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occludin 蛋白与人乳腺癌细胞恶性增殖的相关性研究

赵 锐1，盛以芸2，朱光能3，丁淑琴1，李友建1，夏 俊3

［摘要］目的:探讨 occludin 蛋白的表达与人乳腺癌细胞株 MCF-7、MDA-MB-231、SKBR-3 恶性增殖之间的关系。方法:四甲基

偶氮唑蓝法检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞周期，FN 蛋白黏附实验检测细胞黏附力，Transwell 检测细胞迁移，RT-PCR 检

测 occludin mRNA 的表达，Western blot、细胞免疫化学技术检测 occludin 蛋白表达。结果:MCF-7 细胞的增殖速度、S 期所占比

例、细胞黏附以及细胞迁移均小于 MDA-MB-231 和 SKBR-3 细胞( P ＜ 0． 05 ～ P ＜ 0． 01) ，而 MCF-7 细胞中 occludin mRNA 及蛋

白表达水平均高于 MDA-MB-231 和 SKBR-3 细胞( P ＜ 0． 01) 。结论:occludin 表达与人乳腺癌细胞恶性增殖、黏附及迁移呈一

定的相关性。
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The relevant research between expression of occludin and
the malignancy multiplication in human breast cancer cells

ZHAO rui1，SHENG Yi-yun2，ZHU Guang-neng3，DING Shu-qin1，LI You-jian1，XIA Jun3

( 1． Research Center of Clinical Laboratory Science，2． Department of Biochemistry and Molecular，
Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030; 3． Department of Pathology，

The First Affiliated Hospital of Nanchang University，Nanchang Jiangxi 330006，China)

［Abstract］Objective: To study the relationship between the expression of occludin and malignancy multiplication in different human
breast cancer cell lines MCF-7，MDA-MB-231 and SKBR-3．Methods: Cell proliferation was determined by MTT assay． The cell cycle
was measured by flow cytometry． The adherence was detected by fibronectin protein． The migration of cells was detected by Transwell．
The expression of occludin mRNA was examined by semi-quantitative RT-PCR． Western-blot and immunohistochemistry were used to
detected the protein expression of occludin． Results: Human breast cancer cell lines MCF-7 cell malignant proliferation． S phese was
less than the propotion of human breast cancer cell lines MDA-M B-231 and SKBR-3 ( P ＜ 0． 05 － P ＜ 0． 01 ) ． The expressions of
occludin mRNA and protein in the human breast cancer cell line MCF-7 were higher than that of human breast cancer cell lines MDA-
MB-231 and SKBR-3( P ＜ 0． 01) ，and the migration and adherence was weaker than that of human breast cancer cell lines MDA-MB-
231 and SKBR-3( P ＜ 0． 01) ． Conclusions: The expression of occludin is negatively related with human breast cancer cells malignant
proliferation growth，adherence and migration．
［Key words］occludin; breast cancer cells; cell proliferation; cell cycle; adherence; migration

occludin 是第一个发现的定位于紧密连接的跨

膜蛋白，相对分子质量为 65 000 ～ 68 000，mRNA 全

长 2 379 bp，基 因 定 位 于 人 类 染 色 体 5q13． 1［1］。
occludin 蛋白具有两个胞外环，有两种不同的亚型，

但组织分布相似，广泛表达于细胞基侧膜的顶端，曾

被认为是紧密连接最可靠的免疫标记蛋白［2］。研

究［3 － 6］发现，在子宫内膜癌、胃癌、胰腺癌、原发性肝

癌等 肿 瘤 组 织 中，occludin 的 表 达 显 著 下 降。
occludin 能通过降低细胞间紧密连接功能或影响细

胞间信号传导来促进肿瘤的发生、侵袭和转移。本

研究探讨不同乳腺癌细胞中 occludin 基因 mRNA 和

蛋白表达水平的变化及其与肿瘤细胞恶性增殖之间

的关系，以期为进一步研究 occludin 的生物学功能

奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 ( 1 ) 细胞株: 人乳腺癌细胞 MCF-7、
MDA-MB-231、SKBR-3 由本实验室冻存。( 2 ) 试剂:

二甲亚砜( DMSO，美国 Sigma 公司) ; 四甲基偶氮唑

蓝( MTT，上海生工生物工程公司，用 PBS 配制成

0． 5 mol /L 浓缩液) ; RT-PCR 试剂盒( MBI Fermentas
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公司) ; Trizol 试剂( Invitrogen 公司) ; 鼠抗人 occludin
抗体、纤 维 连 接 蛋 白 ( Fibronectin，FN，Human ) 、β-
actin 抗体( SANTA CRUZ 公司) ; HRP 标记的山羊

抗小鼠的 IgG( 北京中杉金桥公司) ; Western blot 超

敏发光液( super ECL plus，密理博公司) ; Transwell
小室( Corning 公司) ; 快速瑞氏-姬姆萨染液( 南京建

成公司) 。( 3 ) 仪器: CO2 培养箱( 日本科学株式会

社) ; CX-201 超 净 工 作 台 ( 蚌 埠 净 化 设 备 厂 ) ;

FACSCalibur 流式细胞仪( FCM，美国 BECTON DICK
INSON 公司) ; PCR 扩增仪( 德国 Eppendorf 公司) ;

Multiskan Asent 酶标仪( 芬兰) ; 水平垂直电泳槽、电
转移装置( 美国 BIO-RAD 公司) ; DDY-11131C 稳流

电泳仪( 北京六一仪器公司) 。
1． 2 细胞培养 人乳腺癌细胞 MCF-7、MDA-MB-
231、SKBR-3 接种于含 10% 灭活小牛血清的新鲜高

糖 DMEM 培养液中，置于 37 ℃、饱和湿度为 5%
CO2 培养箱中培养，2 ～ 3 天传代 1 次。所有实验操

作均采用对数生长期细胞。
1． 3 MTT 检测细胞增殖 接种 2． 0 × 103 个细胞于

96 孔板，含 200 μl 培养基，每隔 24 h 每孔加入 10 μl
MTT ( 5 g /L ) ，4 h 后 弃 上 清，每 孔 加 入 150 μl
DMSO，摇床上常温避光低速振荡 10 min，使结晶物

充分溶解。在酶联免疫检测仪 492 nm 波长处测量

各孔的吸光度值，每 24 h 检测 1 次，连续检测 6 d。
每组均设 5 个复孔，重复 5 次，取平均吸光度值。
1． 4 流式细胞术检测细胞周期 收集各组处于对

数生长期的 MCF-7、MDA-MB-231 和 SKBR-3 细胞，

PBS 洗涤 3 遍，用预冷的 70%乙醇 4 ℃固定过夜，离

心弃乙醇，PBS 洗涤 3 遍，加 50 μl PBS 重悬细胞，加

RNase( 25 mg /ml ) 2 μl，37 ℃ 作 用 1 h，再 加 PI
( 50 μg /ml) 2 μl，混匀，避光，冰上放置 30 min，取

1 × 106 个细胞上流式细胞仪检测。
1． 5 FN 蛋白黏附实验检测细胞黏附 Fibronectin
蛋白用 PBS 缓冲液溶解，按照终浓度为 5 μg /cm2 包

被 24 孔板，室温孵育 1 h，吸出多余液体，去离子水

( ddH2O) 轻洗 3 ～ 5 遍。取各组处于对数生长期细

胞，用无血清 DMEM 培养液制成单细胞悬液，计数、
调整细胞浓度为 1 × 105 /ml，每孔加细胞悬液 500
μl，置 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 1 h。每组细胞

