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辛伐他汀抑制人乳腺癌MCF-7细胞内多能干细胞

标志物Oct3/4 Nanog和Sox-2表达*

凌桂琴 陈冬波 王保庆

摘要 目的：研究辛伐他汀（simvastatin，SIM）对人乳腺癌MCF-7细胞内多能干细胞标志物Oct3/4、Nanog和Sox-2表达的影

响。方法：应用实时荧光定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）技术、免疫荧光染色方法，流式细胞仪和免疫印迹（Western blot）方法检

测SIM对MCF-7细胞内多能干细胞标志物表达的影响。结果：qRT-PCR结果显示，10、50和100 μmol/L SIM作用于MCF-7细胞

48h后，能显著抑制细胞内Oct3/4、Nanog和Sox-2基因表达，与对照组相比，差异有统计学意义（P<0.05），而SIM 1 μmol/L浓度组

和对照组相比差异无统计学意义（P>0.05）。SIM 50、100 μmol/L浓度组和10 μmol/L浓度组相比，抑制Oct3/4和Nanog的表达差异

有统计学意义（P<0.05），而对Sox-2的表达抑制，SIM 10、50 μmol/L和100 μmol/L各浓度组间差异无统计学意义（P>0.05）。免疫

荧光染色显示经10 μmol/L SIM处理48 h后MCF-7细胞核内Oct3/4、Nanog和Sox-2蛋白表达减弱，部分细胞核无表达。流式细胞

检测显示MCF-7细胞经 10 μmol/L SIM处理 48 h后，Oct3/4阳性细胞数、Nanog阳性细胞数和 Sox-2阳性细胞数显著减少（P<
0.05），Western blot 进一步证实经 10 μmol/L SIM 处理 48 h 后 MCF-7 细胞核内 Oct3/4、Nanog 和 Sox-2 蛋白表达显著减少（P<
0.05）。结论：SIM在体外能有效地抑制人乳腺癌MCF-7细胞内多能干细胞标志物Oct3/4、Nanog和Sox-2的表达，为SIM应用于癌

症治疗提供实验依据。
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Abstract Objective: To investigate the effect of simvastatin on expression of pluripotent markers Oct3/4, Nanog, and Sox-2 in

human breast cancer MCF-7 cells. Methods: Quantitative reverse transcription–polymerase chain reaction (qRT-PCR), immunofluo-

rescent staining, flow cytometry, and Western blot were used to detect the expression of pluripotency markers Oct3/4, Nanog, and

Sox-2 in human breast cancer MCF-7 cells treated with different doses of simvastatin. Results: qRT–PCR revealed the more signifi-

cant inhibition of gene expressions of Oct3/4, Nanog, and Sox-2 in human breast cancer MCF-7 cells when subjected to high doses of

simvastatin (10, 50, and 100 µmol/L) compared with the control group (P<0.05). By contrast, no significant difference was observed be-

tween the expressions of low-dose simvastatin treatment (1 µmol/L) and control (P>0.05). The inhibitory effect of simvastatin on the

gene expressions of Oct3/4 and Nanog was more significantly apparent at 50 and 100 µmol/L dosages than at 10 µmol/L (P<0.05). By

contrast, no significant difference in the inhibitory expression of Sox-2 was observed among the three high-dose treatments (P>0.05).

Between the two higher-dose treatments (50 and 100 µmol/L), no significant difference in the inhibitory expressions of Oct3/4, Nanog,

and Sox-2 in MCF-7 cells was found. Meanwhile, in the 10 µmol/L simvastatin treatment, immunoflurescent staining showed a marked

reduction in the protein expression of all three pluripotent markers in MCF-7 cells, and flow cytometry demonstrated a decrease of Oct3/

4-, Nanog-, and Sox-2-positive cells (P<0.05). Western blot further revealed that the protein expression of Oct3/4, Nanog, and Sox-2 in

