
·论　著·

Ｏｃｔ４在宫颈癌中的表达及与人乳头瘤病毒感染的关系


黄　平，黄　慧，李　蓉，陈光元，敬宗玉，谢家滨（广东省深圳市宝安区松岗人民医院　５１８１０５）

　　【摘要】　目的　探讨宫颈癌细胞中干细胞关键转录因子Ｏｃｔ４的表达情况及意义，并探讨Ｏｃｔ４表达与人乳头

瘤病毒感染的关系。方法　采用免疫组织化学法和反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测２０例宫颈癌组织、３０例

宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮ）组织及２０例正常宫颈组织标本中 Ｏｃｔ４的表达及ＰＣＲ检测所有标本中人乳头瘤病毒

（ＨＰＶ）１６／１８ＤＮＡ感染情况。结果　宫颈癌组织Ｏｃｔ４阳性表达率为９０％（１８／２０），ＣＩＮ中为５０％，和正常宫颈组

织中相比两者差异均具有统计学意义。而且宫颈癌组织中Ｏｃｔ４的表达不仅与其肿瘤分化程度密切相关，与 ＨＰＶ

感染也有关，表现为 ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ阳性个体中Ｏｃｔ４阳性率高，而 ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ阴性个体中Ｏｃｔ４阳性率低。

结论　 联合检测Ｏｃｔ４和高危型 ＨＰＶＤＮＡ可作为宫颈癌一个敏感性、特异性的标志和治疗靶点。
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　　最新研究表明，肿瘤的发生和进展是由于其中存在一小部

分具有不断自我更新分化和高度致瘤能力的细胞及肿瘤干细

胞。Ｏｃｔ４作为维持干细胞状态的标志，在维持肿瘤干细胞的

性质和抵抗方面同样具有重要作用［１２］。除了在生殖细胞肿瘤

中检测到Ｏｃｔ４的表达外，在膀胱癌、肺癌、前列腺癌、胶质瘤等

中均检测到其表达。为了明确其在宫颈癌中作用，作者采用免

疫组织化学技术和反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测Ｏｃｔ４

在正常宫颈组织、宫颈上皮内瘤变及宫颈癌组织中的表达，并

分析其与人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）１６／１８感染的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择本院２０１１年１月至２０１２年５月经病理

科诊断的宫颈病变组织切片５０例，包括宫颈鳞癌１４例、腺癌

６例、ＣＩＮⅠ～Ⅱ１５例及ＣＩＮⅢ１５例，以及２０例正常宫颈组

织做对照。根据最新国际妇产科联盟分期进行临床分期：Ⅰ～

Ⅱａ期１６例，Ⅱｂ～Ⅲ期４例。病理学分级：高中分化６例，低

分化１４例。取材前均未接受任何治疗。

１．２　方法

１．２．１　Ｏｃｔ４蛋白检测　采用免疫组织化学方法，鼠抗人ｂｃｌ２

多克隆抗体和免疫组织化学试剂盒（购自东盛生物有限公司）

检测正常宫颈组织、宫颈上皮内瘤变及宫颈癌组织中Ｏｃｔ４的

表达，严格按照试剂盒操作说明进行。结果判断：细胞核中出

现棕黄色颗粒Ｏｃｔ４阳性，高倍镜下随机观察１０个视野，记录

阳性细胞百分比，＜１０％为阴性，＞１０％为阳性。

１．２．２　Ｏｃｔ４ｍＲＮＡ的检测　Ｔｒｉｚｏｌ法提取组织总 ＲＮＡ，以

２０μＬ焦碳酸二乙酯水溶解，ＲＮＡ定量为１１０ｇ／Ｌ在紫外分光

光度计下测得波长为２６０、２８０ｎｍ处的吸光度（Ａ），其 Ａ值均

在１．８～２．０。反转录合成ｃＤＮＡ第一链，反转录反应体系（２０

μＬ）如下：ＤＥＰＣ水７．１μＬ、５×反应缓冲液４．０μＬ、ｄＮＴＰｓ

（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８（０．５ｇ／Ｌ）１．０μＬ、ＲＮＡ酶

抑制剂０．５μＬ、总ＲＮＡ５．６μＬ、反转录酶ＭｕＬＶ０．８μＬ，反应

条件：７０℃５ｍｉｎ，速置于冰上；４２℃１ｈ；９５℃１０ｍｉｎ灭活反

转录酶。Ｏｃｔ４引物：上游５′ＡＡＣＡＡＴＧＡＧＡＡＣＣＴＴＣＡ

３′，下游５′ＣＴＧＧＣＧＣＣＧＧＴＴＡＣＡＧＡＡＣＣＡ３′，产物４８４

ｂｐ。内参照引物β肌动蛋白：上游５′ＴＧＧＡＡＴＣＣＴＧＴＧ

ＧＣＡＴＣＣＡＴＧ ＡＡＡＣ３′，下游５′ＴＡＡ ＡＡＣＧＣＡ ＧＣＴ

ＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣ２ＣＧ３′，产物２２８ｂｐ。ＰＣＲ反应体系（２５

μＬ）：ｃＤＮＡ模板２．５μＬ、上下游引物（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ、

Ｔａｑ聚合酶０．１５μＬ、ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ、ＭｇＣｌ２（２５

ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ１６μＬ。反应条

件：９５℃、４５～５７℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，循环３５次；７２℃延伸６
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ｍｉｎ。１５ｇ／Ｌ琼脂糖电泳鉴定产物，数码照相并行灰度值分

