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　　摘　要：　目的　前期研究显示Ｔ淋巴瘤侵袭转移诱导因子１（Ｔｉａｍ１）与喉癌临床预后密切相关。为了进一
步明确Ｔｉａｍ１对喉癌生物学行为的影响，通过上调Ｔｉａｍ１在喉癌细胞中的表达，观察Ｔｉａｍ１上调后对喉癌细胞体内
外增殖和侵袭转移能力的影响。方法　通过质粒转染构建 Ｔｉａｍ１稳定过表达的喉癌 Ｈｅｐ２细胞（Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１）；
本实验以ｐｃＤＮＡ３（Ｍｏｃｋ）质粒作为转染对照。实验共分３组：空白对照组（Ｈｅｐ２），转染 ｐｃＤＮＡ３（Ｍｏｃｋ）的 Ｈｅｐ２
细胞株（Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ）和稳定转染Ｔｉａｍ１基因的Ｈｅｐ２细胞株（Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１）。通过ＭＴＴ、划痕实验及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵
袭实验观察 Ｔｉａｍ１过表达后对 Ｈｅｐ２细胞体外增殖、迁移及侵袭能力的影响。通过构建喉癌裸鼠移植瘤动物模
型，进一步在体内水平观察Ｔｉａｍ１对喉癌的增殖及侵袭转移能力的影响。结果　ＭＴＴ实验显示Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１与对
照组Ｈｅｐ２及转染空载体的Ｈｅｐ２比较，各组之间细胞的增殖能力无明显差异（Ｐ＞０．０５）。划痕实验显示 Ｈｅｐ２／
Ｔｉａｍ１细胞的迁移距离明显多于另两组（Ｐ＜０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验发现穿过聚碳酸酯膜的Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１较其
他两组明显增多（Ｐ＜０．０５）。Ｈｅｐ２细胞的裸鼠移植瘤动物模型的成瘤率达１００％。实验组 Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１移植瘤
的体积及重量与其他两组相比均无明显差异（Ｐ＞０．０５），但颈淋巴结转移率显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｔｉａｍ１过
表达后对喉癌Ｈｅｐ２细胞体内外的增殖能力无明显影响，但能增强 Ｈｅｐ２细胞体内外的侵袭转移能力，提示其在
喉癌的进展中发挥了重要作用。
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ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＨｅｐ２ｉｎｖｉｖｏ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇｒｏｕｐｏｆＨｅｐ２ａｎｄｃｅｌｌｌｉｎｅ
ｗｉｔｈｎｕｌｌｖｅｃｔｏｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＴＴａｓｓａｙｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｍｏｎｇ
３ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，Ｔｉａｍ１ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｌｅｄｔｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ（Ｐ
＜０．０５）ｏｆｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｍｅｔａｓｔａｔｉｃｘｅｎｏｇｒａｆｔｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌｗａｓ１００％．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇ３ｇｒｏｕｐｓｏｎｔｈｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅａｎｄｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｏｆ
ｘｅｎｏｇｒａｆｔｅｄｔｕｍｏｒｓ（ｂｏｔｈＰ＞０．０５）．ＴｈｅｃｅｒｖｉｃａｌｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓｍｅｔａｓｔａｓｉｓｒａｔｅｉｎｔｈｅｇｒｏｕｐｏｆＨｅｐ２／Ｔｉａｍ１ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＵｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＴｉａｍ１ｈａｓｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｉｎ
ｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ，ｂｕｔｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔＴｉａｍ１
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｔｌｙｍｐｈｏｍａｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ１；Ｉｎｖａｓｉｏｎ；Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；Ｉｎ
ｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ

　　喉癌是世界上最常见的肿瘤之一，约占所有肿瘤
的６％。在全世界范围内，喉癌平均每年新增病例超
过５０００００例，每年新增死亡人数超过２０００００例［１２］。

尽管喉癌在手术、放疗及化疗等方面的研究有大量

的进展，但是喉癌患者的长期预后仍然不理想。肿

瘤的局部复发、淋巴结转移和远处转移是影响喉癌

患者预后的主要原因［３４］。肿瘤的恶性生物学行为

需要多种特异性蛋白的激活以及失活，而这些特异

性蛋白的表达和功能方面的调节就有可能会阻止肿

瘤细胞的恶性生物学行为。因此，寻找与肿瘤复发

及转移密切相关的蛋白，从而采取有效的干预或预

防措施是目前喉癌基础研究中的热点。

Ｔ淋巴瘤侵袭转移诱导因子１（Ｔｌｙｍｐｈｏｍａｉｎ
ｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ１，Ｔｉａｍ１）是
１９９４年由Ｈａｂｅｔｓ等采用前病毒插入致突变的原理，
由ＢＷ５１４７小鼠的Ｔ淋巴瘤细胞高侵袭变异株中分
离鉴定而得到的［５］。Ｔｉａｍ１在人类多种恶性肿瘤中
呈高表达状态，而且与恶性肿瘤细胞的侵袭、转移等

特性密切相关［６１０］。有关Ｔｉａｍ１在头颈肿瘤中的表
达，相关研究主要集中于鼻咽癌方面，还有少许在口

腔癌及甲状腺癌中的研究，而在喉癌及下咽癌中则

报道甚少［１１１３］。我们前期在喉癌组织水平的研究

结果已表明 Ｔｉａｍ１的表达与喉癌患者的淋巴结转
移、临床分期、组织病理学分级以及肿瘤的复发等临

床病理特征密切相关［１４１５］。这些结果均提示 Ｔｉａｍ１
可能在喉癌的发生、发展中发挥了重要的作用。因

此，本研究通过构建过表达Ｔｉａｍ１的人喉癌细胞株，
观察Ｔｉａｍ１过表达前后细胞生物学行为的改变，从
体外细胞及动物体内水平来阐明Ｔｉａｍ１的过表达对
喉癌细胞生长，迁移及侵袭能力的影响，为进一步探

讨Ｔｉａｍ１在喉癌中的作用机制打下基础。

１　材料与方法

１．１　质粒、主要试剂及仪器
以ｐｃＤＮＡ３为载体的 Ｔｉａｍ１／Ｃ１１９９质粒（氨苄

抗性）由ＪｏｈｎＣｏｌｌａｒｄ（ｔｈｅＮｅｔｈｅｒｌａｎｄｓＣａｎｃｅｒＩｎｓｔｉｔｕ
ｔｅ）惠赠。Ｔｉａｍ１兔抗人多克隆抗体（美国Ｓａｎｔａｃｒｕｚ
公司），βａｃｔｉｎ小鼠抗人单克隆抗体（上海碧云天有
限公司），辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ、辣根酶标记
山羊抗兔ＩｇＧ、兔二步法免疫组化检测试剂盒（北京
中杉金桥有限公司），Ｇ４１８（美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司），Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司），Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶（美国 ＢＤ
公司），Ｅｌｘ８００酶标仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）。

１．２　细胞转染及稳定细胞株的筛选
Ｈｅｐ２细胞（购自中国科学院上海生命科学研

究院细胞资源中心）置于３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度
的条件下，用含有１０％的胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ链霉
素和１００Ｕ／ｍＬ青霉素的完全培养基进行常规培
养。Ｔｉａｍ１／Ｃ１１９９质粒经常规的转化、抽提及鉴定。
将Ｈｅｐ２细胞接种于 ６孔板中，每孔 ３×１０５个细
胞，待细胞融合率在 ５０％ ～７０％时，将 ７μｇ质粒
ＤＮＡ与 １０μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００形成复合物，培
养６～８ｈ后更换完全培养基。继续培养４８ｈ后加
入含Ｇ４１８（终浓度为８００μｇ／ｍＬ）的培养液，持续筛
选约２周，可见阳性细胞克隆出现。将细胞克隆接
种于９６孔板中，扩增培养（Ｇ４１８使用维持浓度
４００μｇ／ｍＬ）获得稳定转染的细胞株。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
验证转染后Ｈｅｐ２细胞中 Ｔｉａｍ１蛋白的上调效果。
本实验以ｐｃＤＮＡ３（Ｍｏｃｋ）质粒作为转染对照。实验
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共分３组：①空白对照组（Ｈｅｐ２）；②转染 ｐｃＤＮＡ３
（Ｍｏｃｋ）的 Ｈｅｐ２细胞株（Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ）；③稳定转
染Ｔｉａｍ１基因的Ｈｅｐ２细胞株（Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１）。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

收集处于对数生长期的细胞或裸鼠移植瘤组

织，加入细胞裂解液行总蛋白提取。然后按照 ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒的说明书进行蛋白浓度的测

