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ＴＰＭ１调节口腔鳞癌的增殖、侵袭迁移及其机制研究
闫大勇　蔡晓清　郭乐乐　钟克涛　张　瑞

摘　要　目的　探讨 ＴＰＭ１在口腔鳞癌组织中的表达情况及对人口腔鳞癌细胞恶性表型的影响。方法　通过 ＲＴ－ＰＣＲ检

测口腔鳞癌组织和癌旁组织标本 ＴＰＭ１的表达情况。选取 ＣＬＡ２７和 ＨＳＣ３细胞作为后续实验对象，构建 ＴＰＭ１干扰质粒。采用

ＲＴ－ＰＣＲ检测 ＴＰＭ１转染后表达效果，采用 ＣＣＫ－８检测细胞 ０、２４、４８和 ７２ｈ增殖情况，划痕实验检测细胞迁移，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测

细胞侵袭能力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＭＭＰ家族蛋白表达情况。结果　ＴＰＭ１在口腔鳞癌组织中高表达（Ｐ＜０．０５）。ＲＴ－ＰＣＲ结

果显示敲减组 ｍＲＮＡ表达显著低于空载组（Ｐ＜０．０５）；过表达组 ｍＲＮＡ表达显著高于空载组（Ｐ＜０．０５）。与空载组比较，敲减

组细胞增殖、迁移和侵袭能力显著降低（Ｐ＜０．０５）；过表达组细胞增殖、迁移和侵袭能力显著增高（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检

测结果显示，相对于空载组敲减组 ＭＭＰ９蛋白表达水平显著下降（Ｐ＜０．０５）；过表达组 ＭＭＰ９蛋白表达水平显著上升（Ｐ＜

００５）。结论　ＴＰＭ１在口腔鳞癌组织中呈现高表达，ＴＰＭ１可能通过调节 ＭＭＰ９蛋白显著影响口腔鳞癌细胞的增殖、迁移、侵袭

能力。

关键词　ＴＰＭ１　口腔鳞癌　ＭＭＰ　增殖　侵袭
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　　口腔鳞癌是世界上最常见的口腔恶性肿瘤，每年
有超过 ２７．５万新发病例，将近 １２．５万患者因此死
亡。因其复发率高、转移快、预后差等特点导致口腔

鳞癌的５年生存率约为 ５０％［１，２］
。因此，研究口腔鳞

癌发生、发展的分子机制，为口腔鳞癌诊治提供新的

靶点，从而提高治疗效果，具有重要意义。

ＴＰＭ１（ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ－１）是原肌球蛋白家族成员，
在肌肉细胞中通过钙离子调节肌肉收缩，而在非肌肉

细胞中具有复杂的功能性
［３，４］
。有研究表明原肌球

蛋白的突变与心脏和骨骼肌疾病直接相关，而原肌球

蛋白表达水平的改变与肿瘤的发生、发展密切相

关
［５，６］
。Ｓｈｉｎ等［７］

首先报道了在乳腺癌中 ＴＰＭ１的表
达下调并抑制肿瘤的进展，后续研究发现 ＴＰＭ１在肾
癌细胞中表达水平上调，并且诱导细胞凋亡和抑制其

侵袭
［８］
。但目前 ＴＰＭ１是否对口腔鳞癌的细胞生物

学行为有影响以及影响机制尚不明确。

·２９·
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本研究通过患者的组织样本分析 ＴＰＭ１在口腔
鳞癌中的表达水平，通过构建 ＴＰＭ１干扰质粒，检测
转染前后细胞增殖、迁移和侵袭功能以及 ＭＭＰｓ蛋白
表达水平的变化，初步探讨口腔鳞癌发生、发展的可

能机制。

资料与方法

１．组织标本采集：收集郑州市中心医院 ２０１８年
９月 ～２０１９年 ５月口腔鳞癌手术切除的肿瘤组织
标本３０例及癌旁组织标本７例。选择要求如下：①
术前及术后病理证实为口腔鳞癌；②患者术前未行
放疗、化疗及其他治疗；③术后病理取材部位包括
表面区、中心区、深层浸润区、癌旁组织；④本研究
纳入 ３０例研究对象，其中，男性 １７例，女性 １３例，
患者平均年龄 ５７．３岁（２７～７１岁），Ｔ１期 １２例，Ｔ２
期 １３例；Ｔ３期 ５例。所有程序经郑州市中心医院
医学伦理学委员会审查批准，患者均签署知情同

