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摘 要!%目的& 通过检测甲状腺乳头状癌
+C3C4553?D E8D?>4F <3?<4@>23

"

GHI,

及癌旁正常组织中
长链非编码

JKL

!

5>@6 @>@!<>F4@6 JKL

"

5@<JKL

'

LG&&&(%!=!

的相对表达量"分析其与
GHI

临
床病理特征的关系( %方法& 采用

MJH'GIJ

技术检测
5@<JKL LG&&&(%!=!

在
)&

例新鲜冰冻
GHI

组织及配对癌旁组织的表达水平" 并分析其与
GHI

各临床因素之间的相关性( %结果&

-@<JKL LG&&&(%!=!

在
GHI

肿瘤组织中表达水平明显高于癌旁正常组织"差异有统计学意义
+GN&=&#,

# 存在包膜侵犯或淋巴结转移的甲状腺乳头状癌组织中
5@<JKL LG&&&(%!=!

表达水
平明显高于无包膜侵犯或无淋巴结转移的甲状腺乳头状癌组织" 差异具有统计学意义

+GN

&=&B,

#而不同性别)年龄)腺内播散)砂粒体)肿瘤大小)肿瘤数量之间
5@<JKL LG&&&(%!=!

表
达水平无明显统计学差异*

GO&=&B

'( %结论&

-@<JKL LG&&&(%!=!

高表达可能与
GHI

的发生)

发展存在密切联系"且在
GHI

包膜侵犯和颈部淋巴结转移中发挥着一定的作用(

关键词!甲状腺乳头状癌#长链非编码
JKL LG&&&(%!=!
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是 一 类 长 度 超 过
!&&_C

的 非 编 码
JKL

"曾经被认为是无生物学功能的,垃圾基因或噪

音序列-

%

#

&

" 但越来越多的证据显示
5@<JKL

在基因

转录)表观修饰及转录后调节过程都发挥着重要的

作用" 部分
5@<JKL

可能通过调节染色体结构的改

变或调控下游基因的表达来发挥抑癌基因或癌基

论 著$&#



中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
#&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513-,

因的作用! 目前已有多项研究表明"

'()*+,

可能在

胃癌#结肠癌#肾癌#胰腺癌#甲状腺癌等多种实体肿

瘤的发生发展过程中发挥着重要作用$

!-.

%

!

甲状腺癌是最常见的内分泌肿瘤"近年来甲状腺

癌的发病率快速上升"已排入恶性肿瘤的前
#&

位$

%

%

!

根据
!&#.

年美国国家癌症署数据显示"全世界新发

的甲状腺癌以平均每年大于
/0

的速度递增" 其中

增长最快的是甲状腺乳头状癌
12324''356 786594: )35!

)4(9;3

"

<=>?

!目前确诊
<=>

的方式主要是对结节本

身进行穿刺或者活检"而对于小于
&@/);

的结节"穿

刺活检阳性率显著下降& 并且这种有创检查直接刺

激原发灶"若穿刺结果阳性"短期内不进行手术根治

者" 有可能造成甲状腺癌沿穿刺窦道腺内播散! 而

'()*+,

已被发现在血浆中大量存在"如果能直接从

血浆中检测
'()*+,

用于疾病的诊断评估" 将可有

效避免进行穿刺或者活检等直接刺激原发灶的检

查"更加适合术前诊断及风险分层评估$

$

%

! 而且依赖

于
*=A<>*

检测技术的
'()*+,

检测"具有时间短#

灵敏度高#特异性好#人为因素影响小等优点"可促

使甲状腺乳头状癌术前诊断与风险分层评估的顺利

进行!在前期研究中"我们已利用基因芯片成功筛选

出甲状腺乳头状癌转移相关的
'()*+,

差异表达

谱"并采用生物信息方法"结合
*=A<>*

法确定了

'()*+, ,<"""B%!@!

为候选研究对象!目前"

'()*+,

,<&&&B%!@!

在肿瘤中的生物学功能尚未见报道"在

本文中" 我们将通过实时荧光定量
<>*

技术'

5C3'!

74;C D'E95CF)C()C GE3(747374HC <>*

"

G*=A<>*

( 对人

<=>

组织标本中
'()*+, ,<&&&B%!@!

