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Ｔｉａｍ１与胃癌细胞侵袭转移及与裸鼠移植瘤
形成的关系

朱金明，余佩武，赵永亮

（第三军医大学附属西南医院 普通外科，重庆 ４０００３８）

　　摘要：目的　检测胃癌细胞中 Ｔ淋巴瘤侵袭转移诱导因子 １（Ｔｉａｍ１）的表达，并分析其与胃癌细
胞离体、在体侵袭转移能力的关系。方法　采用层粘连蛋白黏附法，由胃癌 ＭＫＮ４５细胞株（Ｍ０）中筛
选获得高（ＭＨ）、低（ＭＬ）黏附亚株。应用 ＲＴＰＣＲ和定量细胞 ＥＬＩＳＡ技术分别检测 Ｔｉａｍ１ｍＲＮＡ与蛋
白在 Ｍ０，ＭＬ，ＭＨ 细胞中的表达；应用 Ｂｏｙｄｅｎ小室法测定 Ｍ０，ＭＬ，ＭＨ 细胞的离体侵袭移行能力，并分析
其与 Ｔｉａｍ１表达的关系。应用裸鼠接种法观察 Ｍ０，ＭＬ，ＭＨ 细胞的在体成瘤及转移能力。结果　ＭＨ细
胞中 Ｔｉａｍ１ｍＲＮＡ（ＲＶ＝０．８５５±０．０５１）与蛋白的表达（ＲＤ＝１．２６２±０．１６５）以及其离体侵袭转移能
力（２４．３３±８．０２，５２．００±１４．５３）、在体裸鼠肺转移率（４／５＝８０％）均较 Ｍ０ 细胞（ＲＶ＝０．７５９±
０．０４７，ＲＤ＝０．９１１±０．１０４，１１．６７±３．７９，２６．００±９．５４，２／５＝４０％），ＭＬ细胞（ＲＶ＝０．７４３±０．０３９，
ＲＤ＝０．８９２±０．１０１，９．６７±３．０６，２３．６７±８．５０，１／５＝２０％）为强，统计学差异显著（Ｐ＜０．０５），但
在 Ｍ０，ＭＬ细胞间无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；Ｔｉａｍ１表达水平与胃癌细胞的侵袭转移能力呈完全及高
度正相关（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｔｉａｍ１表达水平升高有可能促进胃癌细胞侵袭转移能力的增强。
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　　本课题的前期工作显示，Ｔ淋巴瘤侵袭转移
诱导因子 １（Ｔｉａｍ１）在人胃癌组织中呈高表达，
且与其临床病理分期的严重程度呈正相关［１］。本

实验拟通过检测具有不同 Ｔｉａｍ１表达强度的胃癌
细胞及其在体和离体侵袭转移能力的差异，从细

胞水平进一步探讨 Ｔｉａｍ１表达与胃癌细胞恶性生
物学行为的关系。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂及仪器　层粘连蛋白（美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司），Ｂｏｙｄｅｎ小室（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），Ｍａ
ｔｒｉｇｅｌ人工基质（美国 ＢＤ公司），ＴｒｉＰｕｒｅ试剂（德
国 ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司），第一链 ｃＤＮＡ合成试
剂（上海 Ｓａｎｇｏｎ公司），ＤＮＡ聚合酶（大连 Ｔａｋａｒａ
公司），兔抗人／鼠 Ｔｉａｍ１多克隆抗体（美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司），ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗（武汉 Ｂｏｓｔｅｒ
公司），ＴＭＢ显色剂（美国 ＫＰＬ公司），ＰＴＣ１００ＴＭ
型聚合酶链反应（ＰＣＲ）合成仪（美国 ＭＪ公司），
３３５０型全自动连续波长酶标仪 （美国 ＢｉｏＲａｄ
公司）。