MCF-7 cells was significantly declined by the same simvastatin dose (P<0.05). Conclusion: Simvastatin can inhibit the expression of

pluripotent markers Oct3/4, Nanog, and Sox-2 in human breast cancer MCF-7 cells, proving the anti-cancer properties of simvastatin.
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乳腺癌目前仍然是女性最常见的恶性肿瘤之

一，占女性肿瘤的 23%，其死亡率仅次于肺癌位居第

二。美国癌症协会预计 2013年仅美国将有 23万多

患者被诊断为乳腺癌，4万多患者死于乳腺癌［1］。随
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着我国生活水平的提高及家庭人口简单化，乳腺癌

发生率呈持续上升趋势，且与西方发达国家相比，中

位发病年龄提前 10～15年，已经严重威胁妇女的身

心健康［2］。

近年的研究表明他汀类药物（statins）除了具有

竞争性抑制 3-羟-3甲基戊二酰辅酶A（HMG-CoA）
还原酶降低血清胆固醇治疗高胆固醇血症功能之

外，还能抑制肿瘤细胞的增殖，诱导细胞凋亡以及抑

制肿瘤内血管生成等作用。文献报道他汀类药物包

括洛伐他汀、辛伐他汀（simvastatin，SIM）、阿发他汀

及普伐他汀等对结肠癌、乳腺癌、前列腺癌、胰腺癌、

肺癌等肿瘤显示出较好的疗效［3］。已有研究证实SIM
能抑制人乳腺癌 MCF-7 细胞的增殖，诱导细胞凋

亡［4-5］。本组以前的研究表明乳腺癌MCF-7细胞高水

平的表达多能干细胞标志物Oct3/4、Nanog和Sox-2［6］。

因此，本研究选用SIM处理人乳腺癌MCF-7细胞，探

讨 SIM对MCF-7细胞内多能干细胞标志物表达的

影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料与试剂

MCF-7细胞株购自上海细胞生物所，DMEM/F12
培养基、胰蛋白酶和胎牛血清购自Gibco公司。二甲

亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）和 SIM均购自 Sigma
公司。RNA提取试剂盒购自GIAGEN，反转录试剂盒

购自 Invitrogen公司，目的基因和内参基因的引物和

探针混合物均购自Applied Biosystems公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 MCF-7细胞培养于含 10%胎牛血

清的DMEM/F12的培养基中，37℃、5% CO2细胞培养

箱。取对数生长期细胞用于实验。

1.2.2 实时荧光定量反转录聚合酶链式反应

（qRT-PCR） 将MCF-7细胞制成细胞悬液，以1×106

个细胞数接种于 10 cm的细胞培养皿中，37℃、5%
CO2培养箱中培养。24 h后更换培养液加SIM，SIM浓

度分别为0、1、10、50、100 μmol/L，培养48 h后收取细

胞，按照试剂盒说明提取RNA，再反转录合成 cDNA，

反转录体系20 μL，然后进行目的基因扩增。PCR反

应体系为30 μL，以无菌纯H2O代替DNA模板作为阴

性对照。PCR反应混合物包括：2×PCR Master Mix
15 μL，20×引物和探针混合物1.5 μL，cDNA模板3 μL，
其余用无菌水补足。每个样品设 3个复孔。反应条

件：50℃ 2 min，95℃预变性 10 min，95℃15 s，60℃
1 min 40个循环，最后 72℃延伸 10 min。反应在Ep⁃
pendorf realplex2荧光定量PCR分析仪上进行。各基