意书。

２．细胞株与主要试剂：人口腔鳞癌细胞株 ＣＬＡ２７
和 ＨＳＣ３（中国科学院上海细胞库），ＲＰＭＩ１６４０培养
基（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），优质小牛血清（美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＧＡＰＤＨ抗体，ＭＭＰｓ抗体（美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。ＴＰＭ１敲减以及过表达
及其空白重组质粒（美国 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司），Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。

３．细胞转染：将适量细胞种至 ６孔板中，至细胞
融合达到 ６０％ ～７０％时进行转染。在 １５０μｌＲＰ
ＭＩ１６４０中分别加入 ５μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００和
４μｇ质粒，室温静置 ５ｍｉｎ，轻轻混匀，孵育 ２０ｍｉｎ。弃
去原６孔板内的培养基，加入 ＲＰＭＩ１６４０和混合物共
１ｍｌ，４～６ｈ之后再更换成含有血清的培养基。

４．ＲＴ－ＰＣＲ检测样本中 ＴＰＭ１的表达：Ｔｒｉｚｏｌ法
提取组织／细胞总 ＲＮＡ，使用反转录酶按说明书将其
转录为 ｃＤＮＡ，再进行 ＰＣＲ反应，扩增条件为 ９５℃
５ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，共 ４０个循环。内参基因
为 ＧＡＰＤＨ，使用２－ΔＣｔ法计算基因相对表达量。

５．细胞增殖：将转染质粒４８ｈ后的细胞用胰酶消
化并计数，按每孔１５００～２０００个细胞接种于 ９６孔板
内，每组６个复孔。各组细胞在 ３７℃、５％ＣＯ２培养
箱中分别培养 ０、２４、４８、７２ｈ后使用 ＣＣＫ－８测量。
测量时每孔加入 １０μｌＣＣＫ－８试剂和 １００μｌ培养基
混合液，并设立空白对照孔，在培养箱内孵育 １ｈ，酶
标仪检测 ４５０ｎｍ波长处的吸光度值，注意检测时要
除去气泡。

６．细胞迁移：在６孔板中加入约 １０６个细胞使过
夜后细胞融合率达到 １００％。第 ２天用 ２０μｌ高压灭
菌枪头比着直尺，垂直于标记的横线划痕。ＰＢＳ洗去
除划线时脱落的细胞，加入完全培养基 １毫升／孔。
放入３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。按 ０、６、１２、２４ｈ
取样，在１０倍镜头下拍照。使用 ＩｍａｇｅＪ软件计算面
积，通过面积和高度计算平均距离。

７．细胞侵袭：将培养基与 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶以 １∶１０
的比例混合后，在每个小室上室加入 ９０ｍｌ，孵育 ４～
６ｈ，待其凝固后，将转染４８ｈ的细胞消化并计数，在上
室加入２００μｌ细胞悬液（含 １×１０５个细胞），下室加
入８００μｌ培养液，培养 ４８ｈ后取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，将
上室中残留细胞擦去，下室采用结晶紫染色 ２０ｍｉｎ，
ＰＢＳ冲洗３～４次后，对膜下方细胞采用观察并计数。
每组重复３次。

８．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测：细胞转染 ４８ｈ后提取蛋
白，检测蛋白浓度。每孔上样 ２０μｇ，使用 １０％ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ胶电泳分离，之后转移至 ＰＶＤＦ膜上。室温下
５％脱脂牛奶封闭２～３ｈ，ＴＢＳＴ洗３次（每次１０ｍｉｎ），
随后一抗４℃孵育，摇床过夜，次日 ＴＢＳＴ洗膜，二抗
室温孵育 １～２ｈ，洗膜 ３次之后显影，检测蛋白表达
情况。

９．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对数
据进行统计分析，实验数据用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，组间采用 ｔ检验进行比较，以 Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

结　　果
１．ＴＰＭ１的表达水平：ＲＴ－ＰＣＲ检测结果显示，

ＴＰＭ１在人口腔鳞癌组织中相对表达水平显著高于人
正常口腔组织中的表达水平，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，图１）。

图 １　ＴＰＭ１在口腔鳞癌组织和正常组织中表达水平
Ｐ＜０．０５
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２．各组细胞系转染 ＴＰＭ１后相对表达量比较：细
胞转染后，与空载组比较，过表达组 ＴＰＭ１表达水平
显著升高，且差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；敲减组

