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摘 要!%目的& 探讨
=15*(><D!9%%!%?

!

=1>!9%%!%?

' 在甲状腺乳头状癌 !

?,?1--,*7 E07*(1F

5,*51+(=,

"

GH/

' 中的表达及作用" 验证其对靶基因错配修复酶人类
=)EA

同系物
9

!

0)=,+

=)EA 0(=(-(6)2 9

"

0@AB9

' 的调控作用( %方法& 采用实时定量
G/>

法检测
=1>!9%%!%?

在
GH/

组织和细胞中的表达水平( 采用
@HH

增殖实验)

H*,+3I2--

侵袭实验观察
=1>!9%%!%?

对
GH/

细胞增殖和侵袭能力的影响( 采用蛋白免疫印迹技术*

J23E2*+ K-(E

'和荧光素酶报告实
验验证

=1>!9%%!%?

对
0@AB9

的表达调控( %结果&与癌旁正常组织相比"

=1>!9%%!%?

在
GH/

组织中的表达水平明显增加"差异有统计学意义*

ELC;M$!

"

GLN;NN!

'#转染
=1>!9%%!%? =1=153

的
GH/

细胞中
=1>!9%%!%?

的表达水平相比对照组明显增加"差异有统计学意义*

HG/!9

细胞
株+

ELM;!9M

"

GLN;NN!

"

O/GDG

细胞株+

ELM;!&P

"

GLN;NN!

'#转染
=1>!9%%!%? =1=153

的
GH/

细胞
相比对照组增殖能力明显增强"差异有统计学意义*

HG/!9

细胞株+

MP0 ELM;CQP

"

GLN;N9!

#

O/!

GDG

细胞株+

MP0 EL!!;9N&

"

GRN;NN9

'#转染
=1>!9%%!%? =1=153

组通过
@,E*162-

基质胶的细胞
数量明显多于对照组" 差异具有统计学意义 *

HG/!9

细胞株+

ELC;9P!

"

GLN;N9C

#

O/GDG

细胞
株+

ELQ;PQ!

"

GRN;NN9

'# 转染
=1>!9%%!%? =1=153

的
GH/

细胞中
0@AB9

蛋白表达明显低于对
照组"差异有统计学意义*

HG/!9

细胞株+

EL%;9CQ

"

GLN;NNQ

#

O/GDG

细胞株+

ELC;&PM

"

GLN;N!9

'(

%结论&

=1>!9%%!%?

促进
GH/

增殖侵袭"其机制可能是通过调控
0@AB9

实现"这为
GH/

的治
疗提供新的靶点(

主题词!甲状腺乳头状癌#

=1>!9%%!%?

#

0@AB9

中图分类号!

>QC&;9

文献标识码!

D

文章编号!
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"

!"9$

#

"&S"M$!S"&

F(1

!

9";99QC%UV;133+;9&Q9S9Q"T;!"9$;"&;O""!

@1>!9%%!%? G*(=(E23 G*(-1.2*,E1(+ ,+F W+X,31(+ (. G,?1--,*7

H07*(1F /,*51+(=, E0*()60 >26)-,E1(+ (. 0@AB9 YZ?*2331(+

[BD<\]1!0(+6

9

!

B^D<\_)!̀ 1+6

9

!

AD<T1,!K1+

!

!

\Y@1+6!0),

!

!

[BY<\/0),+!=1+6

!

*

9; !"# $%&'() *+,(,&-+ .%/,&-+ *'++%0% '1 2"%3,4(0 *",(%5% .%/,&-+ 6(,7%85,9:

"

;-(0<"'= C9NN%C

"

*",(-

#

!> 2"%3,-(0 *-(&%8 ;'5?,9-+

"

;-(0<"'= C9NN!!