因 相 关 信 息 为 ：Oct3/4（Hs01895061_u1），Nanog

（Hs02387400_g1），Sox-2（Hs01053049_s1），GAPDH
（4352934E）。每个基因均建立标准曲线计算起始拷

贝数，目的基因的定量表达通过与内参基因GAPDH
比较进行分析。

1.2.3 免疫荧光染色 将MCF-7细胞制成细胞悬

液，以 1×104细胞数接种于 24孔的细胞培养板中，

37℃、5% CO2培养箱中培养。24 h后更换培养液加

SIM，SIM浓度分别为 0和 10 μmol/L，培养 48 h后用

BD公司的Cytofix/Cytoperm固定液固定细胞，猴血清

封闭 20 min后，一抗 4℃冰箱内孵育过夜，二抗为罗

丹明红标记的荧光抗体。一抗分别为：羊抗Oct3/4抗
体（1∶200，sc-8628），Santa Cruz生物技术公司提供，

鼠抗 Sox-2抗体（1∶100，MAB 4343），Millipore生物技

术公司提供，Nanog抗体为甲硫氰酸荧光素（FITC）标

记的抗体，由NeoBioscience公司提供，1：50直接染色

观察。Olympus1×51荧光显微镜拍照。

1.2.4 流式细胞仪检测 将MCF-7细胞制成细胞悬

液，以 1×104细胞数接种于 24孔的细胞培养板中，

37℃、5% CO2培养箱中培养。24 h后更换培养液加

SIM，SIM浓度分别为 0和 10 μmol/L，培养 48 h后用

BD公司的 Cytofix/Cytoperm固定液固定细胞，Oct3/4
阳性细胞的定量染色为：羊抗Oct3/4抗体（1∶50）4℃
冰箱内孵育过夜，二抗为藻红蛋白（PE）标记的抗体

（1∶50，Santa Cruz公司）。Nanog阳性细胞的定量染色

为直接染色，FITC标记的抗体 1∶25 4℃孵育 30 min。
Sox-2阳性细胞的定量染色为：鼠抗 Sox-2抗体（1∶
50），4℃冰箱内孵育过夜，二抗为PE标记的抗体。对

照组用相应的荧光标记的同型对照抗体染色。BD
FACSC流式细胞仪（BD公司）检测，Weasel软件分析

结果。

1.2.5 Western Blot定量分析 将MCF-7细胞制成

细胞悬液，以1×104细胞数接种于24孔的细胞培养板

中，37℃、5% CO2培养箱中培养。24 h后更换培养液

加 SIM，SIM浓度分别为 0和 10 μmol/L，培养 48 h后

用RIPA细胞裂解液（南京生兴生物技术有限公司）处

理，BCA蛋白浓度试剂盒测定蛋白浓度，细胞裂解物

经 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后，用硝化纤维素膜电

转系统（美国BioRad公司）转膜后进行免疫印迹，5%
脱脂奶粉封闭 2 h，羊抗 Oct3/4 抗体（1∶500），鼠抗

Nanog（1∶200，sc-33759，SantaCruz公司）抗体，鼠抗

Sox-2抗体（1∶500）及内参基因GAPDH抗体（1∶5 000，
SantaCruz公司）4℃冰箱内孵育过夜，辣根过氧化酶

标记的二抗孵育 1h后，用ECL超敏化学发光液显色

曝光，所用其它试剂均由莱兹生物科技有限公司提

供。Image J软件分析实验结果。
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1.3 统计学处理

以上实验均重复 3 次，所有数据用 x±s 表示，采用

SPSS 16.0统计学软件分析，组间均数比较采用单因

素方差分析，以P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 SIM对MCF-7细胞内Oct3/4、Nanog和 Sox-2基

因表达的影响

qRT-PCR结果显示，10、50、100 μmol/L SIM作用

于MCF-7细胞 48h后，能显著地抑制细胞内Oct3/4、
Nanog和Sox-2基因表达，与对照组相比，差异有统计

学意义（P<0.05），而SIM 1 μmol/L浓度组和对照组相

比差异无统计学意义（P>0.05）。但是 SIM抑制Oct3/
4、Nanog和Sox-2基因的作用不是随着剂量的增加而

增大。SIM 50、100 μmol/L浓度组与 10 μmol/L浓度

组相比，Oct3/4和 Nanog的表达差异有统计学意义

（P<0.05），Sox-2的表达差异无统计学意义（P>0.05），
SIM 50 μmol/L浓度组和100 μmol/L浓度组相比差异

无统计学意义（P>0.05，表1，图1）。
表1 SIM对MCF-7细胞内Oct3/4，Nanog，和Sox-2 mRNA表达

的影响 （x±s）
Table 1 Effects of simvastatin on gene expression of Oct3/4, Nanog, and
Sox-2 in MCF-7 cells

