
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2020, 42(9): 1517–1525 DOI: 10.11844/cjcb.2020.09.0002

x
_
±s

收稿日期: 2020-04-18              接受日期: 2020-06-15
福建省教育厅中青年教师教育科研项目(批准号: JAT190559)资助的课题

*通讯作者。Tel: 0594-2730379, E-mail: 273097870@qq.com
Received: April 18, 2020              Accepted: June 15, 2020
This work was supported by Young and Middle-Aged Teacher Education Research Project of Fujian Province (Grant No.JAT190559)
*Corresponding author. Tel: +86-594-2730379, E-mail: 273097870@qq.com
URL: http://www.cjcb.org/arts.asp?id=5327

TTK对膀胱癌细胞增殖、凋亡、侵袭及迁移的影响
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摘要      该研究探讨了苏氨酸和酪氨酸激酶(threonine and tyrosine kinase, TTK)在膀胱癌中的

表达情况及其在膀胱癌细胞增殖、凋亡、侵袭及迁移中的作用。采用qRT-PCR和免疫组织化学分

别检测TTK mRNA和蛋白在癌旁正常组织、非肌层浸润性膀胱癌组织、肌层浸润性膀胱癌组织中

的表达水平; 将TTK过表达质粒、TTK敲除质粒借助脂质体分别稳定转染膀胱癌HT-1376细胞; 用
qRT-PCR和Western blot检测转染后TTK mRNA和蛋白的表达情况; 应用CCK法和EdU方法检测细

胞增殖活性; 流式细胞术检测细胞周期分布及凋亡情况; transwell小室法检测细胞侵袭、迁移能力。

结果显示: TTK mRNA和蛋白在癌旁正常组织、非肌层浸润性膀胱癌组织、肌层浸润性膀胱癌组

织中的表达水平逐渐升高, 3者之间差异有统计学意义(P<0.05); 过表达TTK后, HT-1376细胞增殖

能力增强, 细胞凋亡减少, 细胞体外侵袭和迁移能力增强; 而敲除TTK后, HT-1376细胞生长受抑制, 
细胞周期阻滞在G0/G1期, 细胞凋亡率增加, 细胞体外侵袭和迁移能力减弱。该研究结果提示, TTK
的表达与膀胱癌的发生、发展有关; TTK能促进膀胱癌HT-1376细胞的增殖、侵袭、迁移, 并抑制

细胞凋亡。
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Abstract       The aim of this study was to explore the expression of TTK (threonine and tyrosine kinase) in 
bladder cancer tissues and the effect of TTK on the proliferation, apoptosis, invasion and migration of bladder can-
cer cells. qRT-PCR and immunohistochemistry were adopted to detect the expression of TTK mRNA and protein 
in paracancerous tissues, non-muscle-invasive bladder cancer tissues, and muscle-invasive bladder cancer tissues. 
TTK overexpression plasmid and TTK knockout plasmid were separately transfected into bladder cancer HT-1376 
cells by lipofectamine. qRT-PCR and Western blot were used to detect the expression of TTK mRNA and protein 
after transfection; CCK and EdU assays were conducted to detect cell proliferation activity. Flow cytometry was 
used to detect cell cycle and apoptosis. The cell invasion and migration ability were determined by transwell assay. 
The results showed that the expression levels of TTK mRNA and protein in paracancerous tissues, non-muscle-
invasive bladder cancer tissues, and muscle-invasive bladder cancer tissues gradually increased, and the differences 
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among the three groups were statistically significant (P<0.05). After overexpressing TTK, the proliferation ability 
of HT-1376 cells was enhanced, the cell apoptosis rate was reduced, and the migration and invasion abilities of the 
cells were enhanced. After knocking out TTK, the proliferation of HT-1376 cells was reduced, the cell cycle was 
blocked at the G0/G1 phase, the cell apoptosis rate was increased, and the cell migration and invasion abilites were 
attenuated. The results of this study suggested that the expression of TTK is related to the progression of bladder 
cancer. TTK can promote the proliferation, invasion and migration of bladder cancer HT-1376 cells and induce cell 
apoptosis. 

