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摘 要!$目的% 探讨
0'(!-!)-

对甲状腺乳头状癌细胞增殖和转移的影响及其作用机制&$方
法% 收集
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例手术切除甲状腺乳头状癌患者的癌组织和对应的癌旁组织标本& 采用
(12

345(

检测组织和细胞系中
0'(!-!)-

和
*+,-

的表达水平'

556!7

检测
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细胞增殖活力'
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检测
6-

细胞侵袭和迁移能力'

?=;@=8: A>B@

检测蛋白的表达水平'双荧光素酶报告
基因验证

0'(!-!)-

与
*+,-

的靶向关系&$结果%

0'(!-!)-

在甲状腺乳头状癌组织中的表达
水平低于癌旁组织组织(

-C$)D"%ED./ F; .EG$7"%ED$!

"

4H%E%%$I

& 与人甲状腺滤泡上皮正常细
胞)

%CG7D"%C%#!

*相比 "
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在癌细胞系 )
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*中的表达水平明显下调
K4

均
H"E"DI

"且在
6-

细胞中表达最低)

4L"E"-#

*,双荧光
素酶报告基因结果显示"

0'(!-!)-

通过结合
*+,-

基因的
.#M1(

"进而抑制其表达水平& 过
表达

*+,-

可明显缓解
0'(!-!)-

对
6-

细胞增殖和转移的抑制作用& $结论%

0'(!-!)-

通过
靶向下调

*+,-

的表达"进而抑制
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细胞增殖-侵袭-迁移和
+&1

,
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甲状腺乳头状癌是常见的内分泌系统肿瘤"约 占甲状腺癌的
7%h

$

-

%

, 临床研究表明"甲状腺乳头

状癌生长缓慢"手术治疗疗效较好'但是其易复发且

容易发生局部和远端转移" 造成患者预后及生存期

短$

!N.

%

, 为此"探讨调控甲状腺乳头状癌增殖和转移

基
础

%

临
床
研
究
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的相关分子以及作用机制是临床上亟待解决的问

题! 近年来"微小
<:=>?0<:=@

被证实在多种肿瘤中

异常表达"且参与调控肿瘤细胞恶性生物学行为#

ABC

$

!

例如"

?0<!;!D;

作为抑癌基因"在乳腺癌 #

#

$

%胃癌 #

D

$

和前列腺癌 #

E

$等肿瘤中低表达"且过表达
?0<!;!D;

可抑制肿瘤细胞增殖% 侵袭% 迁移和上皮间质转化

&

FGH

'

#

IB$%

$

! 锌指
F

盒结合同源框
$

&

JFK;

'基因作

为
?0<!;!D;

的潜在靶基因之一"其通过促进包括甲

状腺癌在内的多种恶性肿瘤细胞增殖和转移" 介导

肿瘤的进一步恶化#

;;B;!

$

! 但
?0<!;!D;

通过调控
JFK;

介导甲状腺乳头状癌细胞增殖和转移尚少见相关文

献报道! 因此" 本研究通过检测
?0<!;!D;

和
JFK;

在甲状腺乳头状腺癌组织和细胞系中的表达水平"

并分析
?0<!;!D;LJFK$

分子轴对甲状腺乳头状腺

癌细胞增殖%侵袭%迁移和
FGH

的影响"以期为提高

临床上甲状腺乳头状癌的精准治疗提供实验依据!

$

材料与方法

!"!

材 料

$9$9$

一般资料

收集
!%$#

年
!

月至
!%$E

年
E

月就诊于嘉兴市

第二医院肿瘤外科经手术切除的
!%

例甲状腺乳头

状腺癌组织和配对的癌旁组织 &距离肿瘤
!$4?

'"

然后立即将新鲜组织样本储存于
BE%"

冰箱!入选标

准(经超声%喉镜%甲状腺扫描%肿瘤标志物以及病理

学检查确诊为甲状腺乳头状腺癌) 术前未经放疗和

化疗以及免疫治疗)患者没有其他类型的重大疾病!

排除标准(患者不愿意接受治疗)之前经过放化疗等

其他方式治疗) 患有非甲状腺乳头状腺癌的其他类

型疾病! 手术前均告知患者并签署知情同意书!