ＴＰＭ１表达水平显著降低，且差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图２）。

图 ２　过表达以及敲减 ＴＰＭ１后 ＴＰＭ１表达水平变化

Ａ．ＣＬＡ２７细胞；Ｂ．ＨＳＣ３细胞；与空载组比较，Ｐ＜０．０５

　

　　３．ＴＰＭ１表达水平对细胞增殖的影响：ＴＰＭ１过
表达后，细胞的增殖速度显著升高；敲减 ＴＰＭ１后，细

胞的增殖速度显著降低（Ｐ＜０．０５，图３）。

图 ３　过表达以及敲减 ＴＰＭ１对口腔鳞癌细胞增殖活性的影响

Ａ．过表达 ＴＰＭ１促进细胞增殖；Ｂ．敲减 ＴＰＭ１抑制细胞增殖；与空载组比较，Ｐ＜０．０５

　

　　４．ＴＰＭ１表达水平对细胞迁移的影响：划痕实验显
示，过表达 ＴＰＭ１后，细胞的迁移速度显著升高；敲减
ＴＰＭ１后，细胞的迁移速度显著降低（Ｐ＜０．０５，图４）。

５．ＴＰＭ１表达水平对细胞侵袭的影响：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
侵袭实验结果显示，过表达 ＴＰＭ１后细胞的侵袭能力
显著升高；敲减 ＴＰＭ１后细胞的迁侵袭能力显著降低
（Ｐ＜０．０５，图５）。

６．干扰 ＴＰＭ１表达对 ＭＭＰｓ表达水平的影响：通
过前期细胞功能学实验，发现干扰 ＴＰＭ１的表达会影
响细胞侵袭、迁移的能力。进一步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测 ＭＭＰｓ表达水平。结果显示，过表达 ＴＰＭ１后
ＭＭＰ９的表达水平显著上升（Ｐ＜０．０５），ＭＭＰ２和
ＭＭＰ７的表达水平不受影响；敲减 ＴＰＭ１后 ＭＭＰ９的
表达水平显著下降（Ｐ＜０．０５），然而 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ７
的表达水平不受影响（图６）。

讨　　论
口腔鳞癌是头颈部鳞癌最常见的类型，大约占口

腔恶性肿瘤的９０％。尽管口腔鳞癌的发生率和病死
率最近逐渐降低，但是其 ５年生存率仍然低于
５０％［９～１１］

。普遍认为，淋巴结转移和远处转移是导

致口腔鳞癌患者死亡的主要原因
［１２］
。因此，阐明调

节口腔鳞癌转移的潜在机制对于口腔鳞癌的治疗至

关重要。但是，口腔鳞癌转移的潜在分子机制至今尚

不清楚。本研究通过 ＲＴ－ＰＣＲ检测口腔鳞癌组织和
癌旁组织标本 ＴＰＭ１的表达情况，选取 ＣＬＡ２７和
ＨＳＣ３细胞作为后续实验对象，构建 ＴＰＭ１干扰质粒。
采用 ＲＴ－ＰＣＲ检测 ＴＰＭ１转染后表达效果，采用
ＣＣＫ－８检测细胞０、２４、４８和７２ｈ增殖情况，划痕实验
检测细胞迁移，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测 ＭＭＰ家族蛋白表达情况，探究了 ＴＰＭ１在
口腔鳞癌组织中的表达情况及对人口腔鳞癌细胞恶性

表型的影响，这将有助于理解口腔鳞癌发生、发展的分

子机制，为口腔鳞癌的诊断治疗提供新的靶点。

ＴＰＭｓ是一类原肌球蛋白，有大约 ４０种亚型，它

·４９·
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图 ４　过表达以及敲减 ＴＰＭ１对口腔鳞癌细胞迁移活性的影响（×４００）

Ａ．过表达 ＴＰＭ１促进细胞迁移；Ｂ．敲减 ＴＰＭ１抑制细胞迁移；与空载组比较，Ｐ＜０．０５

　

图 ５　过表达以及敲减 ＴＰＭ１对口腔鳞癌细胞侵袭活性的影响（×４００）

Ａ．过表达 ＴＰＭ１促进细胞侵袭；Ｂ．敲减 ＴＰＭ１抑制细胞侵袭；与空载组比较，Ｐ＜０．０５

　