膀胱癌是泌尿外科临床上最常见的肿瘤之一 , 
在全球 , 膀胱癌的发病率在所有恶性肿瘤里排第十

位, 在我国, 男性膀胱癌的发病率在所有恶性肿瘤里

排在第八位 , 在女性中位居第十位之后。男女发病

率比例约为4:1[1]。膀胱癌是一种严重威胁人类健康

的疾病。膀胱癌的治疗方法以手术为主 , 此外还有

放化疗、免疫治疗、靶向治疗等治疗方法 , 尽管膀

胱癌治疗方法多种多样, 但膀胱癌的5年复发率及死

亡率仍居高不下[2]。因此, 寻找新的膀胱癌治疗方法

或基因靶点已是当前膀胱癌研究的重点。

苏氨酸和酪氨酸激酶(threonine and tyrosine ki-
nase, TTK)是蛋白激酶家族的主要成员之一, 也被称

为单极纺锤体1(monopolar spindle 1, Mps1), 能够磷

酸化丝氨酸 /苏氨酸和酪氨酸 [3]。它是有丝分裂纺锤

体装配检查点 (spindle assembly checkpoint, SAC)的
主要成分 , 同时也作为主要调控者参与细胞周期多

个方面的调控 , 能激活SAC并检测出错误的染色体

以确保有丝分裂的顺利进行[4-5]。近年来的研究发现, 
TTK在一些恶性肿瘤如乳腺癌[6]、肝癌[7]、肺癌[8]等

中的表达明显升高, 能促进肿瘤细胞的增殖, 且与肿

瘤细胞的浸润和转移有关 , 但其表达是否与膀胱癌

的进展有关 , 目前国内尚未有研究。本实验旨在研

究TTK在膀胱癌组织和正常膀胱组织中的表达差异

及其对膀胱癌细胞增殖、凋亡、侵袭及转移的影响, 
从而探讨TTK在膀胱癌发生、发展中的作用 , 为研

发新的靶向药物提供实验依据。

1   材料和方法
1.1   材料

组织收集于2015年7月至2019年7月在莆田学

院附属医院泌尿外科确诊为膀胱癌并进行手术的

100例患者, 其中男性70例, 女性30例, 年龄为35~78

岁 , 中位年龄为 (52.5±7.4)岁。其中非肌层浸润性膀

胱癌80例 , 肌层浸润性膀胱癌20例 , 取膀胱癌组织

作为实验组 , 癌旁正常组织作为对照组 (术后病理证

实)。所取样本置于–80 °C冰箱保存备用。人膀胱癌

细胞HT-1376购于中国典型培养物保藏中心 (武汉大

学保藏中心 )。本研究已通过莆田学院附属医院伦

理委员会审核批准, 并获得患者及家属知情同意。

1.2   主要试剂

免疫组织化学试剂盒购自中国福州迈新生物科

技有限公司 ; Trizol、cDNA第一链合成试剂盒、转

染试剂Lipofectamine 3000均购自美国 Invitrogen公
司 ; 引物由南京思普金科技有限公司合成 ; Western 
blot检测试剂盒、Annexin V-FITC试剂盒购自江苏

凯基生物技术股份有限公司 ; TTK单克隆抗体购自

美国Santa Cruz公司 ; TTK过表达质粒、敲除质粒

(TTKsi-1、TTKsi-2、TTKsi-3)购自江苏凯基生物技

术有限公司; Transwell试剂盒购自美国Corning公司。

1.3   方法

1.3.1   免疫组织化学      取非肌层浸润性膀胱癌组

织、肌层浸润性膀胱癌组织和癌旁正常组织进行常

规石蜡切片(连续切片3张), 免疫组化步骤严格按照

福州迈新免疫组化试剂盒说明书进行。结果判定方

法见参考文献[9]。
1.3.2   qRT-PCR分 析      用Trizol法提取总RNA, 总
cDNA的合成和 PCR扩增参照试剂盒说明书进行。

TTK引物序列 : 上游引物5ʹ-CCG AGG ATT TAA GTG 
GCA GAG A-3ʹ, 下游引物5ʹ-CCC GAG TTA TCT GTA 
GTA TCA GCA-3ʹ; 内参GAPDH引物序列 : 上游引物