"

*",(-

'

!"#$%&'$

+%

4KV25E1X2

&

H( 1+X23E16,E2 E02 2..25E (. =15*(><D!9%%!%?a=1>!9%%!%?b (+ ?*(-1.2*,E1(+

,+F 1+X,31(+ (. ?,?1--,*7 E07*(1F 5,*51+(=, aGH/c ,+F 1E3 =(-25)-,* =250,+13= a0@AB9c;

%

@2E0(F

&

>2,-!E1=2 `),+E1E,E1X2 G/> a`>H!G/>c I,3 )32F E( F2E25E E02 2Z?*2331(+ -2X2- (. =1>!

9%%!%? 1+ !N ?,1*2F 3?251=2+3 (. GH/ E133)2 ,+F 1E3 ,FV,52+E E133)2; H02 2..25E3 (. =1>!9%%!%?

(+ E02 ?*(-1.2*,E1(+ ,+F 1+X,31(+ (. GH/ 52--3 I2*2 (K32*X2F K7 @HH ,33,7 ,+F H*,+3I2-- 1+X,31(+

,33,7; J23E2*+ O-(E ,+F -)51.2*,32 *2?(*E2* ,33,7 I2*2 )32F E( F2E25E E02 2Z?*2331(+ (. 0@AB9

a=13=,E50 *2?,1* 2+d7=2 0)=,+ =)EA 0(=(-(6)2 9c;

%

>23)-E3

&

/(=?,*2F I1E0 ,FV,52+E +(*=,-

E133)23

"

E02 2Z?*2331(+ (. =1>!9%%!%? I,3 316+1.15,+E-7 1+5*2,32F 1+ GH/ E133)23 aE LC;M$!

"

G L

N;NN!c; H02 2Z?*2331(+ -2X2- (. =1>!9%%!%? 1+ GH/ HG/!9 52--3 ,+F O/GDG 52--3 E*,+3.25E2F I1E0

=1>!9%%!%? =1=153 I,3 316+1.15,+E-7 01602* E0,+ E0,E (. E02 5(+E*(- 6*()? aELM;!9M

"

GLN;NN!

"

,+F

ELM;!&P

"

GLN;NN!c ;H02 ?*(-1.2*,E1(+ ,K1-1E7 (. GH/ HG/!9 52--3 ,+F O/GDG 52--3 E*,+3.25E2F I1E0

=1>!9%%!%? =1=153 I,3 316+1.15,+E-7 01602* E0,+ E0,E (. E02 5(+E*(- 6*()? aELM;CQP

"

GLN;N9! ,+F

EL!!;9N&

"

GRN;NN9c; H02 +)=K2* (. 52--3 E*,+3.25E2F I1E0 =1>!9%%!%? =1=153 5*(331+6 E0*()60

@,E*162- I,3 316+1.15,+E-7 01602* E0,+ E0,E (. E02 5(+E*(- 6*()? aELC;9P!

"

GLN;N9C ,+F ELQ;PQ!

"

GR

N;NN9c; H02 2Z?*2331(+ (. 0@AB9 ?*(E21+ 1+ GH/ 52--3 E*,+3.25E2F I1E0 =1>!9%%!%? =1=153 I,3

316+1.15,+E-7 -(I2* E0,+ E0,E 1+ E02 5(+E*(- 6*()?aEL%;9CQ

"

GLN;NNQ ,+F ELC;&PM

"

GLN;N!9c;

%

/(+!

5-)31(+

&

=1>!9%%!%? ?*(=(E23 ?*(-1.2*,E1(+ ,+F 1+X,31(+ (. GH/

"

I0150 =,7 K2 E0*()60 E02 *26)!

-,E1(+ (. 0@AB9 2Z?*2331(+;

()"*+'$ ,-%.#

+

?,?1--,*7 E07*(1F 5,*51+(=,

#
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0@AB9
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甲状腺癌是内分泌器官中最常见的恶性肿瘤!

近几十年来其发病率不断增加"

'

!

!

#

!目前已成为国内

常见恶性肿瘤的第
&

位"

(

#

$ 主要的组织学类型是甲

状腺乳头状癌%

)*)+,,*-. /0.-1+2 3*-3+415*

!

678

&!占

所有病例的
9%:;$%!

