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膀胱肿瘤是我国泌尿外科最常见的肿瘤，占全部恶

性肿瘤的3.2%，其发病率呈逐年上升趋势。在我国泌

尿、男生殖系统肿瘤中，膀胱癌的发病率和病死率仍居

首位。膀胱癌的早期诊断及术后复发成为影响治愈率

及改善患者生活质量的关键因素。

OCT4为POU转录因子家族中的一员，主要表达于

胚胎干细胞、生殖干细胞，对维持胚胎干细胞的多潜能

性和自我更新具有极其重要的作用［1-2］。近年来，Tai等［3］

发现OCT4在成年人细胞中也有表达，并认为这可能是

成年人干细胞。另外，有报道OCT4在实体肿瘤，例如

肾透明细胞癌［4］、肺癌［5］、膀胱癌也有表达［1-2, 6］。本研究

探讨OCT4在人膀胱癌细胞株及膀胱癌组织中的表达，

及其与临床分期，分级，肿瘤转移和预后的相关性。为

膀胱癌的深入研究、膀胱癌的早期诊断、靶向治疗及预

后判断提供新的分子标记物。

1 资料与方法

1.1 细胞和主要试剂

人膀胱上皮永生化细胞SV-HUC-1购自中国科学

院上海细胞库，膀胱癌细胞株RT-4（T2，G1）、Tcc-Sup

（T4，G2）、KK47（T3，G21）、T24（T4，G3）、5637（T4，

G3）为本实验室保存；以上细胞均在含有10%小牛血清
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摘要：目的 检测干细胞标记物OCT4在膀胱癌中的表达，并探讨其与临床病理因素及肿瘤转移的相关性。方法 采用Western

blotting、qRT-PCR检测OCT4在5种膀胱癌细胞株及人膀胱上皮永生化细胞株SV-HUC-1中的表达情况；同时收集46例患者膀

胱癌根治手术切除的膀胱癌组织标本，应用免疫组织化学方法检测OCT4蛋白的表达。结果 OCT4在人类膀胱癌细胞株RT-4、

Tcc-Sup、KK47、T24、5637中均有表达，而在人膀胱永生化细胞株中无表达。OCT4在膀胱癌组织中的表达率为76.1%，在正常

膀胱组织中无表达。其异性染色定位于肿瘤细胞核内；膀胱癌组织OCT4蛋白阳性表达率显著高于正常组织（P<0.05）；膀胱癌

组织中的OCT4蛋白的表达与肿瘤病理分级呈正相关（P<0.05），与膀胱癌的浸润深度无相关性（P>0.05）；与肿瘤转移呈正相关

（P<0.05）；与年龄、性别、TNM分期无明显相关性。OCT4阳性膀胱癌患者及阴性患者的3年总生存率分别为42.2%和76.7%，无

转移生存率分别为35.4%和59.2%，结果均有统计学意义。结论 膀胱癌组织中OCT4蛋白的表达与肿瘤分化程度及转移相关，

对膀胱癌的早期诊断和预后分析有显著意义。
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Abstract: Objective To study the expression of OCT4 protein in bladder cancer and its correlation to the clinicopathologic
features and prognosis of bladder cancer. Methods OCT4 mRNA and protein expression was detected in 5 bladder cancer cell
lines (RT-4, Tcc-Sup, KK47, T24, and 5637) and 1 normal bladder cell lines by real-time PCR and Western blotting, respectively.
Immunohistochemical analysis was used to detect the expression of OCT4 protein in 46 bladder cancer samples. Results All
the 5 bladder cancer cell lines expressed detectable levels of OCT4 mRNA and proteins, whereas the normal bladder cell line
SV-HUC-1 was negative for OCT4 expression. The clinical bladder cancer tissues showed a high positivity rate of OCT4
expression (76.1% ), which was not detected in normal bladder tissues. Specific OCT-4 signals were localized mainly in the
nuclei of the cancer cells. The expression rate of OCT4 protein was significantly higher in bladder cancer tissue than in normal
bladder epithelium (P<0.05), and showed a positive correlation to the grade of tumor differentiation and metastasis (P<0.05)
but not to the patients' age, gender or TNM stage. Conclusion OCT4 protein expression is associated with tumor
differentiation and metastasis in bladder cancer and may play an important role in the early diagnosis and prognostic
evaluation of bladder cancer.
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和青霉素的 RPMI 1640、DMEM 的培养基中培养，

