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OCT4 介导卵泡刺激素对永生化人卵巢上皮细胞株增殖、
凋亡和侵袭能力的影响 *

赵贵旭 王倩倩 孙姗姗 顾红琴 席晓薇△ 张箴波 丰有吉
(上海交通大学附属第一人民医院妇产科 上海 200080)

摘要 目的：探讨 OCT4 基因对卵泡刺激素作用下的永生化人卵巢上皮细胞株（Moody 细胞）增殖、凋亡和侵袭能力影响。方法：将

不同浓度的 FSH(0、25、50、100mIU/ml)作用于 Moody 细胞 48 小时，应用 Western-blot 技术检测 OCT4 表达情况。采用慢病毒介导

将重组质粒 OCT4 稳定转染至人卵巢上皮细胞株中，应用 Western-blot 法鉴定 OCT4 蛋白表达情况。FSH 以 50 mIU/ml 作为工作

浓度，实验对象分为 4 组：①siCon 组，转染空载体的阴性对照组；②OCT4 组：稳定转染 OCT4 基因的 Moody 细胞组；③
FSH+siCon 组：以 FSH 处理的 siCon 组；④FSH+ OCT4 组：以 FSH 处理的 OCT4 组。采用 MTT 比色法检测各组细胞的增殖情况，

流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况，Transwell 侵袭实验检测各组细胞侵袭能力的变化。结果：（1）随着 FSH 浓度的增加，Moody

细胞中 OCT4 蛋白表达逐渐增高，在 FSH 浓度为 50 mIU/ml 时达最高；（2）OCT4 基因成功转染至 Moody 细胞中，经 Western-blot

检测该基因在细胞中进行蛋白高表达；（3）FSH+ OCT4 组细胞增殖活性明显增高，同时凋亡率降低，与另外三组相比差异具有统

计学意义(P<0.05)；（4）在 FSH 作用下，转染 OCT4 后明显增强了细胞的侵袭能力，与另外三组相比差异具有统计学意义(P<0.05)。
结论：OCT4 介导了 FSH 对人卵巢上皮细胞增殖、凋亡、侵袭活性的调控。
关键词：OCT4；卵泡刺激素；卵巢上皮细胞；增殖；凋亡；侵袭

中图分类号：R737.31 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2012）08-1405-05

Effects of Follicle Stimulating Hormone on Proliferation, Apoptopsis and
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of follicle stimulating hormone (FSH) on the proliferation, apoptosis, and invasion

of immortalized ovarian epithelial cells (Moody) through OCT4 gene. Methods: The Moody cells were stimulated by FSH with the conce-
ntrations of 0,25,50,100 mIU/ml for 48h. The expression of OCT4 protein was detected by Western bloting. The recombinant plasmids
were stably transfected into human ovarian epithelial cells by Lentiviral vector. Western bloting was used to detect the expression of
OCT4 protein. And then the cells were stimulated with 50 mIU/ml FSH and were divided into 4 groups: ①siCon: si-Negative control
transfected with empty vecot; ②OCT4: Moody cells transfected with OCT4; ③FSH+siCon; siCon group treated by FSH; ④FSH+
OCT4: OCT4 group treated by FSH. The proliferation effects of the cells were detected by MTT assay, the apoptosis were examined by
flow cytometry and the invasive and migrated ability were examined by Transwell assay. Results: The protein expression level of OCT4
treated with FSH of the concentration of 25~100 mIU/ml were all significantly higher than those without FSH treatment and was highest
with the concentration of 50 mIU/ml. OCT4 gene was transfected into the Moody cells and Western blotting analysis revealed that the
expression of OCT4 protein in stable transfeted cells. The proliferation effects were significantly higher in the FSH+ OCT4 group and
apoptosis rates were significantly lower in the FSH+ OCT4 group compared with other groups respectively (P<0.05). The number of
invaded Moody cells was significantly higher in the FSH+ OCT4 group than other groups. Conclusion: OCT4 plays an important role in
mediating FSH-dependent proliferation, apoptpsis, invasion of human ovarian epithelial cells.
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上皮性卵巢癌占卵巢恶性肿瘤的 85%～90%，是女性生殖