5ʹ-TCA TTG ACC TCA ACT ACA TGG TTT-3ʹ, 下游引

物5ʹ-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3ʹ。实验重复

3次 , 各组织中TTK mRNA含量主要根据2–ΔΔCt大小判

定。
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1.3.3   细胞培养及转染      膀胱癌HT-1376细胞用含

有10%胎牛血清的RPMI-1640培养液, 于37 °C、5% 
CO2条件下培养。胰酶消化 , 培养2~3天传代。转染

前24 h取对数生长期的人膀胱癌HT-1376细胞, 经胰

酶消化后接种于6孔培养板 , 培养24 h后 , 用无血清

的细胞培养液洗涤 2次以备转染。将重组质粒通过

Lipofectamine 3000阳离子脂质体介导分别转染至6
孔板的HT-1376细胞中。转染72 h后收集细胞用于

实验。根据转染质粒不同 , 实验分成过表达TTK组

(HT-1376-TTK组 )、过表达对照组 (NC组 )、敲除组

(siTTK1组、siTTK2组、siTTK3组)、敲除对照组(siNC
组)。
1.3.4   Western blot检测各组TTK蛋白的表达情况      
以GAPDH为内参 , 实验步骤参照各试剂盒说明书 , 
首先采用全蛋白抽提试剂盒提取各组细胞的总蛋

白 , 用BCA检测法测定蛋白浓度 , 加入裂解液 , 制备

SDS-PAGE凝胶 , 经电泳分离蛋白质 , 在恒压 60 V
下将蛋白质转移到PVDF膜上 , 用含5%脱脂牛奶的

TBST缓冲液在室温下封闭1 h。然后加入TTK单抗

(用TBST按1:500稀释)并在4 °C冰箱孵育过夜, 接下

来将膜用TBST洗5次 , 再加入HRP标记的二抗在摇

床上室温孵育1 h, 洗涤后于暗室中显色, 曝光显影。  
1.3.5   CCK-8检测细胞增殖能力的变化      取对数生

长期的各组HT-1376细胞悬液(105个/mL), 接种于96
孔板, 培养1、2、3天, 在3个时间点样本中分别加入

10 µL的CCK-8溶液, 继续在室温下培养4 h。用酶标

仪在450 nm波长处检测每孔的光密度(D)值。实验

重复3次, 绘制生长曲线, 以比较不同时间段3组细胞

的生长情况。

1.3.6   EdU检测细胞增殖能力的变化      转染72 h后
收集细胞 , 分组同上。按照EdU免疫荧光检测试剂

盒说明书进行细胞染色 , 并于荧光显微镜下观察拍

照, 随机拍摄各组20个视野, 分别计数EdU免疫荧光

标记的增殖细胞数 (绿色 )与Hoechst33342标记的总

细胞数目(蓝色), 细胞增殖率=增殖细胞数目/总细胞

数目×100%, 实验重复3次。

1.3.7   流式细胞术检测各组HT-1376细胞周期及细

胞凋亡情况      转染72 h后用胰酶消化收集各组细胞, 
消化后离心, 弃上清, 用PBS冲洗并重新混匀, 离心后

收集细胞。再加入Annexin V和PI染色 , 然后用流式

细胞仪检测细胞周期和细胞凋亡的情况。细胞周期

分析指标: G0/G1期细胞比例=(G0/G1)/(G0/G1+S+G2/M); 