１．１．２　实验细胞及动物　胃癌 ＭＫＮ４５细胞株
（Ｍ０）购自上海仁济医院上海市消化疾病研究所。
ＢＡＬＢ／ｃｎｕ／ｎｕ裸小鼠，均为雌性，鼠龄４～６周，体
重１５～２０ｇ，购自四川大学实验动物中心（动物合
格证号：０４５），无特殊病原体环境饲养。
１．２　实验方法
１．２．１　胃癌细胞高、低黏附亚株的筛选　胃癌
细胞 Ｍ０的高（ＭＨ）、低（ＭＬ）黏附亚株系经“层粘

连蛋白黏附法”筛选分离获得［２］。胃癌细胞常规

置于含 １０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，在
３７℃饱和湿度、５％ＣＯ２条件下孵育。取对数生长
期细胞用于实验。

１．２．２　胃癌细胞中 Ｔｉａｍ１表达的检测
１．２．２．１　逆转录 －／聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　
用 ＴｒｉＰｕｒｅ试剂提取总 ＲＮＡ，取 １μｇ总 ＲＮＡ逆转录
合成 ｃＤＮＡ；取 ２μＬｃＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增。反应条

件为：９４℃ 变性 ３ｍｉｎ，９４℃ ４５ｓ，５４℃ １ｍｉｎ，
７２℃ １．５ｍｉｎ，；３０个循环，７２℃延伸 ５ｍｉｎ。Ｔｉａｍ
１引物：５′ＴＴＣＴＣＡＣＣＡＧＴＣＴＧＴＴＣＡＧＣ－３′，
５′－ＣＣＡＧＡＣＴＴＧＧＡＡＴＣＣＴＣＡＧＡ３′，扩增产物
为 ８１８ｂｐ。３－磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）引物：
５′ＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＣＡＣＧＴＴ３′，５′－ＧＣＣ
ＴＣＡ ＡＧＡ ＴＣＡ ＴＣＡ ＧＣＡ ＡＴ３′，扩 增 产 物 为
３１０ｂｐ。采用 ＭＩＧ２０００图象分析系统测定目标条
带 Ｖ值，Ｖ ＝平均吸光度值 ×条带面积。Ｔｉａｍ１
ｍＲＮＡ表达强度 Ｒｖ＝ＶＴｉａｍ１／ＶＧＡＰＤＨ。
１．２．２．２　 定 量 细 胞 免 疫 酶 联 吸 附 实 验

（ＥＬＩＳＡ）［３］　参照文献方法并作适当调整。兔抗
人 Ｔｉａｍ１抗体（１∶１００，５０μＬ／孔）３７℃ ２ｈ，ＨＲＰ
标记的羊抗兔二抗（１：５０００，５０μＬ／孔）３７℃
１ｈ，ＴＭＢ显色剂 Ａ，Ｂ液等量混匀（１００μＬ／孔），避
光显色 １０ｍｉｎ，酶标仪 ４５０ｎｍ、５５０ｎｍ波长下检
测。Ｔｉａｍ１蛋白表达强度 ＲＤ ＝Ｄ４５０／Ｄ５５０。
１．２．３　胃癌细胞离体侵袭及移行能力检测　采
用 Ｂｏｙｄｅｎ小室法，将对数生长期 Ｍ０，ＭＬ，ＭＨ 制成

２．５×１０５个／ＭＬ的细胞悬液备用。（１）体外移行
实验：将无 Ｍａｔｒｉｇｅｌ包被的 Ｂｏｙｄｅｎ小室置于 ２４孔
培养板内，在每一 Ｂｏｙｄｅｎ小室的下室中加入含趋
化因子的条件培养液 ０．６ＭＬ，上室加细胞悬液
０．４ＭＬ，常规培养 １２ｈ。（２）体外侵袭实验：将包
被有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ的 Ｂｏｙｄｅｎ小室置于 ２４孔培养板内，
在每一 Ｂｏｙｄｅｎ小室的下室中加入含趋化因子的条
件培养液 ０．６ＭＬ，上室加细胞悬液 ０．４ＭＬ，常规培
养 ７２ｈ。上述实验结束后，取出小室并拭去滤膜
上表面的未迁移细胞，ＨＥ染色后高倍镜下计数穿
透滤膜并黏附于下表面的细胞数。