析。

１．２．３　ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡＰＣＲ的检测　按照 Ａｌｈａｊｊ
［３］设计

ＨＰＶ１６、１８型特异性引物并送公司合成。脱蜡水化，经蛋白酶

Ｋ消化。取１０μＬ标本加入１００μＬＰＣＲ体系。ＰＣＲ反应条

件为：９５℃８ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，循环３５

次；７２℃７ｍｉｎ。产物经１５ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶电泳，在３９５、

１１６ｂｐ处出现条带为阳性。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件，样本率差异比较采

用卡方检验及Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法，两者相关性采用Ｓｐｅａｒｍａｎ

秩相关分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｏｃｔ４蛋白和 ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ在不同宫颈组织中的表达

　Ｏｃｔ４蛋白阳性定位主要在细胞核中，呈棕黄色颗粒。Ｏｃｔ４

在正常宫颈组织中的阳性表达率为５％，在ＣＩＮ中为５０％，而

在宫颈癌中高达９０％。在正常宫颈组织，ＣＩＮ及宫颈癌中的

表达呈现逐渐增强的趋势，且在ＣＩＮ Ⅲ中表达高于ＣＩＮ Ⅰ和

Ⅱ。宫颈癌组织中Ｏｃｔ４的表达与宫颈癌的病理类型、临床期

别无关，但与其分化程度呈负相关。同样，ＨＰＶ１６／１８在上述

３种组织中逐渐增加，且差异具有统计学意义，ＨＰＶ阳性率与

临床分期、病理类型等无关。见表１。

表１　不同临床病理特征的宫颈组织Ｏｃｔ４基因和

　　ＨＰＶ１６／１８阳性表达情况

临床病理情况 狀
Ｏｃｔ４蛋白

［狀（％）］ 犘

ＨＰＶ１６／１８ＤＮＡ

［狀（％）］ 犘

正常宫颈组织 ２０ ２（５．０） ＜０．０１ａ １（５．０） ＜０．００ａ

ＣＩＮ ３０ １５（５０．０） ＜０．０１ｂ １５（５０．０） ０．００１ｂ

宫颈癌 ２０ １８（９０．０） ０．００３ｂ １５（７５．０） ０．０４１ｂ

ＣＩＮ分级　Ⅰ～Ⅱ

　　　　　Ⅲ

１５

１５

４（２６．７）

１１（７３．３）
０．０１１

６（４０．０）

９（６０．０）
０．２７３

宫颈癌　原位癌

　　　　浸润癌

１０

１０

８（８０．０）

１０（１００．０）
０．２１１

６（６０．０）

９（９０．０）
０．３０３

组织类型　鳞癌

　　　　　腺癌

１４

６

１２（８５．７）

６（１００．０）
１．０００

１１（９１．６）

４（６６．７）
０．６１３

组织分化　高中分化

　　　　　低分化

６

４７

４（６６．７）

１４（１００．０）
０．０１０

３（５０．０）

１２（８５．７）
０．１３１

临床分期　Ⅰ～Ⅱａ期

　　　　　Ⅱｂ～Ⅲ期

１６

４

１５（９３．７）

３（７５．０）
１．０００

１２（７５．０）

３（７５．０）
１．０００

　　注：ａ宫颈癌、ＣＩＮ及正常宫颈组织三者之间的比较；ｂ宫颈癌、ＣＩＮ

与正常宫颈组织两者之间的比较。

２．２　Ｏｃｔ４ｍＲＮＡ在宫颈癌、ＣＩＮ及正常宫颈组织中的表达　

１５例宫颈癌标本扩增出Ｏｃｔ４ｍＲＮＡ条带，其中浸润癌９例；

ＣＩＮ中１８例，ＣＩＮⅢ中１０例；正常宫颈组织表达率为２５％，

Ｏｃｔ４基因在宫颈癌组织中的阳性表达率明显高于ＣＩＮ组和正

常宫颈组织。Ｏｃｔ４ｍＲＮＡ 相对表达量在宫颈癌组织中为

２．１０±０．３２，在ＣＩＮ中为１．５０±０．３０，在正常宫颈组织中为

０．３０±０．２６，三种组织中 Ｏｃｔ４ｍＲＮＡ的表达量依次降低，差