3 个复孔，重复 3 次。培养结束后，PBS 洗涤 3 遍，

瑞氏 － 吉姆萨染液染色 5 ～ 8 min，ddH2O 冲洗 3 遍，

自然风干。倒置显微镜下观察，每孔选取 10 个视野

( × 400) 进行细胞计数，并照相。
1． 6 Transwell 检测细胞迁移 收集 MCF-7、MDA-

MB-231 和 SKBR-3 细胞，用无血清 DMEM 培养液制

成单细胞悬液，计数、调整细胞浓度为 1 × 105 /ml。
Transwell 小室置于 6 孔板内，上室加入 1． 5 ml 单细

胞悬 液，下 室 加 入 1． 5 ml 含 15% 小 牛 血 清 的

DMEM 培 养 液，置 37 ℃、5% CO2 培 养 箱 中 培 养

24 h。每 组 细 胞 3 个 复 孔，重 复 3 次。取 出

Transwell 小 室，PBS 洗 涤 2 遍，棉 拭 子 轻 轻 擦 去

Polycarbonate 膜上层的细胞，膜下层细胞用瑞氏 －
吉姆萨染液染色 5 ～ 8 min，ddH2O 冲洗，自然风干。
将 Transwell 小室置于倒置显微镜下观察，每个小室

选取 10 个视野( × 400) 进行细胞计数，并照相。
1． 7 RT-PCR 检测 occludin mRNA 表达

1． 7． 1 总 RNA 抽提与 cDNA 链合成 用不含小牛

血清的 DMEM 培养液洗涤收集的 MCF-7、MDA-MB-
231、SKBR-3 细胞 2 遍，计数 5 × 106 个细胞，加入

DEPC 预 处 理 过 的 Eppendorf 管，离 心 沉 淀 后 加

Trizol 试剂 1 ml，按操作说明提取总 RNA。紫外分

光光度计测定 A260 /A280 比值，检测纯度和浓度。取

约 2 μg RNA，按 逆 转 录 试 剂 盒 说 明 书 操 作 合 成

cDNA。
1． 7． 2 PCR 反应及扩增产物分析 occludin 和

GAPDH 引物由上海 Sangon 公司合成，引物序列及

扩增长度见表 1。

表 1 引物序列及扩增产物长度

引物 引物序列 扩增长度( bp)

occludin
上游: 5'-TAG TGT AGG CTA CCC TTA TGG AG-3'

下游: 5'-ATG CCC AGG ATA GCA CTC AC-3'
252

GAPDH
上游 5'-TGG GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3

下游: 5'-AGC AGA GGG GGC AGA GAT GAT-3'
375

25 μl PCR 反应 体 系: PCR Mix 12． 5 μl，free
Water 8． 5 μl，上下游引物各 1 μl，cDNA 2 μl ( 20
pmol /L) 。occludin 反应条件: 94 ℃ 预变性 3 min;

94 ℃变性 30 s，53． 4 ℃退火 30 s，72 ℃ 延伸 45 s，
扩增 35 个循环后 72 ℃ 终止平衡 10 min。GAPDH
反应条件: 95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性 45 s，63 ℃
退火 45 s，72 ℃ 延伸 1 min，35 个循环后 72 ℃ 终止

平衡 10 min。PCR 扩增产物分析: 2． 0%琼脂糖凝胶

电泳，Smart view 凝胶成像系统扫描电泳条带，以特

异性扩增产物条带灰度值( A) 与 GAPDH 条带灰度

值( A) 之比做半定量，分析人乳腺癌细胞 MCF-7、
MDA-MB-231 和 SKBR-3 中 occludin 基因表达水平。
1． 8 免疫细胞化学检测 occludin 蛋白表达 在
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6 孔板内放置处理过的盖玻片，人乳腺癌细胞 MCF-
7、MDA-MB-231、SKBR-3 培养于含 10% 小牛血清的

高糖 DMEM 中，37 ℃、饱和湿度 5% CO2 温箱孵育

72 h。PBS 洗涤，预冷的丙酮固定细胞 10 min，PBS
洗涤 3 遍。滴加一抗( 1∶ 50) ，37 ℃孵育 2 h，PBS 洗

涤 3 遍。滴加二抗( 1 ∶ 1 500 ) ，37 ℃ 孵育 30 min，

PBS 洗涤 3 遍。DAB 显色，苏木素复染，二甲苯透

明。光镜下选取 10 个视野( × 400) 进行细胞计数，

并拍照。
1． 9 Western blot 检测 occludin 蛋白表达 收集

4 × 106 个MCF-7、MDA-MB-231、SKBR-3 细胞，用预

冷的蛋白裂解液裂解细胞，按说明书操作提取总蛋

白，取上清液 16 μl 加 4 μl 5 × 上样缓冲液混匀，沸

水浴 5 min。SDS-PAGE ( 5% 浓缩液，10% 分离胶)

