭转移能力的单克隆细胞株

完成的，如转移相关基因 ｎｍ２３便是从不同转移
能力的 Ｂ１６黑色素细胞瘤单克隆细胞株中发现
的［４］。本实验通过克隆化培养的方法获得 １６个
亚克隆细胞株，通过体外侵袭实验筛选获得高低

不同侵袭转移特性人胆管癌 ＱＢＣ９３９亚克隆细胞
系，并对其生物学特性进行比较鉴定。

Ｏｃｔ４属于 ＰＯＵ转录因子家族的一员，是一
个和胚胎发育全能／多能性相关的转录因子，在
细胞的全能／多能性及未分化状态的调控维持中
发挥重要作用［５］。在体外，Ｏｃｔ４仅在未分化的胚
胎干细胞中表达，当这些细胞被诱导向体细胞分

化时，Ｏｃｔ４的表达下降［６］。研究显示，Ｏｃｔ４可能
通过正调控维持细胞全能／多能性状态所需基因
的转录，或可能负调控与体细胞分化有关基因的

转录以协调细胞的分化。Ｏｃｔ４表达的上调和下
调直接影响着干细胞向不同的方向分化［７］。

干细胞及肿瘤干细胞理论认为，肿瘤来源于

干细胞，并且肿瘤细胞中存在一个维持肿瘤生长

的亚群，即肿瘤干细胞［８］。早期研究显示，Ｏｃｔ４
和生殖系统肿瘤的发生有重要的联系，Ｏｃｔ４表
达的异常升高可增加干细胞转变为恶性肿瘤潜

能；抑制生殖系统的恶性肿瘤的 Ｏｃｔ４表达可以
抑制恶性肿瘤的发生发展［１］。近期研究显示，

Ｏｃｔ４在生殖系统以外的胰腺癌等多种肿瘤中也
高表达，且其表达的强度和肿瘤的恶性程度成正

比。故推测干细胞中 Ｏｃｔ４调控失常，导致部分
肿瘤的发生，其表达强度影响了下游产物的表达

决定了肿瘤的生物学特性［９］。本实验运用体外侵

袭实验，筛选出对人工基底膜穿透和迁移能力高

低不同的 ２个亚克隆胆管癌细胞系，并对 ２个亚
克隆细胞系的生物学特性进行了鉴定。Ｏｃｔ４表
达在高侵袭转移的亚克隆细胞系中明显高于低侵

袭转移的亚克隆细胞系。实验表明，Ｏｃｔ４的表达
和胆管癌的侵袭转移能力密切相关，因此 Ｏｃｔ４可
能成为抑制胆管癌侵袭转移的新的靶点。并且

Ｏｃｔ４和胆管癌恶性程度相关，其也可能是肿瘤干
细胞的特异性分选标记物；Ｏｃｔ４用于胆管癌干细
胞的分选也是今后研究的重要方向。
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（４）输入关键词，请按照提示进行。请注意各词之间一定要用分号隔开。然后点击“添加”。再点“下一步”。
（５）输入中英文摘要后再单击“下一步”
（６）根据系统提示在相应的栏目中输入你要回避或推荐的专家，也可以不写。单击“下一步”，检查稿件的基

本信息，如有需要修改的地方，点击“修改”；再确认无误后，单击“下一步”进入稿件上传步骤。

（７）我们现在只接受 ｗｏｒｄ稿件。在“稿件上传操作区”点“浏览”，选中要上传的稿件后，点击右边的“上传
稿件”。待弹出一个“稿件上传完毕，请继续下一步”的对话框时，点“确定”，再点“下一步”继续投稿。请注意，

这一步可能因您的网速和稿件的大小，所需时间略有不同，请耐心等待，如果长时间仍没有弹出“稿件上传完毕，

请继续下一步”的对话框，可重新尝试，确保稿件上传，方可 进行下一步。

（８）核对完您所投稿件的信息后，点“下一步”。如果您对编辑部有什么特别的要求或说明，请在“给编辑部
留言”框中留下您的意见，点“立即提交”，系统会提示“同志：非常感谢您对本刊物的支持！您的来稿《
》我们已经收到，请等待编辑部通知。如果您需要查询，请登录编辑部网站 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｚｐｗｚ．ｎｅｔ或咨询编辑部
邮箱：ｐｗ４３２７４００＠１２６．ｃｏｍ”，此时即完成整个投稿流程。
友情提示

网上投稿后，请邮寄 １份纸质稿（题名页与正文页均需用 Ａ４纸 ４号字隔行打印）、单位介绍信（注明材料真
实可靠，无一稿多投和无科研机密资料泄密）及 ６０元稿件处理费至本编辑部。

为防作者上传稿件不成功，请作者 Ｅ－ｍａｉｌ致本编辑部，信中请注明投稿时间、文题、作者姓名，并将稿件以附
件形式发过来。

编辑部地址：湖南省长沙市湘雅路 ８７号中国普通外科杂志编辑部
Ｅ－ｍａｉｌ：ｐｗ４３２７４００＠１２６．ｃｏｍ；ｊｃｇｓｘｙｃｈ＠１２６．ｃｏｍ。联系电话 ０７３１－４３２７４００。

中国普通外科杂志编辑部

９３１