的表达状况进

行研究"并进一步探讨其临床意义!

#

材料与方法

!"!

材 料

本实验入组人
<=>

组织及其对应的癌旁组织

标本
.&

对"均提取自浙江省肿瘤生物样本库! 本研

究经浙江省肿瘤医院伦理审核批准" 所有患者术前

均签署知情同意" 所有样本采集自
!&#B

年
##

月至

!&#/

年
#

月在浙江省肿瘤医院行外科手术切除的

患者! 所有患者均经术后病理检查明确诊断! 组织

标本在离体后立即置入液氮冷冻"后转入
A$&"

低温

保存!

!"#

主要试剂和仪器

总
*+,

提取试剂盒
+E)'C9I24(!;4*+,

购于

德国
J,>KL*LM!+,NLO

公司 &

;*+,

及
'()*+,

逆转录试剂盒
<54;CI)5427!*= 5C3PC(7 Q47

购于日

本
=3Q3*3

公司&

*C3'!74;C <>*

试剂盒
IMR* <5C!

;4S LS =3G

购于日本
=3Q3*3

公司&

%/&&

实时荧光

定量
<>*

仪购于美国
,22'4C: R49F6F7C;F

公司&逆转

录
<>*

仪
I#&&& =8C5;3' >6)'C5

购于美国
RTU!*,V

公司&组织研磨器
=4FFEC '6FC5!!

购于德国
W43PC(

公

司&微量移液器购于德国
L22C(:95D

公司!

!"$

实验方法

#@X@#

总
*+,

提取!

)V+,

合成及
*=A<>*

检测

用
VL<>

水处理所有试验用品# 试剂" 常规灭

菌"并预冷处理!从
A$&"

冰箱中取出
X%

例新鲜冰冻

组织样本"切取绿豆大小组织'约
&@!/-&@/P

(置于特

定
L<

管内!向
L<

管内加入灭菌小钢珠及
+E)'C9I24(!

;4*+,

试剂盒中的
JO

裂解液" 将所有
L<

管依次

放入
=4FFECO6FC5!

'

W43PC(

(破碎
!;4(

"再冰上静置

裂解
#/;4(

! 继而严格按照
+E)'C9I24(!;4*+,

试

剂盒说明书操作提取总
*+,

! 采用
+3(9 V592 +V!

#&&&

'紫外分光光度计(对
*+,

浓度及纯度进行检

测"所有标本提取的总
*+,

均符合要求"并用
VL<>

水将所有标本总
*+,

稀释到
#&&(PY"'

!取稀释好的

总
*+,#&&(P

" 严格参照
<54;CI)5427!*= 5C3PC(7

Q47

试剂盒操作说明"采用
#&"'

逆转录体系"反应条

件为)

X%" #/;4(

'反转录反应("

$/" /F

'反转录酶

的失活反应("向得到的逆转录反应液中添加
VL<>

水稀释至
#&&"'

!

#@X@! <>*

引物设计与
<>*

实时荧光定量

实时荧光定量
<>*

使用
N,<VK

作为内参"引

物 序 列 如 下 )

'()*+, ,<&&&B%!@!

引 物 序 列 )

/Z!

,,N>,N,N=N=>,,N>,N>,!X#[\?

&

/#!=>,>>>,=!

=>>>=N,N,N=> ! X # [ * ?

!

N,<VK

引 物 序 列 )

/ # !

N,,NN=N,,NN=>NN,N=>!X# [\?

&

/# !N,,N,=NN!

=N,=NNN,===>!X#[*?

"所有引物均由
=3Q3*3

公司

合成!取
]@X@]

步骤的逆转录稀释液
!"'

进行实时荧

光定量
<>*

" 所有的操作均按照
IMR* <5C;4S LS

=3G

试剂盒说明书严格进行" 反应条件为)

#

预变

性"

^/"

"

X&F

" 循环数
]

次&

$<>*

反应"

^/"

"

/F

"

.&"

"

XBF

"循环数
B&

次&

%

溶解曲线绘制)

^/"

"

]/F

"

.&"

"

.&F

"

^/"

"

]/F

"循环
]

次!