系统常见的恶性肿瘤，其治疗效果差，病死率居妇科恶性肿瘤

之首，且有关上皮性卵巢癌的发生、发展机制至今仍未很好了

解。基于流行病学观察资料，现在形成以下几种学说：（1）持续

排卵学说；（2）促性腺激素学说；（3）甾体类激素学说；（4）炎症

学说。近年来，高卵泡刺激素致病学说引起妇科肿瘤研究者的

关注。这一学说可以解释为何卵巢癌多见于围绝经期和绝经后

妇女[1,2]，以及为何妊娠和口服避孕药（FSH 持续低水平）可降低

卵巢癌的发病危险[3]。相关基础研究也证实：FSH 可能通过降低

卵巢上皮细胞凋亡率，从而促进细胞增殖，是卵巢癌发生的高

危因素[4]。OCT4 基因是 POU 基因转录因子家族中的一员，主

要表达于胚胎干细胞、生殖细胞以及未分化胚胎癌肿，近年研

究发现 OCT4 基因也表达于多种成体干细胞中，如来源于乳

腺、胰腺、肝和肾的干细胞[5]以及毛囊干细胞[6]、间充质干细胞[7]

和神经祖细胞[8]等，其对于维持胚胎干细胞的多潜能性和自我

更新具有重要的作用，已有学者证实 OCT4 在上皮性卵巢癌中

呈明显高表达[9]。我们在证实 FSH 可以促进 OCT4 表达的基础

上，将 OCT4 基因稳定转染至 Moody 细胞中，并探索 OCT4 基

因是否介导了 FSH 促进正常卵巢上皮细胞向肿瘤转化的恶性

生物学行为。

1 材料与方法

1.1 药物与制剂

FSH，MCDB105 和 M199 培养基购于 Sigma 公司；胎牛血

清购于 Gibco 公司；脂质体 lipofectamine2000 购自 Invitrogen
公司；OCT4 及 GAPDH 单克隆抗体及二抗均购自 Cell Signal-
ing 公司；Transwell 小室购自 Costar 公司；Matrigel 基质购自

BD Biosciences 公司。
1.2 细胞培养

将细胞培养在含 10%胎牛血清、100U/L 青霉素和 100U/L
链霉素双抗的 MCDB105/M199 混合培养基中，置于 37℃，5%
CO2 培养箱中，以 0.25%胰酶、0.02%EDTA 消化、传代。
1.3 Western blot 检测不同浓度 FSH 作用下 Moody 细胞 OCT4
蛋白表达情况

取处于对数生长期 70%密度的 Moody 细胞，无血清饥饿

24 小时后，经不同浓度的 FSH（0、25、50、100mIU/ml）刺激 48
小时，收集细胞，用 PBS 液洗涤，以细胞裂解液冰浴处理

30min。细胞裂解物经 12000r/min 离心 5min 后取上清，采用

BCA 法测定蛋白浓度。常规进行 SDS-PAGE 凝胶电泳后转印

至 PVDF 膜，放入兔抗 OCT4 一抗 （稀释比 1：1000） 和兔抗

GAPDH 一抗（稀释比 1：1000）各 3ml 中，4℃过夜，洗膜，按照

1:2000 加入 HRP 标记的相应二抗 37℃孵育 2h，洗膜后加入 E-
CL 化学发光液，暗室显影 2~3min 后冲洗胶片，观察结果。
1.4 细胞转染