异有统计学意义；同样宫颈癌组织中Ｏｃｔ４ｍＲＮＡ的表达量与

其临床分期及病理特征等无明显相关性。见表２。

２．３　Ｏｃｔ４的表达与 ＨＰＶ１６／１８感染的相关性　经Ｓｐｅａｒｍａｎ

等级相关分析，宫颈癌组织Ｏｃｔ４蛋白表达阳性者（４２例），有

３２ＨＰＶ１６／１８阳性，Ｏｃｔ蛋白表达阳性者３５例，均未感染

ＨＰＶ１６／１８，说明Ｏｃｔ４蛋白表达与 ＨＰＶ１６／１８感染具有正

相关性（狉＝０．９１８，犘＜０．０１）。

表２　不同临床病理特征的宫颈组织

　Ｏｃｔ４ｍＲＮＡ的表达情况

临床病理情况 狀
Ｏｃｔ４ｍＲＮＡ

［狀（％）］ 表达量（狓±狊）
犘

正常宫颈组织 ２０ ５（２５．０） ０．３０±０．２６

ＣＩＮ ３０ １８（６０．０） １．５０±０．３０ ＜０．０１

宫颈癌 ２０ １５（７５．０） ２．１０±０．３２ ０．０３２

ＣＩＮ分级　Ⅰ～Ⅱ

　　　　　Ⅲ

１５

１５

８（５３．３）

１０（６６．７）

１．０３±０．２５

１．７０±０．３０
＜０．０５

宫颈癌　原位癌

　　　　浸润癌

１０

１０

６（６０．０）

９（９０．０）

１．９６±０．３８

２．２０±０．２９
＞０．０５

组织类型　鳞癌

　　　　　腺癌

１４

６

１０（７１．４）

５（８３．３）

２．００±０．７６

２．１２±０．４５
＞０．０５

组织分化　高中分化

　　　　　低分化

６

１４

３（５０．０）

１２（８５．７）

１．７３±０．４３

２．８６±０．３５
＞０．０５

临床分期　Ⅰ～Ⅱａ期

　　　　　Ⅱｂ～Ⅲ期

１６

４

１２（７５．０）

３（７５．０）

１．９９±０．６８

２．０８±０．４７
＞０．０５

３　讨　　论

肿瘤干细胞理论认为，肿瘤组织中的瘤细胞由绝大多数表

型不同的肿瘤分化细胞和少数肿瘤干细胞组成，而维持和促使

肿瘤生长、转移及复发则主要是因为这些为数不多的肿瘤干细

胞［３］。Ｆｅｎｇ等
［４］从宫颈癌组织中分离出宫颈癌肿瘤干细胞，

并证实其表达Ｏｃｔ４等干细胞相关基因。Ｏｃｔ４的持续表达，使

得组织中部分细胞保留了干细胞的异常自我更新能力，并无限

制的扩增，最终导致肿瘤的发生［５］。本研究结果发现，Ｏｃｔ４在

正常宫颈组织中的表达为５％（１／２０），ＣＩＮ中表达率为５０％

（１５／３０），且以ＣＩＮⅢ中阳性率较高７３．３％（１１／１５）；宫颈癌中

为９０％（１８／２０）。Ｏｃｔ４的表达与宫颈癌的分化有关，这与以前

在胃癌中的研究相一致［６］。提示Ｏｃｔ４可能参与肿瘤干细胞的

存活，以Ｏｃｔ４为治疗靶点，针对肿瘤干细胞的治疗将具有重要

临床意义。

高危型 ＨＰＶ感染与宫颈癌的发生、临床进展和预后密切

相关。本研究结果也发现，在正常宫颈组织、ＣＩＮ及宫颈癌组

织中高危型ＨＰＶ１６／１８的阳性率逐渐升高。高危型 ＨＰＶ

１６／１８感染参与正常宫颈组织ＣＩＮ宫颈癌发病的机制为：

ＨＰＶ病毒整合于宿主基因组，其中的Ｅ６、Ｅ７蛋白可使癌基因

激活、抑癌基因失活及抗凋亡基因过表达，从而导致细胞的恶

性生物学行为。但有研究报道，感染 ＨＰＶ的个体中仅少部分

最终发展为宫颈癌，这就意味着不同个体感染 ＨＰＶ后可能还

存在着其他机制导致宫颈癌的发生。通过关联分析发现，

ＨＰＶ阳性宫颈癌细胞中Ｏｃｔ４表达水平较高，而 ＨＰＶ阴性个

体中Ｏｃｔ４表达水平较低，且这种差异具有统计学意义，这与文

献［５，７］的研究结果一致。这些结果表明，ＨＰＶ１６／１８可能与

Ｏｃｔ４的表达相关，进而Ｏｃｔ４促进宫颈癌细胞的克隆形成。

总之，干细胞标志性基因Ｏｃｔ４在宫颈癌组织中的表达一方

面说明了恶性肿瘤的发生与干细胞具有密切（下转第２６５８页）
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ＣＯＰＤ组与健康对照组比较，其中ＦＩＢ、ＦＤＰ和ＤＤ值明显增