<>*

扩增完成后"使

用
%/&& F6F7C; IVI F9D7_35C

检查扩增曲线和溶解

论 著 $&!
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"/ 7(= >/? ,>%>!3>%3"/.@> A"--$*-

曲线!并自动分析
'(

值!每个样本做
)

个复孔!实验

重复
)

次" 按照
!

*!!'( 法进行数据分析!以
+,-./

为内参! 计算目的
01234, ,-&&&5%!6!

在不同组织

内的相对表达差异"

!'(7 01234, ,-&&&5%!6!'(

均

值
8+,-./ '(

均值!

!!'(7

癌组织
!'(*

癌旁组织

!'(

!

!

*!!'(

!"9:

定义为低表达!

"9:;!9"

定义为正常

表达!

"!9"

定义为高表达"

B;9

统计学分析

采用
<-<<=$9"

统计软件#

<-<< >129

!

'?@2ABC

!

>D

!

E<,

$进行统计分析!计量资料用
FGA1#<.

表示!组

间比较采用
(

检验%

-H&6&:

定义为差异具有统计学

意义"

!

结 果

<;B D1234, ,-&&&5%!6!

在甲状腺癌组织及癌旁

组织中的表达水平

本实验中所有的病例均经术后病理证实为甲状

腺乳头状癌&

I@BJKG =

$% 分别提取
L&

对新鲜冰冻甲

状腺乳头状癌组织及癌旁对照正常组织总
34,

!经

过逆转录'

3M8-'3

!实验结果显示!以各配对的癌旁

正常组织的表达水平作为参照!

01234, ,-&&&5%!6!

在癌旁组织中的表达量为
&6N$#&9!%

!而在
-M'

肿瘤

组织中的表达量为
##9!%##9L#

! 两组间具有显著的

统计学差异
O-H&6&=POI@BJKG !P

"

<;< D1234, ,-"""5%!9!

表达与
-M'

患者临床病

理特征的关系

结合
L"

例
-M'

患者的临床病理特征! 进一步

分析
01234, ,-"""5%!9!

与甲状腺乳头状癌各临床

因素之间的相关性
OMAQ0G =P

!结果显示!有包膜侵犯

的甲状腺乳头状癌组织中
01234, ,-"""5%!9!

表达

水平&

=L9$$#!9N5

$明显高于无包膜侵犯的甲状腺乳

头状癌组织&

L9"!#"9L:

$!差异具有统计学意义&

-7

"9""=

$( 有淋巴结转移的甲状腺乳头状癌组织中

01234, ,-"""5%!9!

表达水平&

=:9!!#!9NL

$明显高

于无淋巴结转移的甲状腺乳头状癌组织&

%9)!#"9$)

$!

差异具有统计学意义&

-7"9"=:

$(而不同性别'年龄'

肿瘤大小'腺叶有无播散'有无砂粒体'肿瘤数量及

M4R

分期之间
01234, ,-"""5%!9!

表达水平无明

显统计学差异&

-S"9":

$%

)

讨 论

根据
!"=!

年杭州地区疾病统计数据及
!"=L

年

美国国家癌症署数据显示! 浙江省乃至全世界甲状

腺癌发病率都在逐年递增)

N;==

*

% 有研究显示!目前甲

状腺癌发病率的上升主要是因为甲状腺乳头状癌发

!"C$%* B DE -A>"/"/C .2 A)F%."? ,>,"00>%F 3>%3"/.@> >/? /.@>0 A)F%."? A"--$*-

4C(G

+

,

+

(?TKC@U VAV@00AKT 2AK2@1CFA (@WWJG

(

X

+

1CKFA0 (?TKC@U (@WWJG9

, X

4' -M'

=:

=&

:

&

D
1
2
3
4
,
K
G
0
A
(
@
Y
G
G
Z
V
K
G
W
W
@
C
1
0
G
Y
G
0

O
0
1
2
3
4
,
,
-
&
&
&
5
%
!
9
!
[
+
,
-
.
/
P

-H&9&=

论 著$&)



中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
#&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513-,

'()*(+,-.

/01 02

3(.-.

!!. 4 5

6-78-)

9(,- #: #:1%;!<1$#

=>1!# &1!<!

?-@(,- :A ##1$B!#1%:

CD-

!

