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基于ｉＴＲＡＱ技术的碘难治型甲状腺癌与分化型甲状腺癌的比较蛋白质组学研究
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　　［摘要］　目的　寻找碘难治型甲状腺癌和分化型甲状腺癌之间的差异蛋白，探讨碘难治型甲状腺
癌发生的机制，探索可能的核素分子治疗靶点。方法　收集２０１８年６月至２０１９年３月本科收治的碘
难治型甲状腺癌和分化型甲状腺癌患者颈部转移淋巴结各３例，利用ｉＴＲＡＱ技术联合质谱分析得到差
异蛋白，并通过生物信息学方法对差异蛋白进行ＧＯ功能注释、ＫＥＧＧ通路分析，并利用ＴＣＧＡ、ＴＣＰＡ数
据库对部分差异蛋白进行验证。结果　鉴定得到的差异蛋白共６６５个，其中显著上调的蛋白３２７个，显
著下调的蛋白３３８个。ＥＣＭ１、ＣＨＩ３Ｌ１、ＬＡＭＡ５、１４３３ｅｔａ、ＣＤＣ４２、ＲＡＣ２、ＭＹＬ９等差异蛋白广泛参与肿
瘤血管生成、侵袭转移及细胞失分化过程。同时，差异蛋白富集于包括代谢通路、黏着斑及其他多条信

号通路。结论　碘难治型甲状腺癌和分化型甲状腺癌的差异蛋白较多，其主要功能涉及调节转运体活
性及酶活性等，参与细胞代谢等多个生物过程。ＥＣＭ１、ＣＨＩ３Ｌ１及 ＣＤＣ４２通过与 ＭＡＰＫ通路中部分蛋
白相互作用促进肿瘤发展，可能成为核素治疗的潜在靶点。

　　［关键词］　碘难治型甲状腺癌；蛋白质组学；同位素标记相对和绝对定量技术
　　［中图法分类号］　Ｒ３４１；Ｒ３９４．３；Ｒ７３６．１ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市自然科学基金面上项目（ＣＳＴＣ２０１９ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ０３２７）

［通信作者］　段　东，Ｅｍａｉｌ：ｄｕａｎｄｏｎｇ２６＠１６３．ｃｏｍ

Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｒａｄｉｏｉｏｄｉｎｅ
ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａｂａｓｅｄｏｎｉＴＲＡＱｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
ＬＩＹｕｎｊｉｅ，ＨＵＡＮＧＸｉｎ，ＤＥＮＧＪｉｅ，ＤＵＡＮＤｏｎｇ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｕｃｌｅａｒＭｅｄｉｃｉｎｅ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄ
ｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｒａｄｉｏｉｏｄｉｎｅｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｔｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ
ｒａｄｉｏｉｏｄｉｎｅｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，ａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｙｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｎｕｃｌｉｄｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｔｈｅｒａｐｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｗｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｍｅｔａｓｔａｔｉｃｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓｆｒｏｍ３ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｒａｄｉｏｉｏｄｉｎｅ
ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄ３ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａｔｒｅａｔｅｄｉｎｏｕｒ
ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎＪｕｎｅ，２０１８ａｎｄＭａｒｃｈ，２０１９．ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｉＴＲＡＱ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．ＴｈｅｒａｗｄａｔａｏｆｉＴＲＡＱｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈａｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ
ａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒａｎｎｏｔａｔｉｎｇｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｕｓｉｎｇＧＯｄａｔａｂａｓｅａｎｄａｎａｌｙｚｉｎｇｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＫＥＧＧｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ．Ｓｏｍｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ＴＣＧＡａｎｄＴＣＰＡｄａｔａｂａｓｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｗｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｔｏｔａｌｏｆ６６５ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ
２ｃａｎｃｅｒｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ３２７ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄ３３８ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＥＣＭ１，ＣＨＩ３Ｌ１，ＬＡＭＡ５，１４３３ｅｔａ，ＣＤＣ４２，ＲＡＣ２，ａｎｄＭＹＬ９，ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｄｉｎｔｈｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｉｎｖａｓｉｏｎ，ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，ａｎｄｃｅｌｌｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃｅｌｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ，ａｎｄ
ｏｔｈｅｒｃｅｌｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｍａｎｙｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄ
ｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｒａｄｉｏｉｏｄｉｎｅｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ．Ｔｈｅｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅ

５２４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２４）



ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓａｎｄｅｎｚｙｍｅｓａｎｄｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ．Ａｍｏｎｇ
ｔｈｅｓｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＥＣＭ１，ＣＨＩ３Ｌ１，ａｎｄＣＤＣ４２ｐｒｏｍｏｔｅｔｕｍｏｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｍａｙｓｅｒｖｅａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｒａｄｉｏｎｕｃｌｉｄｅｔｈｅｒａｐｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｒａｄｉｏｉｏｄｉｎｅｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ；ｉＴＲＡＱｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍ ｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１９ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ０３２７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＤＵＡＮ Ｄｏｎｇ，

Ｅｍａｉｌ：ｄｕａｎｄｏｎｇ２６＠１６３．ｃｏｍ

　　甲状腺癌作为最常见的内分泌肿瘤，近几十年发
病率以每年３．６％的速率增长［１］。其中约９０％为分化
良好的甲状腺乳头状癌（ｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＰＴＣ）和甲状腺滤泡状癌（ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＦＴＣ），即分化型甲癌（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＤＴＣ）。大多数 ＤＴＣ患者经过标准的三步疗法，即外
科手术切除原发病灶＋放射性１３１Ｉ治疗＋ＴＳＨ激素抑制
治疗，可达临床治愈标准，１０年生存率高达 ９０％。放
射性１３１Ｉ治疗是ＤＴＣ患者治疗过程中至关重要的一个
环节，有助于清除术中未切除的残余病灶及远处转移

灶，改善患者预后［２］。然而，１５％～２０％的患者会失去
或在１３１Ｉ治疗的过程中逐渐失去摄碘能力，即发展成
为碘难治型甲状腺癌（ｒａｄｉｏｉｏｄｉｎｅｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ
ｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＲＤＴＣ）。这已成为影响甲状
腺癌患者总体生存率的主要因素。目前对于 ＲＲＤＴＣ
的治疗多采取靶向药物治疗或局部姑息性１２５Ｉ粒子植
入［３－５］，但临床资料显示治疗效果并不理想，患者１０年
生存率仅 １０％［６］。基于放射性核素治疗在甲状腺癌
治疗中的重要作用和碘难治型甲状腺癌的治疗现状，