１．２．４　胃癌细胞裸鼠在体成瘤及转移能力检测
　将对数生长期 Ｍ０，ＭＬ，ＭＨ 制成 １×１０

７个／ＭＬ
的细胞悬液备用。（１）体内成瘤能力实验：取９只
裸鼠，随机分为 ３组，每组 ３只。按组分别于裸鼠
左、右背侧皮下接种 ０．１ＭＬ上述胃癌细胞悬液，
饲养 ４周后拉颈处死并解剖，观察瘤块大体形态
及胸、腹腔脏器情况。（２）体内转移能力实验：取
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１５只裸鼠，随机分为 ３组，每组 ５只。按组分别
经裸鼠尾静脉注射 ０．１ＭＬ上述胃癌细胞悬液，饲
养 ４周后拉颈处死并解剖，观察胸、腹腔脏器转移
情况。以上样本均送常规病理组织学检查。

１．３　统计学处理
应用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件处理数据，计量资料

采用单因素方差分析 －均数间差别多重比较的
ＬＳＤ检验。相关分析采用双变量间的 Ｐｅａｒｓｏｎ检
验。计数与等级资料采用 ２检验或秩和检验。
Ｐ＜０．０５为有统计学差异。

２　结　果

２．１　Ｔｉａｍ１在胃癌细胞中的表达
ＲＴＰＣＲ 及 定 量 细 胞 ＥＬＩＳＡ 结 果 显 示，

Ｔｉａｍ１ｍＲＮＡ和 蛋 白 在 ＭＨ 细 胞 中 的 表 达

（ＲＶ＝０．８５５±０．０５１，ＲＤ＝１．２６２±０．１６５）皆强
于其在 Ｍ０细胞中的表达（ＲＶ＝０．７５９±０．０４７，
ＲＤ＝０．９１１±０．１０４）和 ＭＬ 细 胞 中 的 表 达
（ＲＶ＝０．７４３±０．０３９，ＲＤ＝０．８９２±０．１０１），有统
计学差异 （Ｐ＜０．０５）；但 Ｍ０和 ＭＬ细胞间无统
计学差异（Ｐ＞０．０５）（图 １）。
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图 １　胃癌细胞中 Ｔｉａｍ１ｍＲＮＡＲＴ－ＰＣＲ扩增产物电

泳结果

２．２　胃癌细胞离体侵袭、移行能力比较及与

Ｔｉａｍ１表达间的相关性

ＭＨ 亚株的离体侵袭、移行能力均强于 Ｍ０及

其 ＭＬ亚株，有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；但在 Ｍ０
和 ＭＬ细胞间无统计学差异（Ｐ＞０．０５）（表 １）。

Ｔｉａｍ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平与 Ｍ０，ＭＬ，ＭＨ 细胞

的体 外 侵 袭、移 行 能 力 呈 完 全 和 高 度 正 相 关

（ｒ＝１．０００和 ０．９９８；ｒ＝０．９９７和 １．０００），均有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　胃癌细胞体外侵袭移行能力比较（ｎ＝３，ｘ±ｓ）

组别 移行穿膜细胞数（个） 侵袭穿膜细胞数（个）

Ｍ０ ２６．００±９．５４ １１．６７±３．７９

ＭＬ ２３．６７±８．５０ ９．６７±３．０６

ＭＨ ５２．００±１４．５３ ２４．３３±８．０２

　　注：与ＭＨ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　胃癌细胞裸鼠在体成瘤及转移能力比较
２．３．１　在体成瘤能力比较　各组胃癌细胞在裸
鼠皮下接种成瘤率为 １００％。饲养 ４周后所有动
物存活。将裸鼠处死后解剖，在胸、腹腔脏器中未