2.2 SIM对MCF-7细胞内Oct3/4、Nanog和 Sox-2表

达的影响

免疫荧光染色结果显示，对照组多能干细胞标

志物Oct3/4、Nanog和Sox-2表达在MCF-7细胞核内，

Oct3/4（图 2A）和 Sox-2（图 2C）为强红色荧光，Nanog
为绿色荧光（图 2E），而经 10 μmol/L SIM处理 48 h
后，MCF细胞核内Oct3/4、Nanog和Sox-2蛋白表达荧

光减弱，部分细胞核无表达（图1B，D，F）。
2.3 Oct3/4阳性细胞数、Nanog阳性细胞数和Sox-2阳
性细胞数的变化

图3显示MCF-7细胞经10 μmol/L SIM处理48 h
后，Oct3/4阳性细胞数由（4.25±1.03）%减少到（0.96±
0.24）%，Nanog 阳性细胞数由（4.39±0.87）%减少到

（0.76±0.21）%，Sox-2阳性细胞数有（6.73±2.04）%减

少到（1.47±0.58）%，统计分析差异均有显著性（P<0.05）。

2.4 SIM对MCF-7细胞内Oct3/4、Nanog和 Sox-2蛋

白表达的影响

Western blot结果显示，SIM处理 48 h后，MCF-7
细胞内多能干细胞标志物Oct3/4、Nanog和 Sox-2蛋

白表达均减少（图 4A），通过与内参基因GAPDH比

较，Image J软件分析显示条带的灰度有显著性差异

（P<0.05，图4B）。

A：The effect of SIM on the expression of Oct3/4；B：The effect of SIM on
the expression of Nanog；C：The effect of SIM on the expression of Sox-2
*：P<0.05，experimental group vs. control；&：P<0.05，experimental group
vs. SIM 1 μmol/L；#：P<0.05，experimental group vs. SIM 10 μmol/L
图 1 SIM 对 MCF-7 细胞内 Oct3/4，Nanog，和 Sox-2 mRNA 表达的

影响

Figure 1 Effects of simvastatin on gene expression of Oct3/4, Nanog, and
Sox-2 in MCF-7 cells

Groups
Control
1 μmol/L
10 μmol/L
50 μmol/L
100 μmol/L
a: P<0.05, experimental group vs. control; b: P<0.05, experimental group
vs. SIM 1 μmol/L; c: P<0.05, experimental group vs. SIM 10 μmol/L
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图2 SIM作用48 h后对MCF-7细胞内Oct3/4、Nanog和Sox-2表达的

影响（×400）
Figure 2 Expression of Oct3/4 (A, B), Nanog (C, D), and Sox-2 (E, F) in
MCF-7 cells treated with 10 μmol/L SIM. A, C, E：control group; B, D,
F：treatment group

图3 MCF-7细胞经SIM处理48h后Oct3/4阳性细胞数、Nanog阳性细

胞数和Sox-2阳性细胞数的变化

Figure 3 Oct3/4-positive cells (A, B), Nanog-positive cells (C, D), and
Sox-2-positive cells (E, F) were significantly reduced by 10 μmol/L SIM
treatment for 48 h(P<0.05)