E-().

"

!:B <B #!1$%!!1<%

#1#$ &1!::

":B !B ;1&<!#1;B

FG@0) .*H- I3@J

!>1& :B >&1>%!!1&<

=>1>! &1!:<

">1& >B >:1BB!>1$$

K0+- 8*..-@*7(4*07

# B< >&1;;!>1A<

=&1:% &1A<A

$ % ><1<;%A1B&

5.(@@0@( +08E
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=<1%# &1&&#
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KE@NP 708- @-4(.4(.*.
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=!1BA &1&#B

$ <& #B1!!%!1;A

F/9

!Q" :B ##1!#%#1;#

=&1&A &1;B&

#Q$ #B ##1::%<1&:

病率的上升# 尤其是甲状腺微小乳头状癌发病率的

上升$

#!

#

#<

%

& 虽然绝大多数
5FM

预后优异#

#&

年生存

率可达
;&R

以上#但约有
B&R

患者在发现时已经存

在颈部淋巴结转移#约有
>&RQ!&R

的病例会出现反

复发作及远处转移# 一旦发生远处转移#

>&

年生存

率降至
:&R

左右 $

>:

#

>B

%

& 近年来#有报道显示
STC?

'

FUTF

'

5FU/

'

TG7V!

'

L#&&C:

'

TCL

'

CWF#

'

CKW

'

TUF

'

5CX$Y55CT%

'

D(,-34*7<

等基因在
5FM

的局部侵犯'

淋巴结转移甚至远处转移的过程中发挥着一定的作

用$

>>

#

>AQ>$

%

&

STC?'A&&U

突变一度被认为是
5FM

中最

经典的基因突变#与
5FM

的淋巴结转移'复发以及

对腺外组织的侵犯有一定的相关性$

>;

%

& 虽然其中的

部分标志物曾被尝试用于甲状腺癌的辅助诊断#但

至今仍无有效突破# 尤其是大部分标志物的检测依

赖于手术标本的获取# 对术前患者的危险分层仍缺

乏十分显著的指导意义& 使得目前对
5FM

进

行危险分成诊治仍然存在较大的困难& 我们

进行此项研究旨在希望能初步阐明部分调

节基因#如
,73T/C

等#在
5FM

侵袭转移中的

作用#以期待为今后高危型
5FM

患者的筛查

和危险分层诊治提供一定的分子研究基础&

K73T/C

曾经被认为是基因组转录的

(噪音)#然而现在越来越多的科学家认识到

其在细胞增殖'分化及恶性转化过程中都发

挥着重要作用$

!&

%

& 和
@*3)0T/C

类似#

,73T/C

在体内可能通过调节目标基因的表达进而

发挥癌基因或抑癌基因的作用 $

!>

%

& 目前#在

5FM

中关于
,73T/C

的研究并不多&

Z(7D

等$

!!

%

研究发现
,73T/C SC/MT

与
5FM

细胞的增

殖和自噬有关& 通过
[TF=5MT

对
:&

对
5FM

及其配对的正常组织进行分析#与邻近的正

常组织相比#

5FM

中的
SC/MT

表达显著上

调& 在
5FM

细胞株
\]]:

中敲除
SC/MT

表

达后#

\]]:

细胞增殖能力减弱# 凋亡增加#

反之# 过表达
SC/MT

后#

\]]:

细胞凋亡受

到抑制&

^P(7D

等$

!<

%研究显示在
\]]':

细胞

中敲减
SC/MT

后
FL]T

显著下调# 肿瘤细

胞增殖活力下降#并且于
@T/C

和蛋白质水

平均观察到细胞周期蛋白
_#

的表达显著降

低&后续研究表明
SC/MT

可能通过与
U^]!

结合来增强
FL]T

表达&

K*

等 $

!:

%通过芯片

筛查发现
,73T/C ]\F&&&!#$;A&

在
5FM

组织中表

达明显高于正常甲状腺组织# 且通过进一步
TF=

5MT

研究发现其高表达与
F/9

分期# 淋巴结转移

及肿瘤多灶性显著相关&并通过基因敲减实验证实#

在
5FM

细 胞 株 !

F5M#

和
SM5C5

" 敲 除

]\F&&&!#$;A&

表达后#

]96C!