们在应激纤维调节和肌动蛋白细胞骨架修饰中起关

键作用
［１３］
。近年来，大量研究表明ＴＰＭｓ与肿瘤细胞

的迁移、侵袭密切相关
［１４，１５］

。在所有原肌球蛋白家

族成员中，ＴＰＭ１最常参与癌症的发展［１６］
。研究表

明，ＴＰＭ１作为重要的抗肿瘤基因在乳腺癌，结肠癌
和膀胱癌在内的各种实体瘤中的表达均被下调

［１７］
。

最近的研究证实了 ＴＰＭ１在乳腺癌细胞中的抗
肿瘤作用。Ｒａｓ－ＥＲＫ信号通路通过抑制 ＴＰＭ的表
达来抑制 ＴＧＦ－β诱导的应激纤维变化，从而导致肿
瘤细胞更具侵袭性。此外，ＴＰＭ１过表达可诱导细胞
凋亡并抑制肾癌细胞的侵袭

［８］
。尽管许多研究表明

ＴＰＭ１在多种肿瘤类型中均具有抑癌作用，但其在口

·５９·
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图 ６　过表达以及敲减 ＴＰＭ１对 ＭＭＰｓ蛋白表达的影响
　

腔鳞癌中的作用及其潜在机制仍然未知。

本研究探索了 ＴＰＭ１对口腔鳞状细胞癌细胞增
殖、迁移、侵袭和凋亡的影响。研究发现 ＴＰＭ１在口
腔鳞癌组织中高表达，提示 ＴＰＭ１可能是口腔鳞癌的
不良预后指标。笔者分别在 ＣＬＡ２７和 ＨＳＣ３细胞系
过表达和敲低 ＴＰＭ１，结果表明，ＴＰＭ１的过表达促进
口腔鳞癌中的细胞增殖，敲减抑制了口腔鳞癌细胞增

殖能力，说明干扰质粒成功转染了 ＣＬＡ２７和ＨＳＣ３细
胞，并且调节了细胞中 ＴＰＭ１的表达。划痕实验显示
过表达 ＴＰＭ１之后细胞的迁移能力显著增强，敲减之
后迁移能力显著降低，说明 ＴＰＭ１表达对维持口腔鳞
癌细胞的生长有重要作用。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验发现过表
达 ＴＰＭ１显著增强了细胞的侵袭能力，说明 ＴＰＭ１表
达对维持口腔鳞癌细胞的迁移有重要作用。研究表

明 ＭＭＰｓ在调节肿瘤的侵袭、迁移和血管生成中发挥
重要作用

［１８］
。本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测表明

ＴＰＭ１的过表达显著上调 ＭＭＰ９，而对 ＭＭＰ２、ＭＭＰ７
的表达没有影响，说明 ＴＰＭ１可能通过 ＭＭＰ９调节口
腔鳞癌细胞的恶性表型。ＭＭＰ９主要来源于肿瘤细
胞的分泌，其在肿瘤组织内的高表达可能在口腔鳞癌

的侵袭和转移过程中起重要作用。该机制的发现有

助于对口腔鳞癌侵袭和迁移的评价提供有意义的参

数。但本研究仍然存在一些不足之处，ＴＰＭ１调节肿
瘤发生、发展的机制有待于进一步探索，后续可通过

动物实验进一步验证。

综上所述，ＴＰＭ１可能通过 ＭＭＰ９调节口腔鳞状
癌细胞增殖、迁移和侵袭。ＴＰＭ１可能作为新型肿瘤
标志物为口腔鳞状细胞癌的诊断治疗提供新的靶点。
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ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＬｅｔｔ，２０１８，１５（５）：７０６０－７０６８

１７　ＰａｗｌａｋＧ，ＭｃＧａｒｖｅｙＴＷ，ＮｇｕｙｅｎＴＢ，ｅｔａｌ．Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｔｒｏｐｏｍｙ

ｏｓｉｎｉｓｏｆｏｒｍｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｔｈｅｕｒｉ

ｎａｒｙｂｌａｄｄｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２００４，１１０（３）：３６８－３７３

１８　ＬｉａｎｇＳ，ＣｈａｎｇＬ．Ｓｅｒｕｍｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９ｌｅｖｅｌａｓａｂｉｏ

ｍａｒｋｅｒｆｏｒｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ：ａｄｉａｇｎｏｓｔｉｃＭｅｔａ－ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｂｉｏ

ｍａｒｋｅｒｓＭｅｄｉ，２０１８，１２（４）：３９３－４０２

（收稿日期：２０２０－０４－０８）

（修回日期：２０２０－０５－２１）

·６９·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０２０，Ｖｏｌ．４９Ｎｏ．１０　　