$9$9!

细胞和主要试剂

人甲状腺乳头状腺癌细胞系&

HM.!$

%

N;

%

K.!

M=M

'以及人甲状腺滤泡上皮正常细胞
:O/6!')0P!;

均购于中国科学院生物化学与细胞生物学研究所)

细胞培养基
QGFG

%胰蛋白酶和胎牛血清均购于美

国
R0S4'

公司) 青霉素和链霉素均购自碧云天生物

技术有限公司)

?0<!;!D; ?0?04

"

T4Q:=P9;!JFK;

质

粒以及阴性对照均由上海吉马公司合成)

H)0U',

试剂

盒购自美国
V*W0O)'51*

公司 )

X0T'-14O+?0*1HGP%%%

和逆转录试剂盒购自日本
H+N+<+

公司)

..N!E

试

剂盒购自日本
Q'Y0*Z'

公司)

H)+*2[1,,

小室和
G+!

O)051,

均购自美国康宁公司)兔抗人
JFK;

%

!!+4O0*

单

克隆抗体和辣根过氧化物酶&

\<M

'山羊抗鼠
V5R

均

购自美国
.1,, 205*+,0*5 H14/*','56

公司)

K.=

蛋白

定量试剂盒购自美国
H/1)?'

公司)双荧光素酶报告

基因试剂盒购自
M)'?15+

公司!

!"#

方 法

;9!9;

细胞培养和转染

采用含有
;%]

的胎牛血清和双抗 &

;%%^L?,

青

霉素和
;%%"5L?,

链霉素' 的
QGFG

培养人甲状腺

乳头状腺癌细胞系和人甲状腺滤泡上皮正常细胞"

置于
PD"

%

C] .3

!

的培养箱中培养! 待
N;

细胞生

长密度达到
E%]

时"采用胰酶消化细胞"并将收集

到的细胞于
!#;%

C 个
L

孔的浓度接种到
#

孔板中"同

时随机将
N;

细胞分为
P

组( 过表达
?0<!;!D;

组

&

?0<!?0?04

'%过表达
JFK;

组&

JFK;

'%同时过表达

JFK;_?0<!;!D;

&

JFK;_?0<!?0?04

' 以及阴性对照

组! 转染时严格参照
X0T'-14O+?0*1HG P%%%

试剂说

明书进行操作"并将上述载体转染于细胞中"并继续

培养
#/

后" 更换正常培养基
QGFG

继续培养
AE /

后用于后续实验!

;9!9! <HB`M.<

检测
?0<!;!D;

和
JFK; ?<:=

表达

水平

收集组织样本和处于对数期细胞" 采用
H)0U',

试剂盒提取组织或细胞中总
<:=

"并采用
:+*'Q)'T

检测
<:=

的浓度! 随后"采用一步法逆转录试剂盒

将
<:=

反转录为
4Q:=

" 并将其与
<HB`M.<

试剂

盒中的
abK< a1,14O G+2O1) G0c

混合 " 采用
=KV

DI%%!-+2O

热循环仪进行
<HB`M.<

检查! 采用
!

B##.O

方法计算相对表达水平" 以
^#

和
!!+4O0*

为内参!

?0<!;!D;

" 上游引物为
C$!.H=R=.RH..=R=HHR!

==H=R=.!P$

" 下游引物为
C$!RH..R=R.HHRRH.!

=R==HR!P$

)

JFK;

" 上游引物为
C$ !HH.=.=RHR!

R=R=R==R..=!P$

"下游引物为
C$!R..HRRHR=H!

R.HR===R=R!P$

)

^#

" 上游引物为
C$ !.H.R.HH!

.RR.=R.=.=!P$

" 下游引物为
C$!==.R.HH.=.!

R==HHHR.RH!P$

!

!!+4O0*

" 上游引物为
C$ !.R=!

R==R=HR=...=R=H.=HR!P$

"下游引物为
C$!RH!

R==R.HRH=R..R.R.H.RR!P$

! 实验重复
P

次!

;9!9P d12O1)* S,'O

检测
N;

细胞中
MHF:

蛋白表达水平

收集处于对数期的
N;

细胞"采用
<=MV

裂解液

EE%
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提取细胞中的总蛋白!根据
&'(

试剂盒说明书检测

提取到的蛋白质浓度! 进行
$%) *+*!,(-.