定。取４０μｇ蛋白变性处理后在８％的 ＳＤＳＰＡＧＥ
中进行电泳。蛋白电泳后转膜至ＰＶＤＦ膜。加入相
应的抗体（Ｔｉａｍ１按１∶１００稀释，βａｃｔｉｎ按１∶１０００
稀释）后置于４℃冰箱中过夜。次日在 ＰＶＤＦ膜中
再加入相应的二抗（山羊抗兔ＩｇＧ按１∶１０００稀释，
山羊抗小鼠ＩｇＧ按１∶５０００稀释），室温下孵育２ｈ。
ＰＶＤＦ膜稍干后滴加 ＤＡＢ显色液，ＰＶＤＦ膜显色后
扫描记录。以 βａｃｔｉｎ作为内参照，采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ凝胶成像分析系统对条带进行半定量灰度分
析。实验重复３次，结果取平均灰度值。
１．４　ＭＴＴ实验检测细胞的增殖能力

以每孔５×１０３个处于对数生长期的细胞接种
于９６孔板中，每孔体积２００μＬ，每组细胞设６个副
孔，同时设空白对照。然后每隔 ２４ｈ，连续 ３ｄ用
ＭＴＴ法检测各组细胞的生长情况。到时间点时，每
孔加入５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续培养４ｈ
后，吸弃孔中培养基后，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ。
ＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ２洗板机上振荡使结晶物充分溶解，以
空白对照孔调零，在酶联免疫检测仪５７０ｎｍ处测量
各孔的吸光度值（ＯＤ值）。实验重复３次，结果取
平均值，以相对应的 ＯＤ值表示细胞增殖能力的大
小，绘制生长曲线。

１．５　细胞划痕实验
将处于对数生长期的细胞接种于预铺有纤连蛋

白的６孔板中，每组细胞设２个副孔，每孔５×１０５个
细胞，３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养过夜，之后换无血
清培养基，继续培养２４ｈ。待细胞长至约９０％融合
时，用１０μＬ的Ｔｉｐ头比着直尺垂直划出１条无细
胞的细痕，ＰＢＳ溶液洗去脱落的细胞，加入无血清培
养基继续培养。分别于划痕后０、４８ｈ观察细胞划
痕处的愈合情况并拍照。实验重复３次，结果取平
均值。

１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验
取１００μＬ稀释的Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（３．９μｇ／ｕＬ）置于

孔径为８μｍ的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室的聚碳酸脂膜上，使
膜上所有的微孔均被 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶覆盖。在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
上室加入２ｍＬ无血清培养基的细胞悬液（细胞密

度为５×１０４个／ｍＬ），下室加入１ｍＬ含１０％胎牛血
清的完全培养基。３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养２４ｈ
后，取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，棉签擦尽上室面的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
胶和未穿透膜的细胞，下室用９５％乙醇固定后，苏
木素染色，倒置显微镜下随机取５个高倍镜视野观
察、计数并拍照。计数小室下室的细胞数即为穿透

Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的细胞数，取平均数作为实验结果，以该
细胞数代表肿瘤细胞的侵袭力。实验重复３次，每
组细胞设３个副孔。
１．７　人喉癌裸鼠移植瘤动物模型的建立

４周龄 ＳＰＦ级雄性 ＢＡＬＢ／Ｃ裸鼠（约２０ｇ／只）
购自中国科学院上海实验动物中心。调整对数生长

期的细胞浓度为２．０×１０７个／ｍＬ。将各组细胞以
８．０×１０６个（０．４ｍＬＰＢＳ细胞悬液）细胞／只接种于
每只裸鼠右侧腋下。实验动物分 Ｈｅｐ２组 ７只，
Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ组７只，Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１组６只。每隔３ｄ
用游标卡尺测量其右侧腋下原位肿瘤的长径（ａ）与
短径（ｂ），按公式π／６×（ａ×ｂ２）计算原位肿瘤的近
似体积。接种２５ｄ后，断颈处死裸鼠，剥离原位肿
瘤、双侧淋巴结及肝肺组织。测得原位肿瘤的重量。