基因表达显著下调#

体外证实肿瘤细胞增殖'侵袭和转移能力显著下

降 & 这表明在
5FM

中#

]\F&&&!#$;A&

可能通过调

节
]96C!

的表达而促进其增殖'侵袭和转移&

K(7

等 $

!B

%研 究发现与正常甲状腺组织相比 #

,73T/C

/`/]LCF&<%$<!

在
5FM

组织中下调& 与正常的甲

状腺细胞株
/4PE'0)*'<'#

相比# 在两种
5FM

细胞株

!

W#

和
\]]:

"中#

/`/]LCF&<%$<!

也显著降低#但

SM5C5

和 正 常 细 胞 株 之 间 没 有 差 异 & 此 外 #

/`/]LCF&<%$<!

下调与颈部淋巴转移!

,E@NP 708-
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-./

"和肿瘤大小显著相关!但与其他临

床特征无关# 这表明
.0.1234&5%$5!

可能在
647

中发挥着抑癌基因的效果! 但其中的详细机制尚不

清楚!仍需进一步研究# 这些研究提示
89:;.3

的表

达异常可能在
647

中发挥着重要作用!但目前的研

究不管是在数量上还是深度上仍十分有限! 有待于

进一步的深入研究#

本实验以之前的研究成果为基础! 已成功筛选

出甲状腺乳头状癌转移相关的
89:;.3

差异表达谱

和
';.3

差异表达谱! 采用生物信息方法! 结合

;4<67;

法确定了
89:;.3 36&&&=%!>!

为候选研究

对象!目前为止!关于
89:;.3 36&&&=%!>!

的具体生

物学功能尚未见报道#

我们通过逆转录和
;4<67;

技术在
?&

例新鲜

冰冻甲状腺乳头状癌组织与癌旁对照正常组织中检

测
89:;.3 36&&&=%!>!

的表达水平!实验结果显示!

89:;.3 36&&&=%!>!

在甲状腺乳头状癌组织中表达

水平明显高于癌旁正常组织! 差异具有统计学意义

$

6@&>&A

"% 继而通过与上述标本临床病理数据统计

分析发现!

89:;.3 36&&&=%!>!

的表达水平与甲状

腺乳头状癌有无包膜侵犯及淋巴结转移密切相关!

甲状腺乳头状癌合并包膜侵犯或淋巴结转移者!

89:;.3 36&&&=%!>!

表达水平显著上升 &

6@&>&A

"!

而不同性别'年龄'肿瘤大小'有无腺内播散'有无砂

粒体' 肿瘤数量之间
89:;.3 36&&&=%!>!

表达水平

无明显统计学差异&

6B&>&A

"# 这一结果提示
89:;.3

36&&&=%!>!

可能在
647

的发生发展'局部侵犯及转

移过程中发挥重要作用# 但
89:;.3 36&&&=%!>!

在合并包膜侵犯或淋巴结转移的患者中表达明显升

高!而在
4./

分期
!

'

"

期患者和
#

'

$

期患者中无

明显差别!可能是因为高分化甲状腺癌
4./

分期中

年龄因素影响分期比重太高! 亦可能是本研究中样

本数量相对较少! 我们将在后续研究中继续扩大样

本 量 # 目 前 为 止 我 们 仅 仅 研 究 了
89:;.3

36&&&=%!>!

在
647

肿瘤组织及其对应的癌旁正常

组织中的表达情况及其与各临床病理因素之间的相

关性# 因生物样本的问题!

89:;.3 36&&&=%!>!

在血

浆中表达情况的研究尚未完成! 我们将在后续的实

验中继续完善#并且!关于
89:;.3 36&&&=%!>!

促进

647

侵袭转移能力的相关分子机制实验正在研究

中!我们将在后续报道中继续完善#

综上所述!

89:;.3 36&&&=%!>!

表达水平的升

高在甲状腺乳头状癌发生发展过程中可能发挥着一

定作用!且与甲状腺乳头状癌的局部侵犯'颈部淋巴

结转移密切相关#

-9:;.3 36&&&=%!>!

将来可能为

647

高危患者的早期诊治提供新的生物预警标志物

或药物干预靶点#
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