应用慢病毒介导的方法转染 OCT4 基因表达载体及空载

体于 Moody 细胞中，嘌呤霉素筛选建立稳定表达 OCT4 的细

胞系及空载体细胞系，PCR 检测过表达 mRNA 情况 ,West-
ern-blot 检测蛋白表达水平，确定稳定转染细胞株，并扩大培养

细胞株。
1.5 细胞增殖和凋亡情况的检测

（1）MTT 实验：按 1×105 个 /ml 将四组细胞分别制成单细

胞悬液，200μl/ 孔接种至 96 孔中，每组设 4 复孔。培养 48h 后，

分别于每孔加入 20μl MTT 工作液，37℃继续孵育 4h，终止培

养。弃净孔内上清液，每孔加入 200μl DMSO，室温震荡 10min。
实验重复 3 次，每次每组取 4 孔平均值。酶标仪测定 490nm 波

长的吸光度值（OD 值）。
（2）细胞凋亡检测：采用流式细胞仪法，按 5×105 个 /ml 将

第一、第二组细胞分别制成单细胞悬液，各取 2ml 接种至 6 孔

板中（每组细胞各接种 2 孔），向不同组细胞其中一孔加入 FSH
50 mIU/ml 后培养 48h，利用流式细胞仪测定细胞凋亡情况。
1.6 体外侵袭实验

穿膜小室体外侵袭实验：用无血清培养基以 1：4 稀释 Ma-
trigel，以 50μl/ 孔包被 Transwell 小室。取四组细胞，常规消化

后用无血清培养基调整细胞浓度为 2.0×105 个 /ml，将 200μl 各

组细胞悬液移入小室内，小室植入 24 孔板内，在小室下层加入

500μl 含 10%FBS 的 MCDB105 和 M199 混合培养基，培养箱

孵育 24 h，取出 Transwell 小室，用无菌棉签檫去上室面细胞及

Matirgel，甲醛固定，结晶紫染色，在显微镜下计数 5 个高倍镜

视野穿膜的细胞，求出每个视野平均穿膜细胞数，作为评价其

侵袭能力的指标。
1.7 统计学方法

采用 SPSS13.0 软件对数据进行统计学处理，统计数据以

x±s 表示，两样本均数比较采用 t 检验，2 个以上样本均数的比

较采用 F 检验。以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 FSH 对 Moody 细胞 OCT4 蛋白表达的影响

经 Western-blot 方法检测，细胞在不同浓度 FSH 作用 48
小 时 后 ，OCT4 蛋 白 表 达 量 升 高 ， 并 在 50mIU/ml 时 达 到

顶点，发现 FSH 可以上调 Moody 细胞 OCT4 蛋白表达，结果见

图 1。

图 1 Western blot 检测 FSH 上调 OCT4 蛋白表达情况

Fig.1 Western blot detect the expression of OCT4 protein

图 2 Western blot 检测稳定转染株 OCT4 蛋白表达情况

Fig.2 Western blot detect the expression of OCT4 protein

1406· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.8 MAR.2012

2.2 稳定转染细胞株 OCT4 蛋白表达检测

采用 Western-blot 的方法对 OCT4 的稳定转染进行鉴定，

结果显示：转染 OCT4 的 Moody 细胞 OCT4 蛋白呈高表达，且

其表达量明显高于未转染和转染空载体组，结果见图 2。
2.3 转染 OCT4 后细胞在 FSH 作用下对增殖活性及凋亡的

影响

（1）对增殖活性的影响：MTT 结果显示，siCon 组的 OD 值

为 0.133±0.01，低于 FSH+siCon 组的 0.163±0.01（P<0.05），FSH
对 Moody 细胞系具有促进增殖作用；在转染 OCT4 后发现细

胞增殖活性也增加，OCT4 组的 OD 值为 0.165±0.02，高于

siCon 组（P<0.05）；在转染 OCT4 基础上再应用 FSH 处理细胞，

FSH+OCT4 组 OD值为 0.213±0.01，均高于其他三组（P<0.05），

在提高 Moody 细胞 OCT4 表达后，FSH 对其促增殖作用增强，

结果见图 3。

图 3 MTT 法检测 OCT4 对 Moody 细胞增殖活性的影响（*p<0.05）
Fig.3 MTT assay detect the proliferation effcets of cells