研究者希望能找到ＲＲＤＴＣ与ＤＴＣ之间的差异蛋白，
一方面初步阐释 ＲＲＤＴＣ发生的分子机制，另一方面
从大量差异蛋白中找到可能的核素分子治疗靶点，为

患者提供更有效的治疗方式。

　　蛋白质组学已成熟运用于肿瘤领域研究，通过蛋
白质组学技术得到的差异蛋白，不仅可作为肿瘤诊断

的标志物，监测患者预后，同时为肿瘤的治疗提供新的

思考方向。近年来，ｉＴＲＡＱ技术由于其高通量及高稳
定性的优势，已广泛运用于肿瘤和其他疾病差异蛋白

的筛选［７－８］。ｉＴＲＡＱ技术可同时监测８个样本之间的
差异蛋白并进行定量分析，在蛋白质组学研究中拥有

不可取代的地位。本实验运用 ｉＴＲＡＱ技术联合质谱
分析，筛选碘难治型甲状腺癌与分化型甲状腺癌之间

的差异蛋白，并通过生物信息学方法，分析差异蛋白在

ＲＲＤＴＣ发生、发展中的作用及其可能的机制。

１　材料与方法

１．１　病例收集
　　选取２０１８年６月至２０１９年３月重庆医科大学附属

第一医院核医学科碘难治型甲状腺癌患者颈部转移淋

巴结３例，其中女性１例，男性２例。３例病例均经病理
检查和大剂量１３１Ｉ全身扫描证实符合ＲＲＤＴＣ标准。选
取分化型甲状腺癌患者颈部转移淋巴结３例作对照，其
中女性１例，男性２例。本研究获得本院伦理委员会审
查批准（２０１９年２月），患者均签署知情同意书。
１．２　实验方法
　　①蛋白质提取及 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行蛋白定量；②蛋
白质酶解：每个样品取１００μｇ蛋白体积，１４０００×ｇ离
心４０ｍｉｎ，４℃，弃上清；加入两倍体积 ５０％ ＴＥＡＢ，
１４０００×ｇ离心４０ｍｉｎ，４℃，弃上清；加入１μｇ／μＬ胰
蛋白酶，３７℃恒温水浴过夜后冻干消化液；加入ＴＥＡＢ
（水∶ＴＥＡＢ＝１∶１）复溶肽段；③肽段标记：根据 ＳＣＩＥＸ
公司 ｉＴＲＡＱ Ｒｅａｇｅｎｔ８ＰｌｅｘＭｕｌｔｉｐｌｅｘＫｉｔ说明书操
作，ＤＴＣ标记 １１３标签，ＲＲＤＴＣ标记 １１４标签；
④ＨＰＬＣ预分离：选用 ＲＩＧＯＬＬ３０００液相系统，分离
柱型号为２５０×４．６０ｍｍ的ＳＣＸ柱对样品进行分离，得
到１６个组分；⑤肽段纯化：选用Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公司ｓｔｒａ
ｔａＸＣ１８反相色谱除盐；样品用１ｍＬＭｉｌｌｉＱ水稀释过
柱，１ｍＬ５％乙腈洗柱除盐；低温离心抽干乙腈后加入
甲酸复溶纯化后的肽段；⑥质谱检测：质谱仪使用
ＴｈｅｒｍｏＱＥｘａｃｔｉｖｅ，纳升液相选用Ｄｉｏｎｅｘｕｌｔｉｍａｔｅ３０００
ｎａｎｏＬＣｓｙｓｔｅｍ；流动相 Ａ液为０．１％甲酸＋２％ＡＣＮ＋
９８％水，Ｂ液为０．１％甲酸＋２％ＡＣＮ＋９８％水；流动速
率为０．４μＬ／ｍｉｎ；质谱检测的参数设置如下：离子模
式为正电子模式，母离子扫描范围为３５０～２０００ｍ／ｚ，
二级分辨率为１７５００，离子源电压为１８００Ｖ。
１．３　生物信息学分析
　　将处理后的数据通过Ｍａｓｃｏｔ软件进行检索（Ｍａｓｃｏｔ
Ｔ２．３．０），利用ＧＯ数据库和ＫＥＧＧ数据库对鉴定到的
蛋白进行功能注释和生物通路信息分析，利用 ＴＣＧＡ、
ＴＣＰＡ数据库对部分差异蛋白在甲状腺癌中的表达进
行验证。

１．４　统计学分析
　　根据蛋白质丰度水平差异，实验组和对照组之间
采用ｔ检验进行差异显著性评估。蛋白丰度改变倍数
＞１．２倍，Ｐ＜０．０５的蛋白被视差异蛋白。
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２　结果