S+G2/M期细胞比例 , 即细胞增殖指数=(G2/M+S)/(G0/
G1+S+G2/M)。细胞增殖指数越大, 细胞增殖能力越强。

1.3.8   Transwell实验检测细胞侵袭及迁移能力      体
外细胞侵袭实验 : 将从 –20 °C取出的Matrigel置于

4 °C溶化 , 用细胞培养基稀释混匀 , 铺于PVPF微孔

滤膜上。于 37 °C孵育 120 min, 使Matrigel聚合成

胶 , 取对数生长期的各组HT-1376细胞 , 消化稀释

制成浓度为 105个 /mL的细胞悬液。在上室微孔中

加入上述各组细胞悬液100 µL, 下室加入500 µL含
20% FBS的培养基。置于37 °C、5% CO2培养箱中

培养24 h, 用棉签擦去基质胶和上室内的细胞, 移去

transwell, 倒置 , 风干 , 加入500 µL 0.1%结晶紫 , 将
小室置于其中 , 使膜浸没在染料中 , 置于37 °C恒温

箱30 min后取出 , 用PBS清洗 , 每孔取3个视野拍照

(放大倍数为200×), 并计数。体外细胞迁移实验: 取
对数生长期细胞 , 消化稀释制成浓度为105个 /mL的
细胞悬液。在上室微孔中加入上述各组细胞悬液

100 µL, 下室加入500 µL含20% FBS的培养基。培

养、染色、计数方法同侵袭实验。计算各组穿膜

细胞数目作为评价肿瘤细胞侵袭和迁移能力强弱

的指标。

1.3.9   统计分析      用SPSS 18.0软件进行统计分析, 
数据以均数±标准差(x

_
±s)表示, 计量资料多样本比较

采用单因素方差分析, 两样本比较用t检验, 计数资料

比较采用χ2检验, P<0.05表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   TTK在膀胱癌组织中的表达水平升高

qRT-PCR结果(图1A)显示, TTK mRNA在癌旁组

织、非肌层浸润性膀胱癌组织、肌层浸润性膀胱癌

组织中的表达水平逐渐升高, 差异具有统计学意义

(P<0.05)。免疫组织化学结果(图1B~图1D)显示, TTK
在肌层浸润性膀胱癌组织中高表达, 在非肌层浸润

性膀胱癌组织中的表达水平有所降低, 而在癌旁正

常组织中低表达或不表达。在100例癌旁正常组织

中, TTK蛋白表达阳性者20例, 阳性率只有20%; 在100
例膀胱癌组织中, TTK蛋白表达阳性者68例, 阳性率

为68%, 2组差异具有统计学意义(P<0.05)。其中80例
非肌层浸润性膀胱癌组织中有50例阳性, 阳性率为

62.5%; 20例浸润性膀胱癌组织中有18例阳性, 阳性率

达90%, 2组差异具有统计学意义(P<0.05)。qRT-PCR
结果与免疫组织化学结果一致, TTK mRNA表达水平
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随着膀胱癌的进展而升高, 提示了TTK的高表达与膀

胱癌的发生、发展密切相关。

2.2   细胞转染效果检测

将各重组质粒转染至HT-1376细胞后 , 应用qRT-
PCR检测各组TTK mRNA表达情况。结果如图2A所示, 

过表达TTK后 , HT-1376-TTK组TTK mRNA表达水平

较对照组明显升高(P<0.05)。敲除TTK后, siTTK1组、

siTTK2组、siTTK3组TTK mRNA表达水平均低于对

照组(P<0.05), 其中siTTK1组敲除效果最好, 因此后续

实验均选择 siTTK1组进行实验。Western blot实验继

A: TTK mRNA在膀胱癌组织中的表达情况;*P<0.05; B~D: 免疫组织化学法检测TTK蛋白在癌旁正常组织、非肌层浸润性膀胱癌组织、肌层浸

润性膀胱癌组织中的表达情况。

A: the expression of TTK mRNA in bladder cancer tissues; *P<0.05; B-D: immunohistochemical method was used to detect the expression of TTK pro-
tein in paracancerous tissues, non-muscle-invasive bladder cancer tissues, and muscle-invasive bladder cancer tissues.