电泳，70 V 电泳 3 h。电转移条件为 250 mA 湿转

3 h，将凝胶中的蛋白质转移至 PVDF 膜上。丽春红

S 染膜、考马斯亮蓝染胶，通过与蛋白 Marker 比较，

确定目的条带位置。5% 脱脂奶粉封闭 3 h，一抗

( 1∶ 500) 4 ℃孵育过夜，充分洗膜，辣根过氧化物酶

标记二抗( 1∶ 10 000) 37 ℃孵育 2 h，充分洗膜，ECL
显色。结果经 Smart view 成像系统扫描条带，以目

的条带灰度值( A) 与 β-actin 灰度值( A) 之比作半

定量，分析 occludin 蛋白表达水平。
1． 10 统计学方法 采用方差分析和 q 检验。

2 结果

2． 1 MTT 检测细胞增殖 从第 3 天至第 6 天，

MCF-7 细胞增殖速度均低于 MDA-MB-231 和 SKBR-
3 细胞( P ＜ 0． 05 ～ P ＜ 0． 01 ) ，而 MDA-MB-231 与

SKBR-3 细胞增殖速度在第 3 天差异无统计学意义

( P ＞ 0． 05) ，而第 4 ～ 6 天差异有统计学意义( P ＜
0． 05) ( 见表 2) 。

表 2 不同人乳腺癌细胞株细胞增殖速度比较( ni = 6; x ± s)

时间( d) MCF-7 MDA-MB-231 SKBR-3 F P MS组内

1 0． 167 5 ± 0． 013 7 0． 163 8 ± 0． 015 7 0． 171 2 ± 0． 016 9 0． 34 ＞ 0． 05 0． 000 2

2 0． 265 5 ± 0． 017 7 0． 274 0 ± 0． 026 3 0． 282 1 ± 0． 020 7 0． 87 ＞ 0． 05 0． 000 5

3 0． 336 6 ± 0． 024 8 0． 426 5 ± 0． 036 5＊＊ 0． 413 8 ± 0． 028 7＊＊ 15． 38 ＜ 0． 01 0． 000 9

4 0． 525 3 ± 0． 041 9 0． 679 6 ± 0． 062 0＊＊ 0． 615 8 ± 0． 044 5＊＊△ 14． 31 ＜ 0． 01 0． 002 9

5 0． 734 5 ± 0． 061 9 0． 908 0 ± 0． 068 3＊＊ 0． 814 7 ± 0． 064 8△ 10． 69 ＜ 0． 01 0． 004 2

6 0． 574 1 ± 0． 045 9 0． 706 2 ± 0． 041 8＊＊ 0． 643 8 ± 0． 056 9＊△ 11． 08 ＜ 0． 01 0． 002 4

q 检验: 与 MCF-7 比较* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01; 与 MDA-MB-231 比较△P ＜ 0． 05

2． 2 流式细胞术检测细胞周期 结果显示，MCF-7
细胞中 G1 期所占比例高于 MDA-MB-231 和 SKBR-3

细胞( P ＜ 0． 05) ，而 G2、S 期所占比例均低于 MDA-
MB-231 和 SKBR-3 细胞( P ＜ 0． 01) ( 见图 1、表 3) 。

2． 3 FN 蛋白黏附实验检测细胞黏附 在 400 倍显

微镜下观察、计数并照相，结果显示，MCF-7 的细胞

数明显低于 MDA-MB-231 和 SKBR-3( P ＜ 0． 01) ，表

明 MCF-7 细 胞 异 质 间 黏 附 力 较 MDA-MB-231 和

SKBR-3 细胞弱( 见图 2、表 4) 。
2． 4 Transwell 检测细胞迁移 400 倍显微镜下计

数，结果显示，MCF-7 细胞通过膜的细胞数显著低于

MDA-MB-231 和 SKBR-3 细胞( P ＜ 0． 05 ) ( 见图 3、

表 5) 。
2． 5 RT-PCR 检测 occludin mRNA 表达 经 RT-
PCR 扩增，2． 0%琼脂糖凝胶电泳后，凝胶成像分析

可见 MCF-7 细胞 occludin mRNA 的表达高于 MDA-
MB-231 和 SKBR-3 细胞( P ＜ 0． 01 和 P ＜ 0． 05 ) ; 而