"

'

#

$

678

的发病及进展机制尚未

明确! 目前已知
678

的发病与遗传以及辐射相关"

<

#

$

有研究表示 "

%

#

!

678

的发生'发展与微小
=>?

%

5+"

3-1=>?

!

5+=>?

&密切相关$

5+=>?

是一组长度为
'$;!!

个核苷酸非编码

=>?

!其结合
5=>?

的
(#

非翻译区%

(#"@7=

&!并在

转录后调节基因表达"

&

#

$

5+=>?

在维持细胞正常生

理功能中起着关键作用!例如细胞生长'细胞命运决

定以及应激反应 $

5+="'%%"%)

作为炎症相关的

5+=>?

"

A

#

!在多种肿瘤组织及细胞中呈高表达 "

9;'B

#

!

但
5+="'%%"%)

在
678

组织的具体表达与临床病理

特征的相关性研究较少$

人细胞中的错配修复蛋白 %

5+C5*/30 -D)*+-

)-1/D+4C

!

EE=6C

&对于识别和修复
F>?

合成中的错

误非常重要$

EE=6

的丢失导致增殖细胞的
F>?

累积复制错误! 这种现象称为微卫星不稳定性%

5+"

3-1C*/D,,+/D +4C/*G+,+/.

!

EHI

&$

0EJK'

是主要的错配

F>?

修复基因之一!其失活可导致多种癌症
EHI

增

加"

''

#

$

LM*4

等"

'!

#发现
0EJK'

基因的异常甲基化可能

在
N=?O

基因突变促进的甲状腺肿瘤发生中起作用$

本课题组前期通过生物信息学预测
5+="#%%"

%)

可结合
0EJK#

! 故本次研究拟检测
5+="#%%"%)

在
678

中的表达!了解其对
678

细胞增殖'侵袭能

力的影响! 进一步分析其与靶基因
0EJK#

甲基化

的调控关系!探索其分子机理$

#

材料与方法

!"!

一般材料

#P'Q'

组织标本

本研究选取
!"'&;!"'A

年于浙江省肿瘤医院

行初次甲状腺癌手术的
678

及相应的癌旁组织共

!"

例!液氮中储存!均经病理证实$ 入组病例中男性

&

例!女性
'<

例!切取部分新鲜癌和癌旁标本组织!

迅速放入液氮中!整个留取标本过程均控制在
(5+4

内完成!并避免交叉污染!提取
=>?

前贮存于液氮

罐中$

'Q'Q!

细胞系

来自中科院人
678

细胞%

768"'

细胞株'

N86?6

细胞株&! 分装入多个培养瓶中! 置于含
%!8R

!

的

(A$

孵箱中培养!传代
!;(

次至细胞株稳定生长$

!"#

方 法

'Q!Q' 0EJK'

基因与
5+="'%%"%)

结合位点预测

通过
FI?>? /11,C 7*-N*CD SQ9

网站检索
5+="

>?"'%%

的靶基因$

'Q!Q!

细胞转染

转染前一天将细胞以每孔约
!"

万的数量接种

于
&

孔板内! 待第二天细胞生长密度至
A":

时!利

用
J+)1TD3/*5+4D

7E

!"""

%

I4S+/-1UD4

&转染
5+="'%%"%)

5+5+3C

及对照序列 %

>DU/+SD 814/-1,

!

>8

&!置于
%!

8R

!

的
(A$

孵箱中培养!转染后
!<;<90

进行后续实验$

'Q!Q(

实时定量
68=

采用
7-+V1,

法提取各组细胞的总
=>?

! 按试剂

盒说明书%

E+-"W

7E

5+=>? O+-C/"H/-*42 H.4/0DC+C X+/

!

7?X?=?

!

&(9('(

& 操作进行反转录将
=>?

反转录

为
3F>?

$

Y=7"68=

试剂盒%

HZN=!6-D5+[ \[ 7*Y

7E

!

!

7?X?=?

!

==9!]?

& 进行定量
68=

扩增 !

Y=7"

68=

总反应体系为
!%",

! 包括
HHZN=!6-D5+[ \[

7*Y !