分离蛋

白"电转膜法将目的条带转移至
,/+0

膜上"以
1)

脱脂奶粉室温封闭
23

! 分别加入兔抗人
4.&2

#

2"

21%%

$和
!!56789

单克隆抗体#

$"$%%%

$%

:#

孵育过夜!

加入
;<,

标记的山羊抗鼠
=>-

#

2"!"""

$ 室温孵育

!3

! 最后进行
.'?

染色%凝胶成像仪采集图像&通过

=@5>A B

分析灰度值! 实验重复
C

次!

2D!E: ''F!G

检测
F$

细胞增殖活力

将经转染和未转染处理的
F$

细胞培养至处于

对数生长期后% 以
!$$%

: 个
H

孔的浓度接种于
I#

孔

板中%并在没孔中加入
2%%"J +K.K

培养基%每组

设置
#

个复孔! 置于
CL%

"

1)'M

!

的培养箱中培养

%

"

!:

"

:G

"

L!

和
I#3

后% 向每孔中加入
2%"J ''F!G

溶液#

%E1@>H@J

$后继续于培养箱中孵育
:3

%采用酶

标仪检测
:1%9@

处的每孔光密度#

M+

:1%

$值!

2E!E1 NO59PQAJJ

检测
F$

细胞侵袭和迁移能力

将经转染和未转染处理的
F$

细胞培养至处于

对数生长期后% 以
$$$%

1 个
H

孔的浓度接种于
NO59!

PQAJJ

小室上室%下室加入
1%%"J +K.K

培养基后常

规培养
!:3

! 培养激素后采用
$R

结晶紫染色
!%

@89

%并于光学显微镜下随机选择
1

个视野计算侵袭

和迁移细胞数! 对于侵袭实验%

NO59PQAJJ

小室上室

需采用
K57O8>AJ

胶包被% 其他实验与迁移实验步骤

一致! 实验重复
C

次!

2E!E#

双荧光素酶报告基因验证
@8<!2!L2

和
4.&2

的靶向关系

由湖南普拉特泽生物科技有限公司

构建
4.&2

基因的
C&SN<

% 插入
T-?C!

,OU@U7AO

质粒载体中% 将该重组质粒命

名为
T-?C!4.&2!C&SN< VN

% 采用基因

突变法定点突变获得
4.&$

突变型载体

#

T-?C!4.&$!C& SN< KSN

$! 然 后 % 将

;.F !ICN

细胞接种于
$!

孔板中%待细

胞汇合度达到
L%)

时分别将
@8<!$!L$

@8@86

和
@8@86!W'

%

4.&$

野生型载体"

4.&$

突变型载体共转染于
;.F !ICN

细

胞中% 转染
#3

后更换为新鲜的含
$%)

胎

牛血清的
+K.K

培养液%继续培养
C#3

!

最后%采用双荧光素酶报告基因检测试剂

盒检测荧光素酶活! 实验重复
C

次!

!"#

统计学处理

采用
*,** !!E%

对所有数据进行统计学分析%并

利用
-O5T3,5X ,O8P@ G

对实验数据进行绘图! 实验结

果以平均值
Y

标准偏差#

!'P

$表示%两组间比较采用
7

检验%多组间比较采用单因素方差分析%进一步两两

比较采用
*WF!Z

检验!

,[%E%1

为差异有统计学意义!

!

结 果

$"! K8<!2!L2

在甲状腺乳头状癌组织和细胞系中低

表达

<N\Z,'<

检测结果表明%

@8<!2!L2

在
!%

例甲状

腺乳头状癌组织中的表达水平明显低于对应的癌旁

组织#

,[%E%%2

%

08>]OA 2(

$!同时%相比于人甲状腺滤泡

上皮正常细胞 #

W73^!UO8C!2

$%

@8<!2!L2

在甲状腺乳头

状癌细胞系#

N,'!2

"

F2

和
&',(,

$中低表达#

,[%E%1

%

08>]OA 2&

$%且在
F2

细胞中表达最低#

,_%E%2#

$! 由此

可知%

@8<!2!L2

在甲状腺乳头状腺癌组织和细胞系中

异常低表达%并选择
F2

细胞进行后续实验!

