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神经母细胞瘤中八聚体结合转录因子 4 的表达及与瘤细胞侵袭转移
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[摘要]目的:观察八聚体结合转录因子 4(Oct4)在神经母细胞瘤中的表达情况,并探讨其与神经母细胞瘤转移和侵袭的关系。
方法:采用免疫组织化学方法和 RT鄄PCR 方法检测神经母细胞瘤组织及癌旁组织中 Oct4 的表达情况。 收集患者临床病理参数,
分析 Oct4 表达与神经母细胞瘤临床病理参数之间的关系。 采用电穿孔转染法,将 Oct4 siRNA 转入神经母细胞瘤 SK鄄N鄄MC 细

胞中,通过伤口愈合实验和 Boyden 小室检测 Oct4 对神经母细胞瘤 SK鄄N鄄MC 细胞转移和侵袭能力的影响。 结果:神经母细胞瘤

组织中 Oct4 的表达水平高于癌旁组织(P<0郾 05)。 Oct4 的阳性表达率与患者有无淋巴结转移和分化程度密切相关(P<0郾 01),
但与患者性别、年龄、肿瘤大小和临床病理分期均无明显关系(P>0郾 05);转染 Oct4 siRNA 可显著抑制神经母细胞瘤 SK鄄N鄄MC
细胞的转移和侵袭能力(P<0郾 01)。 结论:Oct4 具有促进神经母细胞瘤转移和侵袭的作用,其高表达可能与神经母细胞瘤的发

生和发展密切相关。
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Expression of Octamer鄄Binding Transcription Factor 4 in Neuroblastoma and Its Correlation with Invasion
and Metastasis of Tumor Cells

Li Xiaoying1, Ye Xiangmei2, Zhang Ying1, Ke Haiyan1, Fan Junjie1(1郾 Hangzhou Lin爷 an District People爷 s Hospital,
Zhejiang Hangzhou摇 311300, China; 2郾 The First Affiliated Hospital of Harbin Medical University, Heilongjiang Harbin 摇 150001,
China)

[Abstract] Objective: To observe the expression of octamer鄄binding transcription factor 4 (Oct4) in neuroblastoma, and probe into its
correlation with metastasis and invasion of neuroblastoma. Methods: The expression of Oct4 in neuroblastoma tissues and paracancerous
tissues was detected by immunohistochemistry and real鄄time PCR (RT鄄PCR). The clinicopathological parameters of the patients were
collected, and the correlation between expression of Oct4 and clinicopathological parameters of neuroblastoma was analyzed. The
electroporation transfection method was used to transfer Oct4 siRNA into neuroblastoma SK鄄N鄄MC cells. Effects of Oct4 on metastasis
and invasion of neuroblastoma SK鄄N鄄MC cells were detected by wound healing assay and Boyden chamber. Results: The expression level
of Oct4 in neuroblastoma tissues was higher than that in paracancerous tissues (P<0郾 05). The positive expression rate of Oct4 was
closely related to the presence or absence of lymph node metastasis and differentiation (P<0郾 01), but it is not significantly related to
patient爷s gender, age, tumor size and clinical pathological stage (P>0郾 05). Transfection of Oct4 siRNA can significantly inhibit the
metastasis and invasion of neuroblastoma SK鄄N鄄MC cells (P<0郾 01). Conclusion: Oct4 can promote the metastasis and invasion of
neuroblastoma, and its high expression may be closely related to the occurrence and development of neuroblastoma郾
[Keywords]octamer鄄binding transcription factor 4; neuroblastoma; metastasis; invasion
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摇 摇 神经母细胞瘤是小儿常见的颅脑外恶性实体肿瘤,
占小儿恶性肿瘤的 10% [1鄄2]。 对于患有高危型神经母细

胞瘤的患者,尽管采用如手术治疗、放(化)疗、造血干细

胞移植和免疫治疗等多种治疗方法,但预后仍不理

想[3]。 因此,深入探讨神经母细胞瘤的发病机制对寻找新

的治疗方法和提高患儿的生存率具有重要的意义。 八聚

体结合转录因子 4(octamer鄄binding transcription factor 4,
Oct4)是一种重要的转录因子,在维持胚胎干细胞的自

我更新和多能性方面具有重要的作用,已被证实可以增

加肿瘤的发病率[4鄄6]。 目前关于 Oct4 分子在神经母细胞

瘤组织中的表达情况及其与神经母细胞瘤发生发展的

关系还少有文献报道。 本研究初步探讨 Oct4 分子在神

经母细胞瘤发生发展中的作用,以期为神经母细胞瘤诊

断寻找一个新的有效的肿瘤分子标志物。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 临床资料

50 例神经母细胞瘤组织及癌旁组织标本均来自

2013-2018 年住院的神经母细胞瘤患者,均经病理学确

诊,且术前均未行放射治疗、化学治疗。 其中,男 24 例,
女 26 例;年龄 1 个月 ~13 岁,平均 4郾 04 岁;高分化 21 例,
中分化 15 例,低分化 14 例;伴有淋巴结转移 28 例。