图1   TTK mRNA和蛋白在膀胱癌组织中的表达情况

Fig.1   The expression of TTK mRNA and protein in bladder cancer tissues
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图2   转染后TTK mRNA和蛋白的表达情况

Fig.2   TTK mRNA and protein expression after transfection 
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续验证了TTK蛋白过表达和敲除效果 , HT-1376-TTK
组TTK蛋白表达水平较对照组明显升高 (P<0.05)。
siTTK1组TTK蛋白表达水平明显低于对照组(P<0.05)
(图2B和图2C)。
2.3   TTK对膀胱癌HT-1376细胞增殖能力的影响

应用CCK法检测各组细胞的增殖能力 , 分别在

1、2、3天3个时间点检测。发现过表达TTK后 , 3个
时间点HT-1376细胞的增殖能力较对照组均逐渐升高

(P<0.05, 图3A), 而敲除TTK后, HT-1376细胞增殖能力

较对照组逐渐减弱(P<0.05, 图3B)。
为进一步验证CCK结果 , 同时采用EdU免疫荧

光标记法检测各组细胞增殖能力。结果发现 , 过表达

A、B: CCK检测TTK对膀胱癌细胞增殖能力的影响。*P<0.05; C、D: EdU检测TTK对膀胱癌细胞增殖能力的影响。*P<0.05。
A,B: the effect of TTK on the proliferation of bladder cancer cells was detected by CCK assay; C,D: the effect of TTK on the proliferation of bladder 
cancer cells was detected by EdU assay. *P<0.05.

图3   TTK对膀胱癌细胞增殖能力的影响

Fig.3   The effect of TTK on the proliferation of bladder cancer cells 
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TTK后细胞增殖数目占总细胞数目的比例较对照组

明显升高 , 敲除TTK后细胞增殖数目占总细胞数目的

比例较对照组明显下降(P<0.05, 图3C和图3D)。
2.4   TTK对膀胱癌细胞细胞周期的影响

用流式细胞术对各组细胞进行细胞周期的检

测 , 结果显示 , HT-1376-TTK组G0/G1期细胞比例低

A~C: 流式细胞术检测过表达TTK对HT-1376细胞周期的影响; D~F: 流式细胞术检测敲除TTK对HT-1376细胞周期的影响。*P<0.05。
A-C: the effect of TTK overexpression on the cell cycle of HT-1376 cells was detected by flow cytometry; D-F: the effect of TTK knockout on the cell 
cycle of HT-1376 cells was detected by flow cytometry. *P<0.05.

图4   流式细胞术检测细胞周期变化

Fig.4   The change of cell cycle was explored by flow cytometry  
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A、B: 流式细胞术检测过表达TTK对HT-1376细胞凋亡的影响; C、D: 流式细胞术检测敲除TTK对HT-1376细胞凋亡的影响。*P<0.05。
A,B: the effect of TTK overexpression on the cell  apoptosis  of HT-1376 cells was detected by flow cytometry; C,D: the effect of TTK knockout on the 
cell apoptosis  of HT-1376 cells was detected by flow cytometry. *P<0.05. 

图5   流式细胞仪检测各组细胞的凋亡率

Fig.5   Flow cytometry was used to detect the apoptosis rate of each group
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于NC组 , 增殖指数则明显高于NC组 , 增殖能力增强

(P<0.05)(图4A~图4C), 而siTTK1组G0/G1期细胞比例

高于siNC组 (P<0.05), 细胞增殖周期阻滞于G0/G1期 , 
且细胞增殖指数明显低于siNC组(图4D~图4F)。
2.5   TTK对膀胱癌细胞凋亡的影响