%

!%

&

'!Q%",

!

68= O1-^*-2

引物 %

']"51,_J

&

!Q"",

!

68=

反向引物%

'""51,_J

&

!Q%",

!

22K

!

R 9Q"",

$

引物%武汉擎科创新生物科技有限公司&序列如下(

5+="'%%"%)

上 游 引 物 为
878??87LL7L78L7L"

L?L78LL8??778?L77L?L??88887?

!下游引物

为
?8?8788?L87LLL77??7L8 7??78L7L?7?

)

@&

上游引物为
878L8778LL8?L8?8?

!下游引物

为
??8L8778?8L??777L8L7

$

68=

仪 %

?NI

!

H/D)14D ),MC

&!

68=

扩增反应条件(

$%& '"5+4

!随后

$%& '%C

!

&"& &"C

! 重复
<"

个循环$ 计算
87

值$

5+="'%%"%)

的相对表达量用
!

`#$87 法计算! 每个样

本按照相同条件检测
(

次!求平均值!对所得数据进

行计算机软件分析$

#Q!Q< E77

法检测
5+="#%%"%)

对
678

细胞增殖的

影响

选取转染
5+="#%%"%)

及对照序列%

>8

&两组人

678

细胞%

768"#

细胞株'

N86?6

细胞株&将转染完

后的细胞分别在
#!0

'

!<0

'

(&0

'

<90

采用
E77

法测

波长为
<$]45

时的吸光度值 %

1)/+3*, 2D4C+/. S*,MD

!

RF S*,MD

&!分析细胞增殖活性$ 实验重复
(

次$

<$(
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法 检 测
?1@!9%%!%A

对
B=/

细 胞

侵袭能力的影响

采用培养基以
9"C

的比例稀释
%"?-DE F,G*162-

包被
=*,+3>2--

小室底部膜的上表面!放置于
HI#

聚

合成凝胶" 取转染
?1@!9%%!%A

及对照序列#

</

$两

组人
B=/

细胞 #

=B/!9

细胞株%

J/BKB

细胞株$!将

转染完后的细胞以每孔
%" """

细胞加入小室!放置

于含
%$ /4

!

的
HI#

孵箱中培养
!L0

" 用棉签轻轻

擦去
F,G*162-

基质胶和上室的细胞!用
";9$

结晶紫进

行细胞染色后于显微镜下观察并拍照"实验重复
H

次"

9;!;& M23G2*+ J-(G

细胞裂解获得总蛋白溶液!用
J/K

试剂盒检测

蛋白浓度" 制胶后蛋白样品上样!开始电泳!后湿法

转膜!牛奶封闭
90

!加入一抗&三鹰!

99&$I!9!KB

$

L#

孵育过夜次日用
=JN=

室温下摇床上清洗
H

次' 加

二抗!室温孵育
HO?1+

后!

=JN=

室温下洗
H

次!加入

混合好的
P/E

溶液充分反应!开始曝光" 将所得图

像进行软件处理分析目标带的灰度值"

9;!;I

荧光素酶报告基因检测

选取转染
?1@!9%%!%A

后以及

未转染
?1@!9%%!%A

的两组人
B=/

细胞 &

=B/!9

细胞株%

J/BKB

细胞

株$!在转染
?1@!9%%!%A LC0

后!裂

解细胞!使用双荧光素酶检测试剂

盒 &

Q),-!E)51.2*,32 @2A(*G2* K33,7

N73G2?

!

B*(?26,

!

P9$9"

$!在检测仪

&

N7+2*67 R9

全功能微孔板检测仪!

S1(!G25T

!

N7+2*67 R9

$ 上进行检测"

在以萤火虫荧光素酶为内参的情

况下!用
@2+1--,

荧光素酶测定得到

的相对光单位 &

*2-,G1U2 -160G )+1G

!

@EV

$的值除以萤火虫荧光素酶测定得到的
@EV

值!

根据得到比值来比较
?1@<K

对靶基因的抑制作用"

'<=

统计学处理

使用
NBNN !O;O

统计学软件分析数据!采用
NG)!