发现任何自发转移灶。ＭＨ 组皮下移植瘤的体积

［（１．０６３±０．４４０）ｃｍ３］与 重 量 ［（０．５８３±
０．２４３）ｇ］与 Ｍ０ 组 ［（０．７２８±０．２８３）ｃｍ

３］，

（０．４２０±０．２０２）ｇ］和 ＭＬ组［（０．６６４±０．２５７）ｃｍ
３，

０．３５１±０．１４９）ｇ］相比，三者间无统计学差异
（Ｐ＞０．０５），但 ＭＨ 组有增大的趋势。镜下可见：
各组胃癌细胞皮下移植瘤均由密集排列的癌细胞

构成，核染色深，核浆比大，局部形成大小不等的

腺腔样结构，间质成分少。ＭＨ 组与 Ｍ０和 ＭＬ组相
比，细胞形态无异，但排列较紊乱，形成的腺腔较

少而小，异型性大，且癌细胞有向包膜外浸润的趋

势（图 ２）。
２．３．２　在体转移能力比较　经尾静脉注射胃癌
细胞，饲养 ４周后所有动物存活。将裸鼠处死进
行解剖，Ｍ０，ＭＬ，ＭＨ 组分别有 ２只、１只、４只裸鼠
肺部出现转移灶，其他脏器中均未发现可疑病灶。

将裸鼠肺脏取出，在解剖显微镜下观察并记录肺

转移灶数目和大小，并按以下标准分级：（＋）级，
直径（ｄ） ＜０．５ｍｍ；（＋ ＋）级，ｄ＝０．５～１．０ｍｍ；
（＋ ＋ ＋）级，ｄ＝１．１～２．０ｍｍ；（＋ ＋ ＋ ＋）级，
ｄ＞２．０ｍｍ。经统 计学分 析，ＭＨ 组肺 转移率
（４／５＝８０％）高于 Ｍ０组（２／５＝４０％）和 ＭＬ组（１／５
＝２０％）（Ｐ＜０．０５），但后两者间无明显 差异
（Ｐ＞０．０５）。镜下可见：裸鼠肺转移灶由大量密集排
列的癌细胞构成，其组织形态与皮下移植瘤灶类似，

在肺部小血管内可见有瘤栓存在（表２）（图３）。

表２　胃癌细胞裸鼠肺部转移情况

组别
注射动物

数（ｎ）

产生肺转移

动物数（ｎ）

肺部转移灶分级和计数

＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋
合计

Ｍ０ ５ ２ ４５ ３４ ５ １ ８６

ＭＬ ５ １ ８ １７ ３ ０ ２８

ＭＨ ５ ４ ９７ ５２ ２０ ３ １７２

　　注：与ＭＨ组比较，Ｐ＜０．０５
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图２　胃癌ＭＨ细胞裸鼠皮下移植瘤组织切片（ＨＥ×１００） 图３　胃癌ＭＨ细胞裸鼠肺转移瘤组织切片（ＨＥ×１００）

３　讨　论

本实验发现 Ｔｉａｍ１高表达细胞株（ＭＨ）的离

体侵袭转移能力强于低表达的细胞株（ＭＨ 和
ＭＬ）（Ｐ＞０．０５），且 Ｔｉａｍ１表达水平与其离体
侵袭移行能力呈完全或高度正相关（Ｐ＜０．０５）。
在体实验中笔者还观察到，虽然 ＭＨ 组肿瘤体积
及 重 量 与 Ｍ０，ＭＬ 组 相 比 差 异 无 明 显 性