MDA-MB-231 与 SKBR-3 细胞之间 mRNA 的表达差

异无统计学意义( P ＞ 0． 05) ( 见图 4、表 6) 。
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表 3 流式细胞术检测人乳腺癌细胞周期分布［ni = 3;

x ± s; 百分比( %) ］

分组 G1 S G2

MCF-7 72． 16 ± 5． 12 11． 01 ± 0． 80 12． 91 ± 1． 49

MDA-MB-231 55． 12 ± 4． 36* 26． 23 ± 2． 15＊＊ 20． 69 ± 1． 69＊＊

SKBR-3 60． 40 ± 5． 12* 26． 21 ± 1． 75＊＊ 15． 60 ± 1． 38△△

F 9． 54 70． 20 20． 13

P ＜ 0． 01 ＜ 0． 01 ＜ 0． 01

MS组内 23． 916 2． 775 2． 327

q 检验: 与 MCF-7 比较* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01; 与 MDA-MB-

231 比较△△P ＜ 0． 01

2． 6 细胞免疫化学染色检测 occludin 蛋白表达

结果显示 MCF-7 细胞胞质内有更深的棕色颗粒信

号，可见 occludin 在 MCF-7 细胞中的蛋白表达高于

MDA-MB-231 和 SKBR-3 细胞( 见图 5) 。
2． 7 Western-blot 检测 occludin 蛋白表达水平

Smart view 分析结果显示，MCF-7 细胞中 occludin 蛋

白表达均高于 MDA-MB-231 和 SKBR-3 细胞( P ＜
0． 01 ) ; 而 MDA-MB-231 与 SKBR-3 细 胞 之 间

occludin 蛋白表达差异无统计学意义( P ＞ 0． 05) ( 见

图 6，表 7) 。

表 4 FN 蛋白黏附实验检测不同人乳腺癌细胞株细胞黏

附( ni = 3; x ± s)

分组 细胞数 F P MS组内

MCF-7 30 ± 8

MDA-MB-231 112 ± 15＊＊ 27． 43 ＜ 0． 01 216． 667

SKBR-3 101 ± 19＊＊

q 检验: 与 MCF-7 比较＊＊P ＜ 0． 01

表 5 不同人乳腺癌细胞株细胞迁移比较( ni = 3; x ± s)

分组 细胞数 F P MS组内

MCF-7 72 ± 15

MDA-MB-231 131 ± 30 5． 14 ＜ 0． 05 567． 000

SKBR-3 119 ± 24

3 讨论

恶性增殖和转移是恶性肿瘤的特征之一，细胞

间的相互连接既是维持组织结构稳定的基本条件，

也是调节细胞运动和发挥功能的重要因素之一，对

表 6 RT-PCR 检测不同人乳腺癌细胞中 occludin mRNA

表达( ni = 3; x ± s)

分组 occludin /GAPDH( % ) F P MS组内

MCF-7 40． 51 ± 4． 24

MDA-MB-231 27． 69 ± 2． 93＊＊ 12． 30 ＜ 0． 01 14． 322

SKBR-3 26． 83 ± 4． 05*

q 检验: 与 MCF-7 比较* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01
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表 7 Western blot 检测不同人乳腺癌细胞中 occludin 蛋

白表达( ni = 3; x ± s)