W2+G!G

检验对组间数据进行差异分析(

BXO;O%

为差

异有统计学意义)

!

结 果

><? 0FER9

基因与
?1@!9%%!%A

结合位点预测

生物信息学分析预测结果*网站证实
0FRE9

是

?1@!9%%!%A

的靶基因!结合位点如
Y16)*2 9

所示)

><> ?1@!9%%!%A

在
B=/

组织和细胞中的表达水平

采用实时定量
B/@

实验检测
B=/

组织及癌旁

正常组织中
?1@!9%%!%A

的表达水平! 结果显示*与

癌旁正常组织相比!

?1@!9%%!%A

在
B=/

组织中的表

达水平明显增加! 差异有统计学意义 &

GZH;L$!

!

BZ

O;OO!

$) 见
Y16)*2 !K

)

采用实时定量
B/@

实验检测
B=/

细胞&

=B/!

!"2$%) > @A;%)33"-. B)C)B -/ 8"D!E::!:; ". (FG ,"33$) H.* I)BB3

!

JKLMNOP

"
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()*+*

" 实验组和对照组中
,-.!'%%!%/

在细胞中的表达水平#结果显示$相较于对

照组#转染
,-.!'%%!%/ ,-,-01

的
*2)

细胞

中
,-.!'%%!%/

的表达水平明显增加# 且差

异均有统计学意义 % &

2*)!'

细胞株 $

3 4

56!'5

#

*4"6""!

'

()*+*

细胞株$

3456!&7

#

*4

"6""!

"% 见
8-9:;< !(

%

!"# ,-.!'%%!%/

对
*2)

细胞增殖能力影响

采用
=22

实验检测
*2)

细胞&

2*)!'

!

()*+*

"实验组和对照组的增殖能力#实验

结果显示$相较于对照组#转染
,-.!'%%!%/

,-,-01

的
*2)

细胞增殖能力明显增强#且

差异具有统计学意义&

2*)!'

细胞株
57>

$

34

56?@7

#

*4A6"'!

#

()*+*

细胞株
57>

$

34!!6'"&

#

*B"6""'

"% 见
8-9:;< ?

%

!"$ ,-.!'%%!%/

对
*2)

细胞侵袭能力影响

采用
2;CD1E<FF

侵袭实验检测
*2)

细胞

&

2*)!'

!

()*+*

"实验组和对照组的侵袭能

力#结果显示$转染
,-.!'%%!%/ ,-,-01

组通

过
=C3;-9<F

基质胶的细胞数量明显多于对

照组#差异有统计学意义&

2*)!'

细胞株$

34

?6'7!

#

*4G6"'?

#

()*+*

细胞株$

34@67@!

#

*B

"6""'

"% 见
8-9:;< 5

%

!"%

转染
,-.!'%%!%/

模拟剂及对照序列

!

H)

"的
*2)

细胞中
>=IJ'

蛋白表达

采用
K<13<;D (FL3

实验检测
*2)

细胞

&

2*)!'

!

()*+*

"实验组和对照组中
>=IJ'

蛋白的相对表达量# 结果显示$ 转染
,-.!

'%%!%/ ,-,-01

的
*2)

细胞中
>=IJ'

蛋白

表达明显低于对照组# 差异有统计学意义

&

2*)!'
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细
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34'

荧光素酶报告结果

采用荧光素酶报告实验检测
!$=>

细胞实验组

和对照组中相对荧光素酶活性!结果显示"与对照组

相比! 转染
?1@!9%%!%A ?1?153

的
!$=>

细胞中相对

荧光素酶活性明显低于对照组! 差异有统计学意义

#

BC9";D%"

!

EFG;""9

$% 见
H16)*2 &

%

=

讨 论

甲状腺乳头状癌是最常见的甲状腺恶性肿瘤!

近年来发病率增长最迅速 &

9=

'

! 目前各种研究表明!

?1@!9%%!%A

在各种肿瘤类型中过表达!并且在肺癌

细胞中显著上调&

9I

!