高，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

２．２　不同类型ＣＯＰＤ患者及健康对照组ＦＩＢ、ＦＤＰ和ＤＤ比

较　（１）ＡＥＣＯＰＤ组分别与ＣＯＰＤ稳定组和健康对照组比较，

ＦＩＢ、ＦＤＰ和 ＤＤ水平差异均有统计学意义（犘＜０．０１）；（２）

ＣＯＰＤ稳定组与健康对照组比较，除 ＤＤ升高明显外（犘＜

０．０１），ＦＩＢ和ＦＤＰ水平较健康对照组轻度升高（犘＜０．０５），见

表１。

表１　ＣＯＰＤ患者和健康对照组测定的结果（狓±狊）

组别 狀 ＦＩＢ（ｇ／Ｌ） ＦＤＰ（ｍｇ／Ｌ） ＤＤ（ｍｇ／Ｌ）

ＣＯＰＤ组 ３５０ ５．１８±１．５１ａ ６．９５±３．１７ａ ２．３８±１．１２ａ

　ＡＥＣＯＰＤ组 １９０ ５．９７±１．８５ａｃ ７．５３±３．２５ａｃ ３．１７±１．５２ａｃ

　ＣＯＰＤ稳定组 １６０ ３．５１±０．８７ｂ ４．７１±１．３８ｂ ０．８７±０．４３ａ

健康对照组 ５０ ３．２７±０．５４ ３．９８±１．２４ ０．２３±０．２０

　　注：与健康对照组比较，ａ犘＜０．０１，ｂ犘＜０．０５；与ＣＯＰＤ稳定组比

较，ｃ犘＜０．０１。

３　讨　　论

由于肺部血管存在着大量的受体和活血管性物质，当其肺

部血管内皮细胞受到刺激、损伤及激活后，可导致其功能紊乱，

大量的炎症介质被释放，从而激活凝血及纤溶系统。

ＣＯＰＤ患者存在长期气流受限及高血黏度和高碳酸血症

等因素，加上肺部感染可激活肺血管平滑肌旁的内皮细胞、中

性粒细胞、巨噬细胞等，从而使这些细胞释放出组织因子和一

系列血管活性物质（如前列腺素、白三烯、血栓素、血小板激活

因子等），引起血小板黏附、聚集功能增强，使血液黏稠度增高、

微血栓形成等，从而导致继发性纤溶亢进，造成ＣＯＰＤ患者血

浆ＦＩＢ及ＤＤ升高
［４５］。曾有文献报道，ＡＥＣＯＰＤ患者在静脉

滴注肝素后，其血浆ＤＤ、ＦＩＢ等凝血指标显著下降。由此认

为，对ＡＥＣＯＰＤ患者采用适当的抗凝治疗是可行的，其可能延

缓慢性支气管炎向肺心病的发展过程。

本研究结果显示，ＣＯＰＤ患者组的ＦＩＢ、ＦＤＰ和ＤＤ值较

健康对照组明显增高，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＡＥＣＯ

ＰＤ组ＦＩＢ、ＦＤＰ和ＤＤ水平较ＣＯＰＤ稳定组和健康对照组的

结果升高明显，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）；但ＣＯＰＤ稳

定组与健康对照组比较，除ＤＤ升高明显外（犘＜０．０１），ＦＩＢ

和ＦＤＰ水平较健康对照组轻度升高（犘＜０．０５）。以上结果表

明，ＣＯＰＤ进展为ＡＥＣＯＰＤ时，ＦＩＢ、ＦＤＰ和ＤＤ均明显升高，

这说明ＡＥＣＯＰＤ患者体内存在着高凝状态和纤溶亢进，很可

能导致血栓的发生率进一步增大。

综上所述，监测ＣＯＰＤ患者的体内的ＦＩＢ、ＦＤＰ和ＤＤ水

平，为ＣＯＰＤ患者体内存在高凝状态和原发性与继发性纤溶

亢进提供了可靠的依据，进一步为临床医生适当抗凝治疗控制

病情的进一步发生提供可靠依据，预防ＣＯＰＤ患者血栓的形

成及ＤＩＣ的发生。
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关系，另一方面也表明Ｏｃｔ４基因在宫颈癌的发生包括感染高

危型 ＨＰＶ后的结局中起着重要作用。研究干细胞相关基因

在宫颈上皮内瘤变及宫颈癌组织中的表达及其作用机制对探

索宫颈癌发生的机制具有重要意义。
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