流式细胞术检测结果如图5A和图5B所示 , HT-
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1376-TTK组细胞凋亡率比例低于NC组 , 差异具有统计

学意义(P<0.05), 而siTTK1组细胞凋亡率明显高于siNC
组, 差异具有统计学意义(P<0.05)(图5C和图5D)。
2.6   TTK对细胞侵袭和迁移能力的影响

在细胞侵袭实验中 , HT-1376-TTK组穿膜细胞

数高于NC组, 差异具有统计学意义(P<0.05), siTTK1
组穿膜细胞数明显低于 siNC组 , 差异具有统计学意

义(P<0.05)(图6)。
在细胞迁移实验中 , HT-1376-TTK组穿膜细胞

数高于NC组, 差异具有统计学意义(P<0.05), siTTK1
组穿膜细胞数明显低于 siNC组 , 差异具有统计学意

义(P<0.05)(图7)。

3   讨论
细胞周期是细胞生命活动中一个高度有序的

运转过程 , 一旦发生紊乱 , 就会引起不受控制的细

A、B: 转染后HT-1376 细胞侵袭能力的变化。*P<0.05.
A,B: changes in the invasion ability of HT-1376 cells after transfection. *P<0.05.

图6   Transwell小室法检测膀胱癌细胞侵袭能力

Fig.6   The invasion ability of bladder cancer cell was detected by transwell assay
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胞增殖 , 细胞周期调控在这一过程中起着调节和监

视的作用 [10]。恶性肿瘤的主要特征就是细胞增殖

失控 , 其发生的主要机制是细胞周期发生紊乱。许

多细胞周期调控基因与恶性肿瘤的发生、发展密

切相关[11-12]。

TTK是 SAC的重要组成部分 , 在细胞分裂中

起着至关重要的作用 [13], 只有在纺锤体和染色体

正确配对结合后 , 有丝分裂才能进入后期。TTK的

异常表达会影响SAC的功能 , 导致错误的染色体分

离和非整倍体的形成 , 进而可能导致细胞凋亡 [5]。

ZHANG等 [14]研究发现 , 结肠癌组织中TTK的表达

高于癌旁正常组织 , 低分化结肠癌组织的TTK表达

水平高于高分化结肠癌组织 , TTK表达与结肠癌患

者预后呈负相关。本实验发现 , TTK在癌旁正常组

织中低表达或不表达 , 在非肌层浸润性膀胱癌中的

表达升高 , 在肌层浸润性膀胱癌中的表达进一步升
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高 , 这提示TTK的异常表达与膀胱癌的发生、发展

密切相关, 这与ZHANG等[14]的研究结果一致。

TSAI等 [3]研究发现 , TTK是一种潜在的致癌基

因, 能促进肺癌细胞增殖、浸润、转移。CHEN等[5]

研究发现, TTK的表达与前列腺癌的进展有关, 敲除

TTK可抑制前列腺癌细胞的增殖、侵袭和转移 , 并
诱导细胞凋亡。本实验通过过表达和敲除TTK, 发
现过表达TTK可促进膀胱癌细胞的增殖、侵袭、迁

移, 并抑制细胞凋亡, 而敲除TTK则可抑制膀胱癌细

胞的增殖、侵袭、迁移 , 并诱导细胞的凋亡。这与

文献报道结果一致。

综上所述 , TTK的高表达与膀胱癌发生、发展

有关。过表达TTK能促进膀胱癌HT-1376细胞的增

殖、侵袭、迁移, 并抑制细胞凋亡, 而敲除TTK则可

抑制膀胱癌HT-1376细胞的增殖、侵袭、迁移 , 并
诱导细胞凋亡。膀胱癌的治疗或许可以通过抑制

TTK基因的表达来实现 , TTK可能是膀胱癌潜在的

治疗靶点。本实验的不足是尚未对TTK影响膀胱癌

细胞的增殖、凋亡、侵袭、迁移的分子机制进行研究, 
这将是本课题下一步研究的重点。
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