２．１　蛋白鉴定结果
　　本研究共鉴定得到差异蛋白 ６６５个，其中在
ＲＲＤＴＣ中显著上调的蛋白 ３２７个，显著下调的蛋白
３３８个。部分差异蛋白见表１。

表１　部分差异蛋白信息

数据库

编号
蛋白名称

编码

基因

变化

趋势

Ｑ１６６１０ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ１ ＥＣＭ１ ↑
Ｐ２６４４７ ＰｒｏｔｅｉｎＳ１００Ａ４ Ｓ１００Ａ４ ↑
Ｄ３ＧＫＤ８ ＡｇａｍｍａｇｌｏｂｉｎＯｓｉｌｏｖａｒｉａｎｔ ＨＢＧ１ ↑
Ｐ３６２２２ Ｃｈｉｔｉｎａｓｅ３ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ１ ＣＨＩ３Ｌ１ ↑
Ｐ１２４９２ ＡｎｎｅｘｉｎＡ３ ＡＮＸＡ３ ↑
Ｐ３１９４７ １４３３ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｇｍａ ＳＦＮ ↑
Ｐ１２２７０ ＮｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎＴＰＲ ＴＰＲ ↑
Ｏ１５２３０ Ｌａｍｉｎｉｎｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ５ ＬＡＭＡ５ ↑
Ｐ０９２１１ ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＰ６ ＧＳＴＰ１ ↑
Ｐ０４７９２ Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｂｅｔａ１ ＨＳＰＢ１ ↑
Ｐ６０９５３ Ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｐｒｏｔｅｉｎ４２ ＣＤＣ４２ ↓
Ｐ１５１５３ ＲａｓｒｅｌａｔｅｄＣ３ｂｏｔｕｌｉｎｕｍｔｏｘｉｎｓｕｂｓｔｒａｔｅ ＲＡＣ２ ↓
Ｐ２９５９０ ＰｒｏｔｅｉｎＰＭＬ ＰＭＬ ↓
Ｐ２４８４４ Ｍｙｏｓｉｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｌｉｇｈｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ９ ＭＹＬ９ ↓
Ｑ９Ｙ４９０ Ｔａｌｉｎ１ ＴＬＮ１ ↓
Ｐ６２８０５ ＨｉｓｔｏｎｅＨ４ ＨＩＳＴ１Ｈ４Ａ ↓
Ｐ１６４０２ ＨｉｓｔｏｎｅＨ１．３ ＨＩＳＴ１Ｈ１Ｄ ↓
Ｐ０２６４７ ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡ１ ＡＰＯＡ１ ↓
Ｐ３５５７９ Ｍｙｏｓｉｎ９ ＭＹＨ９ ↓
Ｑ１３７０７ ＡＣＴＡ２ｐｒｏｔｅｉｎ ＡＣＴＡ２ ↓

“数据库编号”为Ｐｕｂｍｅｄ中蛋白的Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ；↑表示相对
于ＤＴＣ，该蛋白在 ＲＲＤＴＣ中表达显著上调；↓表示相对
于ＤＴＣ，该蛋白在ＲＲＤＴＣ中表达显著下调

２．２　ＧＯ功能注释
　　通过ＧＯ功能注释，本研究发现较多差异蛋白富
集涉及细胞进程，单有机体进程，代谢过程，生物调节进

程及应激反应等生物进程。此外，差异蛋白的主要功能

包括离子结合，蛋白结合，氧化酶活性，转运体活性及酶

调节活性。细胞组分功能中差异蛋白主要参与细胞器，

细胞质成分，细胞间组分及细胞膜的构成（图１）。
２．３　ＫＥＧＧ通路分析
　　通过对差异蛋白进行 ＫＥＧＧ通路分析，本研究发
现差异蛋白广泛参与代谢通路，黏着斑，核糖体，ＥＣＭ
受体相互作用等２８条细胞代谢通路，提示碘难治型甲
状腺癌的出现涉及复杂的生物学通路改变，而非单因

素作用。

２．４　ＴＣＧＡ、ＴＣＰＡ数据库检索　
　　本研究发现，大量编码差异蛋白的基因经 ＴＣＧＡ
数据库证实在甲状腺癌中发生改变。ＨＢＧ１，Ｓ１００Ａ１，
ＡＮＸＡ３，ＬＡＭＡ５，ＣＤＣ４２，ＲＡＣ２，ＰＭＬ等基因在甲状
腺癌中发生突变，ＳＦＮ，ＴＰＲ，ＨＳＰＢ１，ＣＨＩ３Ｌ１，ＭＹＨ９
等基因出现拷贝数的增加。ＴＣＰＡ数据库显示，１４３３
ｅｐｓｉｌｏｎ，１４３３ｓｉｇｍａ，１４３３ｅｔａ，ＭＹＨ９，ＭＹＨ１１在
甲状腺癌中的表达显著高于癌旁正常组织。本研究发