组织固定后石蜡包埋行连续组织切片，以明确移植

瘤形成及淋巴结、肝肺转移情况。另一部分原位肿

瘤用于后续组织蛋白的提取。

１．８　免疫组织化学染色
应用兔二步法免疫组化检测试剂盒进行操作。

石蜡切片脱蜡、水化及进行抗原修复后，滴加 ３％
Ｈ２Ｏ２溶液置于３７℃恒温箱中孵育，加入兔抗人 Ｔｉ
ａｍ１多克隆抗体（用ＰＢＳ液按１∶５０稀释）后，４℃冰
箱中孵育过夜，次日滴加山羊抗兔ＩｇＧ抗体ＨＲＰ多
聚体，孵育后滴加 ＤＡＢ显色溶液，显微镜下控制显
色时间，以阳性细胞着色而背景不着色为准，苏木素

复染，蒸馏水冲洗，自来水返蓝，１％盐酸乙醇分化；
上行梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

１．９　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行分析。计量资料

以珋ｘ±ｓ表示，采用多样本均数的方差检验（ＡＮＯＶＡ）
进行分析。所有检验均为双侧检验，显著性检验水平

α＝０．０５。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｔｉａｍ１基因稳定过表达的喉癌 Ｈｅｐ２细胞株
的建立

Ｈｅｐ２细胞转染 Ｔｉａｍ１／Ｃ１１９９质粒后 Ｇ４１８持
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续筛选约２周，可见阳性细胞克隆出现，随机挑取
３个转染Ｔｉａｍ１／Ｃ１１９９质粒的单克隆（分别命名为
Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３）和 １个转染空载体的单克隆（命名为
Ｃ／Ｍ）扩增培养。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行单克隆鉴定，其结
果显示３个Ｔｉａｍ１过表达的转染克隆细胞（Ｔ１、Ｔ２、
Ｔ３）的Ｔｉａｍ１蛋白表达水平均有不同程度的增高，而
与转染空载体的克隆细胞（Ｃ／Ｍ）及未转染细胞
（Ｈｅｐ２）相比较，差异具有统计学意义（Ｆ＝３１．２９８，
Ｐ＜０．０１）；而且 Ｔ１克隆的 Ｔｉａｍ１蛋白表达量最高
（图１）。因此，可以认为Ｔｉａｍ１基因已经稳定转染到
Ｈｅｐ２细胞中，并且我们选取Ｔｉａｍ１过表达效率最高
的Ｔ１克隆细胞进行后续的体内外功能实验。
２．２　Ｔｉａｍ１过表达对 Ｈｅｐ２细胞体外增殖能力的
影响

为了验证Ｔｉａｍ１对Ｈｅｐ２细胞体外增殖能力的
影响，采用 ＭＴＴ法检测了 Ｈｅｐ２细胞的生长情况。
以ＯＤ值为纵坐标，各时间点为横坐标绘制生长曲
线（图２）。通过连续３ｄ的比较，发现Ｈｅｐ２、Ｈｅｐ２／
Ｍｏｃｋ及 Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１３组细胞之间的增殖能力无

明显统计学差异（Ｐ均＞０．０５）。该结果提示 Ｔｉａｍ１
基因过表达后对Ｈｅｐ２细胞的体外增殖能力无明显
影响。

２．３　Ｔｉａｍ１过表达后对 Ｈｅｐ２细胞的体外迁移及
侵袭能力的影响

通过划痕实验观察细胞迁移能力的改变，结果发

现划痕４８ｈ后Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１组细胞体外划痕后的迁
移距离与对照组Ｈｅｐ２和Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ组相比明显增
加（１４７．００±２６．０６ｖｓ８３．３３±２３．１８，９６．３３±１６．０１），
差异具有统计学意义（Ｆ＝６．９１６，Ｐ＜０．０５），而Ｈｅｐ２
与Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ组间差异不明显（图３）。之后进一步
采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验比较各组细胞侵袭能力的变
化，结果发现２４ｈ后Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１组细胞穿过Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室聚碳酸酯膜的细胞数较对照组 Ｈｅｐ２和
Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ组明显增多（６８．３３±６．６６ｖｓ４３．００±
８．８９，４５．００±７．５５）（Ｆ＝９．９００，Ｐ＜０．０５），而Ｈｅｐ２
与Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ组间差异不明显（图４）。上述结果证
实Ｔｉａｍ１基因过表达后能增强Ｈｅｐ２细胞的体外迁
移及侵袭能力。
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图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｔｉａｍ１在蛋白水平的上调效果，
Ｔｉａｍ１／Ｃ１１９９质粒转染Ｈｅｐ２细胞株使 Ｔｉａｍ１基因过表达
　注：Ｐ＜０．００１，Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ，Ｃｏｎｔｒｏｌ代表未转染
的Ｈｅｐ２细胞；Ｃ／Ｍ代表转染空载体的单克隆；Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３
代表３个转染Ｔｉａｍ／Ｃ１１９９质粒的单克隆。
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图２　ＭＴＴ法检测Ｈｅｐ２、Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ及Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１细胞
的体外增殖情况，结果显示 Ｔｉａｍ１过表达后对 Ｈｅｐ２细胞
的体外增殖能力无明显影响
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图３　Ｔｉａｍ１过表达后对喉癌细胞株Ｈｅｐ２细胞体外迁移能力的影响　Ａ：划痕实验结果显示Ｔｉａｍ１过表达后Ｈｅｐ２细胞的体
外迁移愈合能力明显增加　（×１００）；Ｂ：各组细胞体外迁移距离的柱状统计图　注：Ｐ＜０．０５，Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１ｖｓＨｅｐ２，Ｈｅｐ２／
Ｍｏｃｋ。
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２．４　免疫组织化学及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测移植瘤标本
中Ｔｉａｍ１的表达水平