$"$

过表达
@8<!2!L2

抑制了
F2

细胞增殖!侵袭!迁移

和
.KN

<N\Z,'<

检测结果显示%相比于对照组%在
F2

细胞中转染
@8<!2!L2 @8@86

显著上调了
@8<!2!L2

的表达水平#

,[%E%%2

%

08>]OA !(

$!

''F!G

检测结果

表明%过表达
@8<!2!L2

后
F2

细胞增殖活力明显低

于对照组#

,_%E%C:

%

08>]OA !&

$!

NO59PQAJJ

检测结果

'U@T5OAX Q873 73A 5X`56A97 >OU]T

%

a

'
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&
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显示!相比于对照组!过表达
<0=!;!>$

可显著抑制
?$

细胞侵袭 "

@A%9%%##

!

B05()1 !.

#和迁移能力"

@A%9%%C#

!

B05!

()1 !D

$%此外!

E12F1)* G,'F

检测结果同

样显示! 相比于对照组! 过表达
<0=!

;!>;

显著上调了上皮细胞标志物
H!

4+I/1)0*

的表达水平 "

@A"9""J>

!

B05()1

!H

$! 抑制了间质细胞标志物
:!4+I!

/1)0*

和
80<1*F0*

的 表 达 水 平 "

@ A

"9""KL

!

@A"9""K>

!

B05()1 !H

$%

!"# M0=!;!>;

靶向负调控
NHO;

通过比对
PF+)O+21

数据库发现 !

NHO;

是
<0=!;!>;

的潜在靶基因!其结

合位点如
B05()1 JQ

所示% 同时!

=RS

T@.=

检测结果显示!

NHO;

在甲状腺乳

头状腺癌组织中的表达水平明显高于

癌旁组织"

@U"9"";

!

B05()1 JO

$%

E12F!

1)* G,'F

检测结果同样显示!

NHO;

在甲

状腺癌细胞系中的表达水平明显高于

人甲状腺滤泡上皮正常细胞"

@U"9"";

!

B05()1 J.

$% 双荧光素酶报告基因结果

表明!相比于对照组"

<0<04!:.

$!过表

达
<0=!;!>;

可显著减少野生型
NHO;

质粒的荧光素酶活性 "

@A"9"""!

!

B05()1

JD

$! 但对突变型
NHO;

质粒荧光素酶

的活性没有影响%

E12F1)* G,'F

检测结

果发现! 过表达
<0=!;!>;

可显著下调

?;

细胞中
NHO;

蛋白的表达水平
V@A

"9"""!

!

B05()1 JHW

%

!"$ M0=!$!>$

通过靶向
NHO$

抑制

?$

细胞增殖和转移能力

..?!L

检测结果显示!与
<0=!$!>$

单独过表达组相比! 同时过表达
NHO$

可明显下调
<0=!$!>$

对
?$

细胞增殖

活力的抑制作用"

@A%9%$X

!

B05()1 CQ

$%

R)+*2Y1,,

检

测结果表明!与
<0=!$!>$

单独过表达组相比!同时

过表达
NHO$Z<0=!;!>;

组中
?;

细胞侵袭和迁移能

力明显上调 "

@A%9%%#J

!

@A%9%%#C

!

B05()1 CO

&

H

$!但

与对照组相比差异无统计学意义% 进一步!

E12F1)*

G,'F

检测结果显示! 过表达
NHO;

可显著缓解
<0=!

;!>;

对
:!4+I/1)0*

和
80<1*F0*

表达的抑制作用"

@A

%9%%#>

!

@A%9%%#C

!

B05()1 CB

$!以及下调
<0=!;!>;

对

H!4+I/1)0*

表达的促进作用 "

@A%9%%C;

!

B05()1 CB

$%

由此可知!

<0=!;!>;

通过靶向下调
NHO;

的表达!进

而抑制
?;

细胞增殖&侵袭&迁移和
HMR

%

J

讨 论

近年来! 大量研究证实非编码
=:Q

"

40)4=:Q

!