1郾 2摇 细胞及主要试剂

神经母细胞瘤细胞系 SK鄄N鄄MC 细胞(中国医学科

学院基础医学研究所细胞中心),培养于含 10% 胎牛血

清的 RPMI鄄1640 培养基 ( Gibco 公司) 中。 转染试剂

(Lonza 公司);SYBR Green PCR 试剂盒及 Oct4 siRNA
(Ambion 公司);侵袭实验用 Boyden 小室(美国 Millipore
公司);Oct4 抗体(美国 Santa Cruz 公司)。

1郾 3摇 免疫组化实验

组织标本经 HE 染色和 Oct4(1 颐 200 稀释)染色。
抗原修复采用微波修复法,免疫组化 SP 法具体操作步

骤参照试剂说明书。

1郾 4摇 RT鄄PCR 实验

Oct4 引物:上游 5爷鄄GTTAATGGAGTCAACCCAGC鄄3爷;
下游 5爷鄄GGGTGACGACTTCTTGTTC鄄3爷。 反应条件:94 益
预变性 5 min;94 益 30 s,57 益 40 s,72 益 40 s,共 40 个

循环;72 益延伸 10 min。 采取 GAPDH 片段作为内参对

照。 以 2 鄄吟吟Ct方法计数 Oct4 的相对表达量。

1郾 5摇 转移和侵袭能力检测

采用伤口愈合实验方法检测细胞转移能力,Boyden
小室分析检测细胞侵袭能力[7鄄8]。

1郾 6摇 统计学方法

应用 SPSS16郾 0 软件,计量资料以 軃x依s 表示,采用 t 检
验,计数资料采用 字2 检验,P<0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结果

2郾 1摇 Oct4 在神经母细胞瘤组织中的表达情况

Oct4 主要表达于细胞质和细胞核,且表达水平随神

经母细胞瘤病理分期的升高而升高(P<0郾 05)。 50 例患

儿中,31 例(62郾 0% )神经母细胞瘤组织中 Oct4 表达阳

性,而在癌旁组织中未检测到 Oct4 的表达。 见图 1。

2郾 2摇 Oct4 mRNA 在神经母细胞瘤组织中的表达情况

神经母细胞瘤组织中 Oct4 mRNA 表达水平高于癌

旁组织,且随着病理分期的升高而升高(P<0郾 05)。 见

图 2。

2郾 3摇 Oct4 表达与神经母细胞瘤临床病理参数之间的关系

有淋巴结转移组 Oct4 表达率高于无转移组,高分化

组 Oct4 表达率低于中低分化组(P 均<0郾 01)。 见表 1。

图 1摇 免疫组织化学方法检测 Oct4 在神经母细胞瘤组织中的表达

图 2摇 RT鄄PCR方法检测 Oct4 mRNA在神经母细胞瘤组织中的表达
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表 1摇 Oct4 表达与神经母细胞瘤临床病理参数之间的关系

临床病理参数 例数
Oct4 阳性

例数

Oct4 表达

率 / %
字2 P

性别 男 /女 24 / 26 16 / 15 66郾 7 / 57郾 7 0郾 427 >0郾 05

年龄 逸5 岁 / <5 岁 25 / 25 15 / 16 60郾 0 / 64郾 0 0郾 085 >0郾 05

肿瘤大小 逸7 cm / <7 cm 28 / 22 18 / 13 64郾 3 / 59郾 1 2郾 059 >0郾 05

淋巴结转移 无 /有 22 / 28 7 / 24 31郾 8 / 85郾 7 15郾 19 <0郾 01

病理分期 玉 ~芋/郁 ~ S 18 / 32 14 / 17 77郾 8 / 53郾 1 2郾 972 >0郾 05

组织学分型 高分化 /中低分化 21 / 29 8 / 23 69郾 0 / 90郾 5 8郾 782 <0郾 01

2郾 4摇 转染 Oct4 siRNA 对神经母细胞瘤 SK鄄N鄄MC 细胞

转移侵袭能力的影响

对照组和转染 Oct4 siRNA 组的神经母细胞瘤 SK鄄N鄄MC
细胞伤口宽度百分比分别为 17% 依4%和 63% 依14%,转染

Oct4 siRNA 的神经母细胞瘤 SK鄄N鄄MC 细胞转移的能力显

著降低(P<0郾 01)。 对照组和转染 Oct4 siRNA 组神经母细

胞瘤 SK鄄N鄄MC 细胞发生侵袭的细胞数分别为 189郾 08依21郾 84
和 81郾 23依13郾 74,转染 Oct4 siRNA 的神经母细胞瘤 SK鄄N鄄MC
细胞侵袭能力显著降低(P<0郾 01)。 见图 3。