所有裸鼠原位肿瘤剥离石蜡包埋切片后，常规

ＨＥ染色均可见细胞核增大，核仁深染，细胞异型性
非常明显，符合Ｈｅｐ２细胞移植瘤的特点，这说明我
们成功构建了喉癌 Ｈｅｐ２细胞株的移植瘤动物模

型。所有裸鼠原位肿瘤行免疫组织化学染色技术发

现Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１细胞移植瘤中 Ｔｉａｍ１的染色强度明
显强于Ｈｅｐ２及 Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
显示Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１细胞移植瘤中 Ｔｉａｍ１的表达水平
明显高于 Ｈｅｐ２及 Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ组（Ｐ＜０．０５）。见
图５。
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图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果显示Ｔｉａｍ１过表达后对喉癌细胞株Ｈｅｐ２细胞体外侵袭能力的影响　Ａ：Ｔｉａｍ１过表达后Ｈｅｐ２
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图５　免疫组织化学染色及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组移植瘤标本中Ｔｉａｍ１的表达　Ａ：Ｈｅｐ２细胞接种后移植瘤　（ＨＥ×２００）；
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２．５　Ｔｉａｍ１基因过表达对喉癌细胞体内生长能力
的影响

所有接种Ｈｅｐ２细胞的裸鼠在第２５天处死时，
右侧腋下均可见明显的移植瘤，成瘤率达 １００％。
根据所测得的移植瘤长短径，计算出移植瘤体积，从

而得到３组细胞移植瘤体积生长曲线。Ｈｅｐ２、Ｈｅｐ
２／Ｍｏｃｋ及Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１组细胞最终的移植瘤体积
分别为（６３９．６６１±３１９．２５７、７０５．６４７±３９７．４６０及
５４８．８３６±３２５．９７８）ｍｍ３／只，方差分析结果显示
３组细胞的最终移植瘤体积并无统计学差异（Ｆ＝
０．３２４，Ｐ＞０．０５）。Ｈｅｐ２、Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ及 Ｈｅｐ２／
Ｔｉａｍ１３组细胞的移植瘤重量分别为（０．６５０±
０．３６６、０．７７５±０．４５３及０．５６６±０．２７４）ｇ／只，方差
分析结果亦显示３组细胞移植瘤重量无统计学差异
（Ｆ＝０．５１１，Ｐ＞０．０５）。以上结果均提示 Ｔｉａｍ１基
因过表达后对喉癌Ｈｅｐ２细胞接种后的移植瘤体内
生长无明显影响。见图６。
２．６　Ｔｉａｍ１基因过表达对喉癌细胞体内淋巴结转
移能力的影响

Ｈｅｐ２细胞组７只裸鼠中共２只双侧、２只单侧
（共计６个淋巴结，转移率为 ４２．９％）可见淋巴结微
转移灶；Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ细胞组７只裸鼠中共１只双侧、
３只单侧（共计５个淋巴结，转移率为３５．７％）可见淋

巴结微转移灶；而Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１细胞组６只裸鼠中共
３只双侧３只单侧（共计９个淋巴结，转移率为７５％）
可见淋巴结微转移灶。Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１细胞组与前两
组的淋巴结转移率比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），见图７。同时所有裸鼠肝肺组织中未见转移
灶。因此，这表明 Ｔｉａｍ１基因过表达能够促进喉癌
Ｈｅｐ２细胞株在动物体内的淋巴结转移能力。
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图７　Ｔｉａｍ１基因过表达后对喉癌Ｈｅｐ２细胞株在裸鼠体内