37 ℃含5% CO2 饱和湿度的细胞培养箱。RPMI 1640、

F12购自GIBCO公司，OCT4抗体购自Cell signaling

（美国），Trizol RNA提取试剂盒购自Invitrogen公司、逆

转录试剂盒购自TaKaRa公司，特异性引物由TaKaRa

公司合成。

1.2 标本及临床资料

标本取自2008年1月~2011年5月在珠江医院泌

尿外科接受膀胱癌根治手术治疗的患者，均经病理确

诊。标本均用甲醛固定，石蜡包埋，3 μm连续切片。膀

胱癌46例，正常膀胱10例（膀胱镜检时经患者同意后取

得）。膀胱癌患者中男性40例，女性6例，患者年龄1岁

10个月~86，(58.2±7.4)岁，组织学分型：胚胎横纹肌肉瘤

5 例，浸润性尿路上癌 41 例。膀胱肿瘤病理分级按

WHO2004标准进行分类，T2和T3分别为13和33例；

临床分期根据UICC的TNM法进行分期，高分化G1和

中低分化G2-G3分别为16和30例，OCT4表达阳性和

阴性分别未35例和11例，无血管淋巴转移和有血管淋

巴转移分别为24例和22例。。所有患者平均随访时间

（1.9±0.2）年。

1.3 qRT-PCR检测

用PrimeSsript RT reagent Kit With gDNA Erasers

试剂盒进行反转录，根据Gene Bank中OCT4cDNA序

列设计引物，上游引物为 5'-CGTGAAGCTGGAG

AAGGAGAAGCTG-3'，下游引物为 5'-CCACATCGG

CCTGTGTATATCCCAG-3'，产物大小为140 bp。内参

GAPDH 上游引物为 5'-GCACCGTCAAGGCTGAGA

AC-3'，下游引物为 5'-TGGTGAAGACGCCAGTGG

A-3'，产物大小为 138 bp。PCR 反应条件为：预变性

95 ℃15 s，变性 95 ℃ 5 s，退火 60 ℃30 s，45个循环。

PCR结束后，95 ℃变性1 min，冷却至55 ℃，使DNA双

链充分结合。从55 ℃开始到95 ℃，每一步增加0.5 ℃，

保持4s，同时读取吸光度，制作溶解曲线，以目的基因与

GAPDH的比值进行定量分析。每个样本重复3次。

1.4 Western blotting 检测

离心收集细胞，预冷的PBS洗2遍，按每5×106细胞

加入200 μl裂解缓冲液（100 mmol/L Tris-HCl pH6.8，

2%巯基乙醇，20%甘油，4% SDS），用BCA法进行蛋白

定量，并将蛋白样品标化。10% SDS-PAGE电泳分离后

湿转至PVDF膜，5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，一抗（1∶

1000）4 ℃反应过夜。TBST洗膜3次，10 min/次，加入

相应二抗（1∶1000），室温下反应2 h后，用TBST漂洗3

次，每次10 min。进行化学发光反应。以等量的β-actin

蛋白质作对照。

1.5 免疫组织化学染色

标本经10%中性甲醛固定，石蜡包埋，3 μm连续切

片，采用链霉素抗生素-过氧化物酶法（SP）法。二甲苯

脱蜡、梯度酒精水化、3%过氧化氢阻断内源性过氧化物

酶活性，枸橼酸缓冲液中抗原修复，滴加OCT4抗体（1∶

200稀释，#2750）4℃孵育过夜。二抗为生物素化抗兔

SP试剂盒。DAB显色，苏木素复染，封片。判断标准：

OCT4主要表达于细胞核，少量表达于细胞质，以细胞

核中呈现棕黄色均匀颗粒作为阳性标准。正常膀胱组

织作为阴性对照。

采用 Image-pro plurs 图像分析软件进行染色结果

分析。测定条件：每张切片随机观察5个高倍视野(放大

400倍) 计算均值，阳性结果判断根据平均每高倍视野

阳性癌细胞数占所观察癌细胞总数的百分率。以阳性

细胞数<5%为(-)，5%~25%为(+)，26%~50%为(++)，>

50%为(+++) 区分染色强度。最后随机摄取5个高倍视

野照相(放大400倍)，由图象分析软件检测该总视野内

阳性反应细胞的总面积和积分光密度做半定量分析。

平均光密度=积分光密度/总面积。

1.6 统计学分析

全部数据经统计软件SPSS17.0处理，计量资料以

阳性例数或阳性率表示，两组之间的均数比较采用 t检
验，计数资料比较选用卡方检验，P<0.05表示差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 OCT4在人类膀胱癌细胞株及SV-HUC-1细胞株中