9%

'

%

J0,+6

等&

9&

'研究发现
?1@!9%%!

%A

可作为鉴定肾透明细胞癌患者高复发风险的临

床生物标志物%

J0,+6

等&

9D

'发现过表达
?1@!9%%

可

提高
E>/

细胞的活力!并且可以促进细胞集落的形

成% 朱有志等&

9K

'学者认为
?1@!9%%

高表达的
E>/

常

具有肿瘤更大(甲状腺包膜外更易侵犯(颈部淋巴结

更高转移率及
><L

分期更晚等临床病理特点!其可

作为
E>/

患者预后不良评估指标之一%

M22

等&

9$

'学

者研究发现
?1@!9%%

表达水平有助于区分良性和恶

性病变! 并可在淋巴结转移的情况下区分良性和恶

性病变!可作为
E>/

诊断的血清学标志物%

本研究我们通过实时定量
E/@

实验证明
?1@!

9%%!%A

可能在甲状腺乳头状癌的发生发展中发挥

癌基因的作用! 其具体致癌机制有待进一步研究%

通过
L>>

(

>*,+3N2--

侵袭实验证明
?1@!9%%!%A

过表

达对
E>/

的增殖和侵袭能力具有促进作用%

0LMO9

位于染色体的
=A!9!!=

区域! 是人类

P<Q

错配修复
R?13?,B50 *2A,1*

!

LL@S

系统的重要组

成部分%

0LMO#

基因的甲基化失活被证实与多种实

体 肿 瘤 发 生 密 切 相 关 % 其 潜 在 的 机 制 可 能 为

0LMO#

蛋白的缺失造成微卫星不稳定!从而进一步

致使一系列抑癌基因的杂合性缺失% 我们前期研究

也发现在
E>/

组织中
0LMO#

基因启动子甲基化率

明显高于癌旁正常组织!并且与原发灶大小(数量(

局部侵犯情况(

>

分期和颈部淋巴结转移情况有关!

而与患者性别(病理分期无关
R

均
ETG;G%S

!因此认为

0LMO#

基因启动子甲基化是
E>/

组织中较常见的

分子事件!

0LMO#

在转录水平抑制! 并与
E>/

的恶

性进展关系密切&

!G

'

% 本研究中我们通过生物信息学

预测(

U23B2*+ V-(B

检测及荧光素酶检测等验证发现

?1@!9%%!%A

可靶向抑制
0LMO9

的表达! 进一步说

明
E>/

中
0LMO9

还存在转录后水平的抑制%

W1,61+13

等&

!9

'学者研究发现
E>/

中
0LMO9

基因

表达率)

I"X

!

#&YIG

*明显高于增生性结节)

9=X

!

IY

=G

*!而低于滤泡癌)

K&X

!

&YD

*及恶性程度更高的髓

样癌)

KGX

!

IY%

*和未分化癌)

9GGX

!

!Y!

*!同时还发

现增生性结节的
0LMO9

均表达在细胞核内 !而

E>/

则表达在核周和细胞质中!其他类型的甲状腺

恶性肿瘤则在核内!胞质内都有表达+而且
0LMO9

的表达和淋巴结转移( 血管侵犯相关% 该团队推断

0LMO9

基因在甲状腺恶性肿瘤中可能存在双面性"

即在早期!在各种环境因素的影响下
0LMO9

基因受

各种表观调控因素影响而失活!诱发肿瘤+到了癌症

进展期
0LMO9

在胞质及核膜上的异位表达可能促

进了肿瘤生长和播散%

本研究仍有许多局限性!如样本量不足等!将来

应扩大样本量进一步评估
?1@!9%%!%A

作为
E>/

生

物标志物的意义和价值!

0LMO9

在
E>/

中的详细作

用机制也需进一步的验证%

综上所述!

?1@!9%%!%A

在
E>/

中表达升高!可

促进
E>/

增殖和侵袭! 并可靶向调控
0LMO9

基因

的表达!是治疗
E>/

的潜在靶点%
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