淋巴结转移能力的影响　注：Ｐ＜０．０５，Ｈｅｐ２／Ｔｉａｍ１ｖｓ
Ｈｅｐ２，Ｈｅｐ２／Ｍｏｃｋ。
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图６　Ｔｉａｍ１基因过表达后对喉癌Ｈｅｐ２细胞株在裸鼠体内生长的影响　Ａ：Ｈｅｐ２细胞接种后第２５天裸鼠处死时的图片；
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３　讨论

在我们的研究中，ＭＴＴ实验显示 Ｔｉａｍ１过表达
后对 Ｈｅｐ２细胞株的体外增殖能力无明显影响
（Ｐ＞０．０５）。而细胞划痕实验及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验
均发现 Ｔｉａｍ１过表达后，Ｈｅｐ２细胞的体外迁移及
侵袭能力均显著增加（Ｐ＜０．０５）。本研究中３组细
胞的裸鼠移植瘤动物模型均１００％成瘤，而且３组
细胞的移植瘤标本中均有肿瘤破溃的情况出现，据

此，我们认为喉癌 Ｈｅｐ２细胞在裸鼠体内有着很高
的致瘤性。过表达Ｔｉａｍ１的Ｈｅｐ２细胞株在裸鼠体
内的成瘤速度及最终质量较两对照组相比无明显差

异（Ｐ＞０．０５），但颈淋巴结的转移率明显增加（Ｐ＜
０．０５）。因此，我们体外及体内的研究结果均说明
Ｔｉａｍ１的过表达对喉癌 Ｈｅｐ２细胞的生长能力无明
显影响，但能够促进其侵袭及转移能力。我们前期

组织病理学的研究结果表明Ｔｉａｍ１的高表达与喉癌
的Ｔ分期之间无明显统计学关系，但是与喉癌患者
的颈淋巴结转移密切相关［１４１５］。因此，我们现今在

细胞水平上的研究结果与前期组织学上的研究结果

相符。

有关Ｔｉａｍ１对其他肿瘤生物学行为的影响，刘
莉等［１６］发现Ｔｉａｍ１过表达后能够增强结直肠癌细
胞的体内增殖能力。Ｈｏｕ等［１７］发现 Ｔｉａｍ１基因沉
默能够降低肺巨细胞癌的体内侵袭转移能力。还有

相关研究发现 Ｔｉａｍ１对肺腺癌、胆管癌细胞的体内
生长及迁移侵袭能力均有影响，而且 Ｔｉａｍ１的侵袭
功能既依赖于Ｒｈｏ介导的细胞信号传导通路，也依
赖于非Ｒｈｏ介导的细胞信号传导通路［１８１９］。Ｈｕａｎｇ
等［１０］通过将肝癌细胞注射入裸鼠侧腹部皮下形成

移植瘤，他们发现 Ｔｉａｍ１的过表达能够促进肿瘤细
胞的生长及转移能力，而下调 Ｔｉａｍ１的表达水平则
能够抑制肿瘤细胞的增长及转移能力。还有研究发

现下调Ｔｉａｍ１的表达能够抑制结直肠癌移植瘤的生
长能力，并且会减少肿瘤细胞向肝肺的转移［２０］。由

此可见，以上研究均认为 Ｔｉａｍ１对肿瘤细胞的体内
外生长、尤其是侵袭转移能力均有影响。而对于我

们的研究中Ｔｉａｍ１对喉癌生长方面影响的研究结果
与其他大部分的研究结果不符，我们认为可能与细

胞的特异性、体内实验的样本量及裸鼠造模的方法

差异等因素有关。而有关Ｔｉａｍ１对喉癌侵袭转移能
力相关的信号通路的进一步阐明将有助于深入探讨

喉癌的发病机制。

４　结论

Ｔｉａｍ１过表达后对喉癌细胞的体内外增殖能力
无明显影响，但能增强喉癌细胞的体内外侵袭转移

能力。以上结果表明Ｔｉａｍ１在喉癌的进展中可能发
挥了重要的作用，其有可能成为喉癌治疗中的潜在

干预靶点。
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