的表达

RT-PCR 检测发现 SV-HUC-1 细胞不表达 OCT4

RNA；膀胱癌细胞株RT-4、Tcc-Sup、KK47、T24、5637中

均表达OCT4 RNA，但是各种细胞株的表达程度有所

不同；通过Western blot分析上述6种细胞中OCT4的表

达，肿瘤细胞株均表达，但是在SV-HUC-1细胞中未发

现OCT4蛋白的存在（图1~2）。
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图1 OCT4基因在各细胞株中表达的定量PCR
以GAPDH为内参，SV-HUC-1细胞株以GAPDH为标准，设定为1，

其他细胞株中OCT4mRNA含量与SV-HUC-1中GAPDH含量所得

结果. 与SV-HUC-1比较,*P<0.05

Fig.1 OCT4 mRNA expression in normal human bladder and
cancer cells as determined by quantitative real-time RT-PCR.
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2.2 OCT4在膀胱癌组织及正常组织中的表达

本实验中使用的46例膀胱癌组织中，OCT4阳性为

35例，占总例数的76.1%，在正常膀胱组织中未能检测

出OCT4的表达。

2.3 OCT4蛋白的表达与膀胱癌临床病理因素的关系

OCT4蛋白的表达情况与肿瘤病理分级呈正相关

（P<0.05），但与膀胱癌的浸润深度无相关性（P>0.05）；

与肿瘤转移呈正相关（P<0.05）；与年龄、性别、TNM分

期无明显相关性（表1）。

2.4 OCT4蛋白的表达与膀胱癌患者预后的关系

本实验对象的平均随访时间为22.7月，患者膀胱

癌根治术后的1年和3年的总生存率为80.3%和54.8%；

1年和3年的无转移生存率分别为61.3%和40.5%。单

因素分析发现，OCT4阳性患者的生存时间及无转移

生存率均低于OCT4阴性组。OCT4阳性患者组中位无

转移生存时间为9.6月，3年无转移生存率为35.4%，明

显低于OCT4阴性组的21.8月和59.2%(P<0.005，图3，

表1)。

SV- HUC-1 RT-4 Tcc-Sup KK47 T24 5637

图2 OCT4蛋白在各种细胞中的表达
Fig.2 Western blot analysis of OCT4 protein expression in
normal human bladder and cancer cell lines.

项目

性别

病理分期

分化程度

转移

男(%)

女(%)

T2 (%)

T3 (%)

高分化G1(%)

中低分化 G2-G3 (%)

无转移(%)

有血管淋巴转移(%)

n
40

6

11

33

16

30

24

22

阴性
10（25.0%）

1（16.7%）

4（30.8%）

7（22.6%）

9（56.3%）

2（6.6%）

9（37.5%）

2（9.1%）

阳性
30（75.0%）

5（83.3%）

9（69.2%）

26（77.4%）

7（43.7%）

28（93.3%）

15（62.5%）

20（90.1%）

P

0.655

0.494

<0.001

<0.001

表1 膀胱癌组织中OCT4阳性表达与病理因素的相关分析

Tab.1 Association of OCT4 expression with the clinicoathological features of bladder cancer
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图3膀胱癌组织中OCT4的表达与术后无转移生存率（左）及肿瘤分化程度与术后无
转移生存率（右）的关系
Fig.3 Kaplan-Meier analysis of the overall metastasis-free survival according to OCT4
expression status (left) and cancer grade (right). Statistical differences were calculated
by log-rank comparisons.