现１４３３ｅｐｓｉｌｏｎ和１４３３ｓｉｇｍａ在ＲＲＤＴＣ中的表达
显著高于 ＤＴＣ，而 ＭＹＨ９和 ＭＹＨ１１在 ＲＲＤＴＣ中的
表达较ＤＴＣ显著下调。

３　讨论

　　碘难治型甲状腺癌的出现被认为与酪氨酸激酶通
路和磷酸肌醇通路的改变密切相关［９－１１］，针对酪氨酸

激酶代谢通路的靶向药物索拉菲尼已被美国 ＦＤＡ批
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Ａ：细胞成分　１：ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ；２：ｃｅｌｌ；３：ｃｅｌｌｐａｒｔ；４：ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ；５：ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐａｒｔ；６：ｃｙｔｏｐｌａｓｍ；７：ｏｒｇａｎｅｌｌｅ；
８：ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｐａｒｔ；９：ｏｒｇａｎｅｌｌｅｐａｒｔ；１０：ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｏｒｇａｎｅｌｌｅｐａｒｔ；Ｂ：生物过程　１：ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ；２：ｓｉｎｇｌｅｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ；
３：ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ；４：ｓｉｎｇｌｅｏｒｇａｎｉｓｍｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ；５：ｏｒｇａｎｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ；６：ｃｅｌｌｕｌａｒｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ；
７：ｐｒｉｍａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ；８：ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；９：ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ；１０：ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｉｍｕｌｕｓ；Ｃ：分子功能　
１：ｂｉｎｄｉｎｇ；２：ｉｏｎｂｉｎｄｉｎｇ；３：ｍｅｔａｌｂｉｎｄｉｎｇ；４：ｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇ；５：ｓｔｕｃｔｕｒａｌｍｏｌｅｃｕｌｅａｃｔｉｖｉｔｙ；６：ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ；７：ｔｒａｎｓ
ｐｏｒｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；８：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｒ；９：ｅｎｚｙｍｅｒｅｇｕｌａｒａｃｔｉｖｉｔｙ；１０：ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ

图１　差异蛋白的ＧＯ功能注释
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准用于碘难治型甲状腺癌的晚期治疗，但目前临床数

据显示索拉菲尼等靶向药物疗效欠佳。基于 ＲＲＤＴＣ
对患者生存质量的影响和生命的威胁，研究者积极探

索其可能的发病机制和有效的治疗方式［１２－１３］。目前

对于ＲＲＤＴＣ的研究多基于基因层面，如 Ｂｒａｆ、ＴＥＲＴ
等。Ｂｒａｆ基因突变被认为与ＲＲＤＴＣ的出现有一定相
关性，但机制尚不明确［１４－１５］。基因需经过转录、翻译

及修饰，通过蛋白表达起作用，因此，蛋白水平的研究

更能阐释疾病的发生机制。本研究得到的大量差异蛋

白，包括细胞外基质蛋白（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ１，
ＥＣＭ１）、谷胱甘肽转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ）、
细胞分裂控制蛋白４２（ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｐｒｏｔｅｉｎ４２，
ＣＤＣ４２）、Ｒａｓ相关 Ｃ３肉毒毒素底物（ｒａｓｒｅｌａｔｅｄＣ３
ｂｏｔｕｌｉｎｕｍｔｏｘｉｎｓｕｂｓｔｒａｔｅ，ＲＡＣ２）、肌球蛋白调节轻链多
肽（ｍｙｏｓｉｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｌｉｇｈｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ９，ＭＹＬ９）、辅肌
动蛋白（ａｃｔｉｎｉｎ）等，广泛参与到 ＲＲＤＴＣ发展过程
中，对肿瘤血管生成，侵袭转移及细胞失分化起到重

要作用。

　　目前认为，ＮＩＳ蛋白表达的降低是甲状腺癌失分
化过程中一个重要的蛋白水平改变［１６－１７］。研究表明，

通过慢病毒转染过表达ＮＩＳ蛋白后甲状腺癌细胞摄碘
率显著增高［１８］。本研究显示，ＮＩＳ蛋白在 ＲＲＤＴＣ和
ＤＴＣ之间表达量差异不明显，可能是 ＲＲＤＴＣ中该蛋
白虽然表达，但其生物活性受到通路中其他蛋白表达