（Ｐ＞０．０５），但有增大的趋势。尽管无自发转移
产生，但将胃癌细胞经尾静脉直接注入，在裸鼠

肺部却出现实验性转移，且 ＭＨ 组肺转移率高于
Ｍ０和 ＭＬ组（Ｐ＜０．０５）。究其原因可能与皮下
移植瘤表面易形成纤维包膜，可干扰瘤体血管分

布，或组织局部微环境不适，阻碍其转移有关［４］。

而由尾静脉进入血循环的癌细胞，则可首先到达

肺内毛细血管床并机械性滞留在该处，且局部微

环境也可能更适于癌细胞的黏附与定植［５］。在排

除同等条件下肺部解剖因素的影响之外，各组胃

癌细胞肺转移率的差异可能还是缘于其在黏附、

侵袭及移行能力方面的不同。

本实验结果提示，Ｔｉａｍ１表达升高可能与胃
癌细胞恶性生物学行为的增强相关，并从细胞水

平印证了本课题前期的临床研究结果［１］。文献显

示，Ｔｉａｍ１在调节细胞骨架结构重组的同时，能
通过 ｃＪｕｎ氨基末端激酶信号途径，激活 ＮＦκＢ，
促进肿瘤细胞分裂与增殖［６］，还可通过与黏附分

子整合素 α６β１及 ＣＤ４４Ｖ３单体发生作用，介导
肿瘤细胞与基质成分的异质型黏附，促进其侵袭

转移［７－９］。至于“Ｔｉａｍ１／细胞骨架／黏附分子”间

调节机制的生物力学基础，以及反向下调 Ｔｉａｍ１
表达能否确切抑制胃癌实体瘤生长、转移及其相

关分子生物学机制，尚有待进一步探讨。

参考文献：

［１］　朱金明，余佩武，赵永亮．Ｔｉａｍ１和 Ｒａｃ１表达与胃
癌病理生物学行为的关系［Ｊ］．中国普通外科杂志，
２００５，１４（３）：１６８－１７２．

［２］　陈向荣，任卫平，童菊芳，等．黏附法筛选胃癌细胞
亚株［Ｊ］．胃肠病学，２０００，５（２）：１１６－１１８．

［３］　张绪清，张瑞，顾长海，等．定量细胞 ＥＬＩＳＡ检测培
养细胞 ＩＣＡＭ１表达水平［Ｊ］．第三军医大学学报，
２００１，２３（１）：１１７－１１８．

［４］　ＬｕＸＧ，ＺｈａｎＬＢ，ＦｅｎｇＢＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｇｒｏｗｔｈａｎｄ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｉｍｐｌａｎｔｅｄｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅｂｙ
ｄｌｉｍｏｎｅｎｅ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２００４，１０（１４）：
２１４０－２１４４．

［５］　ＩｌｌｅｒｔＢ，ＯｔｔｏＣ，ＴｈｉｅｄｅＡ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄ
ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅｗｉｔｈｈｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ
ＥｘｐＭｅｔａｓｔａｓｉｓ，２００３，２０（６）：５４９－５５４．

［６］　ＰｅｒｖａｉｚＳ，ＣａｏＪ，ＣｈａｏＯＳ，ｅｔａｌ．ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＲａｃＧＴ
Ｐａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，
２００１，２０（４３）：６２６３－６２６８．

［７］　ＹｕＷ，ＤａｔｔａＡ，ＬｅｒｏｙＰ，ｅｔａｌ．Ｂｅｔａ１ｉｎｔｅｇｒｉｎｏｒｉｅｎｔｓｅｐｉ
ｔｈｅｌｉａｌｐｏｌａｒｉｔｙｖｉａＲａｃ１ａｎｄｌａｍｉｎｉｎ．ＭｏｌＢｉｏｌＣｅｌｌ，２００５，
１６（２）：４３３－４４５．

［８］　ＢｏｕｒｇｕｉｇｎｏｎＬＹ，ＺｈｕＨ，ＳｈａｏＬ，ｅｔａｌ．ＣＤ４４ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈｔｉａｍ１ｐｒｏｍｏｔｅｓＲａｃ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｍｅ
ｄｉａｔｅｄｂｒｅａｓｔｔｕｍｏｒｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０００，
２７５（３）：１８２９－１８３８．

［９］　ＭｉｎａｒｄＭＥ，ＥｌｌｉｓＬＭ，ＧａｌｌｉｃｋＧＥ．Ｔｉａｍ１ｒｅｇｕｌａｔｅｓｃｅｌｌａｄ
ｈｅｓｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｃｏｌｏｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＣｌｉｎＥｘｐＭｅｔａｓｔａｓｉｓ，２００６，２３（５－６）：３０１－３１３．

８５８