3 讨论

肿瘤的复发性及多转移性是膀胱癌的重要特征，

有研究表明膀胱癌的复发及多转移性与肿瘤祖细胞有

关［7-8］。肿瘤干细胞可能为定向祖细胞突变后获得自我

更新能力后形成的［9-10］。而OCT4又是自我更新的关键

调节因子，因此检测OCT4在膀胱癌中的表达有助于我

们理解其与膀胱癌的发生、复发的关系。

OCT4 基因也被称为 OCT3、POU5F1、OTF4，为

POU转录因子家族中的一员。OCT4主要表达于胚胎

干细胞、生殖干细胞以及未分化胚胎癌中，对维持胚胎

干细胞的多潜能性和自我更细具有极其重要的作用［11］。

OCT4的存在增加了胚胎干细胞的恶性分化潜能，并存

在一定的剂量依赖性。OCT4作为人干细胞标志物、人

生殖肿瘤干细胞标志物［12］，其表达水平随分化进行降低

或消失［13］。但近年来研究显示，除胚胎和生殖细胞肿瘤

如睾丸生殖细胞瘤、精原细胞瘤、胚胎性癌和胚胎癌细
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胞系中表达外，在非生殖系统肿瘤细胞如胰腺癌

Capan-2、pan-1细胞系、肝癌Mahlava细胞系、宫颈癌

Hela细胞株、人乳腺癌MCF-7细胞系也有表达［14-15］。

OCT4同样表达于肿瘤组织中，如肾透明细胞癌和肺鳞

癌及大细胞癌［14］，人乳腺癌及骨肉瘤组织［16-18］中。OCT4

在分化完全的实体肿瘤组织中有表达，而且实验研究证

实通过 siRNA干扰技术上调miR-145抑制OCT4的表

达可以诱导分化并且抑制肿瘤生长［19］，这说明了肿瘤干

细胞存在的可能性及OCT4在肿瘤的发生中有着重要

促进作用。

本实验选用不同病理分级膀胱癌细胞株及人膀胱

上皮永生化细胞株，检测各细胞株中OCT4mRNA及蛋

白的表达水平。从本实验qRT-PCR及 Western blot 结

果显示，各膀胱癌细胞株内均有OCT4表达；SV-HUC-1

细胞无OCT4mRNA及OCT4蛋白的表达。近期有研究

证实，以肿瘤细胞株为研究对象，通过miR-145转染子

宫内膜癌细胞可以抑制OCT4的表达，从而促进癌细胞

向正常细胞转化。因此，我们可以以膀胱癌细胞株为研

究对象，以如何抑制OCT4表达为方向做进一步研究方

向，为以OCT4为靶点的膀胱癌检测、治疗提供新思路。

同时，我们通过免疫组织化学方法检测膀胱癌组织

及正常膀胱组织中OCT4的表达，寻找其表达量与膀胱

癌组织病理、复发等相关因素的关系。结果显示肿瘤组

织中阳性率高，正常组织中无表达，这说明OCT4蛋白

在膀胱癌组织中的表达有特异性。从阳性切片结果分

析，膀胱肿瘤细胞并非全部为阳性细胞，而是呈点状或

片状存在，这同以前的实验结果相似，也在一定程度上

印证肿瘤干细胞学说。OCT4蛋白的表达强度与膀胱

癌病理分级正相关，其中膀胱横纹肌肉瘤的表达强度最

高，说明其在胚胎性肿瘤中高表达。值得一提的是，在膀

胱癌周围血管淋巴转移患者组织中其表达量高于未完

全侵犯全肌层患者，存在统计学差异。可以根据患者活

检组织、经尿道肿瘤电切组织或膀胱全切肿瘤组织组织

中OCT4蛋白的表达量，医生可针对患者具体情况决定

患者治疗及术后复查方案。OCT4蛋白的表达量与肿瘤

浸润程度、肿瘤临床分期、年龄、性别无明显相关性。

综上所述，OCT4蛋白在膀胱癌组织中的表达率要

高于正常膀胱组织，其表达量与肿瘤病理分级、复发有

密切相关性。本实验为肿瘤干细胞在膀胱癌发生及复

发的研究中提供一定的依据，同时提示OCT4有望成为

早期检测膀胱癌及评估患者预后的一个分子生物学指

标，乃至成为药物治疗的新靶点。
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