,*4=:Q

和
<0=:Q

$ 与多种肿瘤的发生发展密切相

.'<[+)1I Y0F/ F/1 <0<04!:. 5)'([

!

\@U%9%K

%&'()* ! +,,*-. /, 0&1!2!34 /5 .6* 7)/8&,*)9.&/5 95: 0*.9;.9;&; /, <4 -*88;
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关! 多项研究证实"

&'(!$!)$

在恶性肿瘤癌组织和

细胞系中异常低表达#

*

"

+,

$

"且可作为肿瘤早期和预后

诊断的潜在标志物#

+"

$

! 同时"

-'

等#

+.

$研究发现"过表

达
&'(!+!)+

可显著抑制子宫内膜癌细胞增殖和转

移! 此外"过表达
&'(!+!)+

可通过抑制肿瘤细胞增

殖和侵袭以及诱导细胞凋亡" 进而增强肿瘤细胞对

化疗药物的敏感性#

+/0+)

$

! 本研究结果显示"

&'(!+!)+

在甲状腺癌乳头状癌组织中的表达水平低于对应的

癌旁组织" 且在甲状腺乳头状腺癌细胞系中的表达

水平低于人甲状腺滤泡上皮正常细胞! 进一步"过

表达
&'(!+!)+

可显著抑制甲状腺乳头状癌
1+

细

胞增殖%侵袭%迁移和
234

! 结果说明"过表达
&'(!

+!)+

对癌细胞生物学行为具有抑制作用"可缓解甲

状腺乳头状腺癌发展!

3'(56

主要通过结合下游靶基因的
,"74(

"进

而抑制靶基因的表达"从而调控恶性肿瘤细胞增殖%

凋亡%侵袭和
234

#

$*0$8

$

! 本研究结果证实"

&'(!$!)$

可靶向负调控
92:$

!

92:$

作为诱导
234

过程的重

要转录因子之一"被广泛报道在非小细胞肺癌#

!%

$

"甲

状腺癌#

$$

$

"前列腺癌#

!$

$和胃癌#

!!

$等肿瘤中高表达"并

参与调控多种恶性肿瘤细胞侵袭和
234

过程 !

3';<=>?@'

等 #

!,

$研究证实"

92:+

在结肠癌组织中高

表达" 且敲降
92:+

可明显缓解结肠癌细胞增殖和

转移! 本研究结果也表明"

92:+

在甲状腺乳头状腺

癌组织和细胞系中高表达" 且过表达
92:+

可明显

缓解
&'(!+!)+

对
1+

细胞增殖%侵袭%迁移和
234

的抑制作用! 同时"

-'<

等 #

8

$研究发现"过表达
&'(!

+!)+

可通过靶向
92:+

和
4ABC4+

抑制胰腺癌细胞

侵袭%迁移和
234

! 此外"

D>EF

等#

!.

$研究表明"

&'(!

*)#!/G

通过靶向下调
92:+

抑制胶质瘤细胞增殖%

侵袭%迁移和
234

!

9@<

等#

!/

$研究发现"

&'(!,##!

靶

向下调
92:+

缓解了黑色素瘤
6,#/

细胞增殖和转

移能力!

H<

等 #

!#

$研究证实"

&'(!+!#

通过靶向下调

92:+

抑制了宫颈癌细胞侵袭和迁移能力! 以上结

果说明"

&'(56

可通过靶向下调
92:+

抑制肿瘤细

胞增殖和转移能力"进而抑制肿瘤的发生发展进程!
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.'<=+)1> ?0@/ @/1 4'*@)', 5)'(=

!

A

"

BC%9%D

!

4'<=+)1> ?0@/ @/1 <0E!;!F$ 5)'(=

!

G

"

BC%9%D

<0<04!:.

<0E!;!F;

综上所述!本研究发现
<0E!;!F;

在甲状腺乳头

状腺癌组织和细胞系中低表达!过表达
<0E!;!F;

可

抑制甲状腺乳头状癌细胞增殖#侵袭#迁移和
HIJ

!

其机制是通过靶向下调
KHL;

的表达而实现的$ 本

研究可能为甲状腺乳头状腺癌临床治疗预后诊断和

靶向治疗提高了实验依据$
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