3 讨论

越来越多的研究支持乳腺癌起源于乳腺癌肿瘤

干细胞（cancer stem cells，CSCs）和/或祖细胞的观

点。乳腺癌肿瘤干细胞是存在于乳腺中具有自我更

新和分化能力的一小群细胞，与正常胚胎干细胞

（embryonic stem cells，ESCs）类似但具有异常的自我

更新通路［7］。研究表明乳腺癌肿瘤干细胞也是乳腺

癌形成、进展、转移、复发及耐药的源泉［8-9］。因此，针

对乳腺癌肿瘤干细胞的治疗能为耐药的乳腺癌预防

和治疗提供有前途的治疗方法。

图4 SIM作用48小时后对MCF-7细胞内Oct3/4、Nanog和Sox-2蛋白

表达的影响

Figure 4 Western blot analysis for Oct3/4, Nanog, and Sox-2 expression
in MCF-7 cells treated with 10 μmol/L SIM (A). Quantitative assessment
of protein expression showed significantly reduced expressions of Oct3/4,
Nanog, and Sox-2 in MCF cells treated with 10 μmol/L SIM compared
with the controls (P<0.05) (B)

他汀类药物（statins）由于抑制胆固醇合成限速

酶HMG-CoA还原酶，阻断甲羟戊酸通路，从而抑制

内源性胆固醇的合成而降低血胆固醇，目前已成为

临床上治疗高胆固醇血症的主要药物。近年的研究

表明，他汀类药物除降血脂的作用外，还具有改善内

皮细胞功能、稳定动脉粥样硬化斑块、抗炎症和免疫

调节作用、神经保护、促进骨代谢、改善慢性肾病的

进展以及抗肿瘤等多种功能［10-11］。许多体外和临床

前试验研究发现，多种他汀类药物尤其是脂溶性的

例如SIM对包括乳腺癌在内的多种癌症细胞，通过多

渠道发挥抗肿瘤作用：抑制肿瘤细胞增殖、抗血管生

成、降低肿瘤细胞侵袭转移能力、放疗增敏作用及诱

导肿瘤细胞凋亡与分化［12-14］。Sánchez等［5］人研究报

道SIM抑制人乳腺癌MCF-7细胞的增殖与细胞周期

停止而引起的细胞凋亡有关。Gopalan等［12］报道SIM
联合生育三烯酚能清除耐药MCF-7细胞中乳腺癌肿
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瘤干细胞样细胞。但SIM对人乳腺癌MCF-7细胞内

多能干细胞标志物表达的影响未见报道。

本研究采用实时qRT-PCR技术、免疫荧光染色、

流式细胞分析以及Western blot方法检测SIM对乳腺

癌MCF-7细胞内多能干细胞标志物Oct3/4、Nanog和
Sox-2表达的影响。研究结果表明10、50和100 μmol/L
SIM作用于MCF-7细胞48 h后，能显著地抑制细胞内

Oct3/4、Nanog和 Sox-2基因表达，与对照组比较差异

有统计学意义；SIM 50、100 μmol/L浓度组和10 μmol/L
浓度组相比，抑制Oct3/4和Nanog的表达差异有统计

学意义，而对Sox-2的表达抑制作用差异无统计学意

义，SIM 50 μmol/L浓度组和 100 μmol/L浓度组相比

差异无统计学意义，表明 SIM能抑制乳腺癌MCF-7
细胞内多能干细胞标志物Oct3/4、Nanog和 Sox-2基

因的表达，但其作用并非随着浓度的增加而逐渐加

大。免疫荧光染色显示经10 μmol/L SIM处理48 h后
MCF-7细胞核内Oct3/4、Nanog和 Sox-2蛋白表达荧

光减弱，部分细胞核呈现无表达，Westernblot进一步

证实 10 μmol/L SIM 处理 48 h 后 MCF-7 细胞核内

Oct3/4、Nanog和 Sox-2蛋白表达显著减少，表明 SIM
也能抑制乳腺癌MCF-7细胞内多能干细胞标志物

Oct3/4、Nanog和Sox-2蛋白的表达。Oct3/4、Nanog和
Sox-2是首先在ESCs细胞中明确的维持干细胞多潜

能性和自我更新的重要调控因子，广泛用作ESCs细
胞多潜能性鉴定的标志分子［15］。因此，本实验结果提

示抑制人乳腺癌MCF-7细胞内多能干细胞标志物的

表达，是 SIM抗肿瘤的另一可能机制，为临床应用他

汀类药物作为抗癌药物提供实验依据。
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