分组 occludin /β-actin( % ) F P MS组内

MCF-7 38． 37 ± 3． 18

MDA-MB-231 13． 45 ± 1． 34＊＊ 128． 179 ＜ 0． 01 4． 323

SKBR-3 16． 51 ± 1． 03＊＊

q 检验: 与 MCF-7 比较＊＊P ＜ 0． 01

细胞的增殖、分化有重要影响。所以，细胞连接机制

已成为肿瘤细胞侵袭转移乃至整个细胞生物学研究

的热点之一。近年来，随着连接相关分子的发现，以

及在众多恶性肿瘤中的异常表达，使其成为越来越

多学者关注的热点。肿瘤细胞的侵袭和转移，首先

必须从原发癌灶脱离出来，穿过细胞间隙进入血管

或淋巴管，随血液或淋巴液的循环形成远端转移。
细胞之间的连接结构和功能的改变使恶性肿瘤细胞

易于脱离原发组织，造成肿瘤细胞的扩散和远端转

移，对人体形成严重危害。研究［7］发现，occludin 可

促进紧密连接( TJS) 中选择性离子通道的形成，其

机制 还 不 甚 清 楚。在 狗 肾 传 代 细 胞 中 高 表 达 的

occludin 能降低离子的通透性，增加非带电分子甘

露醇的跨膜流动。进一步研究［8］显示，occludin 可

能是 GTPases 信号传导通路的初始受体，磷酸化的

occludin 可调节 TJS 的渗透性，而与细胞骨架蛋白的

活动无关，其具体机制尚不清楚。在 L 型纤维原细

胞中重新表达 occludin，能增强紧密链接的屏障功

能，在纤维原细胞中过度表达 occludin，能增加非

Ca2 + 依赖的黏附作用，表明 occludin 具有调节细胞

粘附的功能［9］。在 Pa4-Raf1 细胞株中，Raf1 抑制

occludin mRNA 的转录，使 occludin 的表达降低，细

胞极性丧失，重新表达 occludin 可恢复细胞的极性，

表明 occludin 对维持细胞极性发挥重要作用［10］。
在多数肿瘤的发生和发展过程中，occludin 的表达

降低或丧失，提示 occludin 与肿瘤的发生、发展和转

移密切相关。
Tobioka 等［3］研究发现，occludin 的表达随着子

宫内膜癌的分级升高而进行性降低，同时，随着癌细

胞向子宫肌层的浸润和淋巴结转移，occludin 的表

达也显著降低。Yin 等［4］采用原位杂交方法对 42
例胃癌组织标本进行 occludin mRNA 检测，结果表

明 occludin mRNA 的表达与肿瘤的分化相关，同时

可能与胃癌进行性多重耐药相关。Osanai 等［5］在对

胰腺癌侵袭转移的机制研究中发现，occludin 通过

调节 MEK /ERK 信号通路抑制胰腺癌细胞的解离分

散，从而抑制癌细胞的扩散。Notch 是一种已知的

调节细胞寿命的信号系统，该信号通路的激活可降

低 occludin 的 表 达，增 强 细 胞 的 迁 移 能 力［11］。
Nakatsukasa 等［12］的研究发现肿瘤相关钙信号转换

基因 2 的下调可降低 occludin 的表达，从而改变紧
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密连接的功能。
本研究对 3 株人乳腺癌细胞 MCF-7、MDA-MB-

231 和 SKBR-3 中 occludin mRNA 和蛋白表达以及

细胞增殖、黏附、迁移和细胞周期分布进行了检测分

析。结果显示 MCF-7 细胞中 occludin mRNA、蛋白

含量高于 MDA-MB-231 和 SKBR-3 细胞; 免疫细胞

化学染色结果显示高表达 occludin 蛋白的 MCF-7 细

胞呈抱团生长，细胞间黏附力强，细胞不容易离散，

而相对低表达 occludin 的 MDA-MB-231、SKBR-3 细

胞则相反; MTT、细胞黏附及迁移实验表明，MDA-
MB-231 和 SKBR-3 细胞增殖速度高于 MCF-7 细胞，

细胞的迁移力和对 FN 蛋白的黏附力均比 MCF-7
强。由此可推测 occludin 蛋白的低表达与人乳腺癌

细胞的恶性增殖、黏附和迁移呈负相关。本课题将

进一步构建 occludin 基因真核表达载体转染人乳腺

癌细胞，观察转染 occludin 对肿瘤细胞增殖、凋亡、
黏附和迁移能力的影响，进一步研究 occludin 蛋白

对肿瘤细胞增殖、黏附、迁移、凋亡的作用及其可能

机制。
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