（2）对细胞凋亡的影响：利用流式细胞仪检测细胞早期凋

亡情况结果显示：细胞早期凋亡率最高的是 siCon 组，其凋亡

率为 3.11%；其次是 FSH+siCon 组为 2.69%及 OCT4 组 2.22%；

凋亡率最低的是 FSH+ OCT4 组，该组凋亡率为 1.95%。由此可

见，FSH 可以抑制 Moody 细胞的早期凋亡率，而 OCT4 能够增

强 FSH 这一作用，结果见图 4。

图 4 流式细胞仪检测 OCT4 介导的 FSH 对 Moody 细胞早期凋亡的影响

Fig.4 Flow cytometry examine the apoptosis of Moody cells

2.4 对细胞侵袭能力的影响

Transwell 侵袭实验结果显示：FSH+ OCT4 组穿膜细胞数

为（110±10）个，siCon 组为（25±4）个，OCT4 组为（78±12）个，

FSH+siCon 组为（42±6）个。细胞加入 FSH 前后及转染前后比

较，差异均有统计学意义（P<0.05），其中穿膜数最多的为 FSH+
OCT4 组，表明 Oct4 在 FSH 作用下能明显促进细胞的侵袭能

力，结果见图 5。
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3 讨论

上皮性卵巢癌是威胁妇女生命和健康的主要恶性肿瘤之

一，位居女性生殖道肿瘤死亡率之首，具有发病隐匿、易转移、
预后差等特点。近年来，尽管医学发展日新月异，卵巢癌的治疗

也综合了手术、化疗、放疗、免疫和热疗等多种方法，但由于难

于早期发现，易于转移、多重耐药和药物的毒副反应，晚期卵巢

癌患者的五年生存率仍然很低，徘徊在 50%以下。因此，对上皮

性卵巢癌发生发展、侵袭转移机制进行研究，为改进其诊断方

法和治疗手段提供依据就显得尤为重要。
卵泡刺激素是一种糖蛋白激素，能促进颗粒细胞增生，刺

激类固醇生成，调节子细胞的发育和成熟，是下丘脑 - 垂体 -
性腺轴中的主要激素之一。Shushan 等[4,10]研究发现 FSH 能够

增加女性罹患卵巢上皮性肿瘤的风险，体外动物实验证实，

FSH 可诱导老鼠卵巢上皮细胞的增殖[11]，抑制卵巢上皮细胞凋

亡[12]，同时还可以提高卵巢恶性及交界性肿瘤 VEGF 表达水平，

增加新生血管形成，促进肿瘤侵袭和转移[13]。
OCT4 也被称为 OCT3、POU5F1、OTF3 或 OTF4，是 POU

转录因子家族中的一员。人 OCT4 基因位于 6 号染色体上

（6p21.31），长度为 16.40kb，具有多个转录起始位点，可翻译成

多种蛋白质。OCT4 基因主要表达于胚胎干细胞、生殖细胞、未
分化胚胎癌及部分成体干细胞中。相关文献报道，OCT4 在成

体细胞内的异位表达可引起上皮的过度增生和肿瘤形成[14]，其

可通过 Oct4/Tcll/Aktl 途径，上调 Tcll 癌基因增强 Aktl 的活

性，从而促进肿瘤细胞增殖并抑制肿瘤细胞凋亡，促进肿瘤细

胞生长[15]；另有研究[16]发现，肿瘤组织细胞分化和成熟与 OCT4
表达下调有关。最近，Zhang 等[9]收集了 460 例各种卵巢癌上皮

病变标本及 35 例健康输卵管上皮标本来比较 OCT4 表达情

况，结果证实 OCT4 在从正常上皮（包括卵巢上皮和输卵管上

皮）到良性和交界性囊腺瘤再到恶性肿瘤表达逐渐增多，恶性

肿瘤中随着组织学 FIGO 分级水平增高 OCT4 表达量也增多。

这些研究均证实 OCT4 基因可能在卵巢癌的发生和发展中发

挥重要作用。
FSH 与 OCT4 之间是否存在某种关联目前还未见报道。在

本研究中，首先利用不同浓度的 FSH 刺激永生化人卵巢上皮

细胞株，应用 Western-blot 技术检测细胞 OCT4 蛋白表达改变

情况，发现在 FSH 作用 48 小时后细胞 OCT4 表达增加，进而

我们将 OCT4 稳定转染至 Moody 细胞株并进行验证后，进一

步检验 OCT4 在 FSH 作用下对细胞株增殖、凋亡和侵袭能力

的影响。我们发现转染 OCT4 后的细胞在 FSH 作用下增殖活

性最强，单独转染 OCT4 和单独使用 FSH 刺激组增殖活性较

未处理组也有所增强，但弱于 FSH 作用的转染组，该结果提示

OCT4 可能增强了 FSH 促进卵巢上皮细胞增殖的作用。同时检

测凋亡结果显示 FSH 能够减少细胞凋亡，而在过表达 OCT4
后能进一步增强 FSH 的抑制凋亡的作用。Transwell 侵袭实验

显示永生化人卵巢上皮细胞穿膜细胞数极少，单独加入 FSH
或者转染 OCT4 能够增加穿膜细胞数，而加入 FSH 的同时过

表达 OCT4 显著增加了穿膜细胞数。以上结果提示 OCT4 介导

了 FSH 对卵巢上皮细胞株生物学行为的调控，在 FSH 促进细

胞增殖，抑制凋亡，增强侵袭能力方面发挥了重要作用。
综上所述，由于卵巢癌发病机制是相当复杂且目前尚未明

确，本次实验只是在 FSH 能促进卵巢癌发生，改变卵巢上皮细

胞生物学特性的基础上对 OCT4 的功能进行了初步的探讨，但

是在 FSH 作用及卵巢癌发生发展过程中，OCT4 究竟是起到了

主要作用还是次要作用，是否还有其他基因共同参与，以及其

与上下游基因和信号通路之间的相互作用，尚需进一步更加详

尽而全面的探讨。
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