图 3摇 转染 Oct4 siRNA对神经母细胞瘤 SK鄄N鄄MC细胞转移侵袭能力的影响

3摇 讨论

越来越多的证据表明,多能干细胞相关基因的异常

表达与多种实体肿瘤的发生和发展密切相关[9]。 在这

些异常表达的多能干细胞相关基因中,Oct4 是一种在维

持胚胎干细胞自我更新和多能性方面具有重要作用的

关键转录因子[10鄄11]。 研究证实,在某些肿瘤中,Oct4 的

高表达与肿瘤分化程度、肿瘤淋巴结转移、TNM 分期和

肿瘤复发密切相关,且是一种很有应用前景的癌症诊断

和预后评估生物标志物[12鄄13]。 此外,Oct4 在肿瘤干细胞

中具有很高的表达率, 且和患者化疗耐药密切相

关[14鄄15]。 有 Oct4 表达的癌细胞的致瘤性显著升高,且化

学治疗耐药性也显著升高[16]。 因此,Oct4 在癌症的发生

发展中具有重要作用,是癌细胞获得药物抗性表型的可

能机制之一。 然而,目前关于 Oct4 分子在神经母细胞瘤

组织中的表达情况及其与神经母细胞瘤发生发展的关

系还少有文献报道。
本研究观察了 Oct4 在神经母细胞瘤组织及癌旁组

织中的表达情况,结果显示,同癌旁组织相比,神经母细

胞瘤组织中 Oct4 的表达显著升高。 50 例神经母细胞瘤

组织中 Oct4 表达阳性为 31 例(62郾 0% ),而在癌旁组织

中未检测到 Oct4 的表达。 Oct4 表达率与患者有无淋巴

结转移和分化程度密切相关(P<0郾 01),但与患者性别、
年龄、肿瘤大小和病理分期均无明显关系(P>0郾 05)。
这一结果初步提示,神经母细胞瘤组织中 Oct4 的高表达

与神经母细胞瘤的发生发展密切相关。 本研究采用

RNA 干扰的方法进一步观察结果显示,当敲低神经母细

胞瘤 SK鄄N鄄MC 细胞中 Oct4 分子的表达后,神经母细胞

瘤 SK鄄N鄄MC 细胞的转移和侵袭能力均显著降低(P <
0郾 01)。 有研究[17]证实,Oct4 分子在肺癌中存在过表达

的情况,过表达的 Oct4 可通过调节 Egr1 与肺癌预后密

切相关。 Fujino S 等[18]研究表明,Oct4 在结直肠癌存在

过表达情况,Oct4 过表达细胞与肿瘤干细胞一样具有自

我更新和分化能力,且可促进结直肠癌肝转移的发生。
Zhao Q W 等[19]研究证实,AKT 介导的 Oct4 磷酸化与干

细胞样癌细胞的增殖密切相关。 然而,目前关于 Oct4 促

进神经母细胞瘤细胞转移和侵袭能力的机制还不是很

清楚,这也是本研究未来的重点研究方向。
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[摘要]目的:探讨泼尼松对脂多糖(LPS)诱导的支气管上皮细胞黏蛋白 5AC(MUC5AC)、细胞间黏附分子鄄1( ICAM鄄1)、白细胞

介素鄄6( IL鄄6)分泌的影响。 方法:体外分离鉴定原代支气管上皮细胞,LPS 以 1 滋g / mL 剂量诱导细胞炎症反应,泼尼松 5、10、
20、40、50、100 滋mol / L 干预治疗,酶联免疫法(ELISA)检测细胞上清液 MUC5AC、ICAM鄄1、IL鄄6 水平变化,采用定量逆转录 PCR
(RT鄄PCR)、免疫印迹(Western鄄blot)检测 MUC5AC、ICAM鄄1、IL鄄6 mRNA 和蛋白表达情况,免疫荧光法检测核因子 资B(NF鄄资B)核

定位,Western鄄blot 检测泼尼松干预治疗前后表皮生长因子受体(EGFR)、细胞外调节蛋白激酶 1 / 2(ERK1 / 2)活化情况。 结果:
泼尼松以剂量依赖性降低 LPS 诱导的支气管上皮细胞内 MUC5AC、ICAM鄄1、IL鄄6 mRNA 水平和蛋白水平,抑制 NF鄄资B、EGFR、
ERK1 / 2 活化。 结论:泼尼松在体外能抑制 MUC5AC、ICAM鄄1、IL鄄6 的产生,其机制可能与抑制 NF鄄资B、EGFR、ERK1 / 2 的激活有关。
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