量改变的影响，导致病灶不摄碘但 ＮＩＳ蛋白表达量未
出现下调。通过 ＧＯ分析，本研究发现 ＮＩＳ蛋白参与
的生物过程，包括离子转运、钠离子转运及跨膜转运

等，生物过程中存在大量差异蛋白富集，这些蛋白表达

水平的改变会影响蛋白之间的相互作用及蛋白自身的

活性。其中，参与跨膜转运的蛋白 １４３３ｅｔａ、线粒体
ＡＴＰ合成酶亚单位 Ｅ及受体酪氨酸蛋白磷酸酶等在
ＲＲＤＴＣ中表达显著降低，可能是导致甲状腺癌细胞
ＮＩＳ蛋白功能障碍的重要原因。
　　本研究通过ＫＥＧＧ通路分析发现，在 ＭＡＰＫ信号
通路中，ＲＡＣ２及 ＣＤＣ４２在 ＲＲＤＴＣ中的表达水平较
ＤＴＣ显著下调。ＲＡＣ２和 ＣＤＣ４２位于 ＭＡＰＫ信号通
路的上游，通过与 ＭＥＫ相互作用促进 ＭＫＫ４的表达，
进一步提高其通路下游蛋白 ＪＮＫ的表达。ＪＮＫ蛋白
的表达水平被认为与细胞分化程度有关。ＴＣＰＡ数据
库显示，ＪＮＫ２在ＤＴＣ中表达接近于癌旁正常组织，提
示ＤＴＣ细胞分化良好。而在 ＲＲＤＴＣ中，ＲＡＣ２和
ＣＤＣ４２的表达显著下调，使得它们与 ＭＥＫ的相互作
用减弱，影响与 ＭＫＫ４的相互作用，进一步引起 ＪＮＫ２
蛋白表达水平降低，导致细胞分化不良，抗凋亡能力增

强。因此，我们推测ＭＡＰＫ通路中蛋白水平的改变在
ＲＲＤＴＣ细胞失分化过程中起到重要作用。

　　本研究发现，ＴＲＫ在 ＲＲＤＴＣ中的表达显著高于
ＤＴＣ。ＴＰＫ被称为转位启动子蛋白（ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｅｄｐｒｏ
ｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ，ＴＰＲ）。该蛋白与核孔复合体相互作用，
是ｍＲＮＡ和蛋白运输的必要组分。编码该蛋白的基
因５’末端与多种激酶基因的融合可导致肿瘤的发生。
ＴＲＫ与Ｒａｓ蛋白结合引起 ＶＥＧＦ／ＭＭＰｓ表达上调，改
变细胞微环境，促进肿瘤血管生成，为肿瘤细胞的存活

提供必要条件。此外，在ＶＥＧＦ信号通路中，热休克蛋
白２７（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ２７，ＨＳＰ２７）在 ＲＲＤＴＣ中表
达水平上调，使得肌动蛋白（ａｃｔｉｎ）重组，提高细胞的
迁移能力；同时，在黏着斑通路中，ＥＣＭ、ａｃｔｉｎｉｎ及踝蛋
白（ｔａｌｉｎ）在ＲＲＤＴＣ中表达水平下调，它们与肌动蛋
白的结合减弱增强了细胞活动性。两条通路中多种蛋

白表达水平的改变为 ＲＲＤＴＣ细胞侵袭能力较 ＤＴＣ
细胞增强提供了理论支持。

　　除此之外，本研究发现部分差异蛋白之间存在紧
密的联系。例如，ＥＣＭ１和几丁质酶 ３１（ｃｈｉｔｉｎａｓｅ３
ｌｉｋｅ１，ＣＨＩ３Ｌ１）在 ＲＲＤＴＣ中的表达显著上调。研究
提示ＥＣＭ１可抑制基质蛋白金属酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）的表达，导致肿瘤抑素表达降低，
促进肿瘤生长［１９］；ＥＣＭ１抑制基底膜多糖的表达，使
得内皮素的表达水平降低，内皮素具有抑制肿瘤血管

形成的作用，其表达水平降低有利于肿瘤血管的形成。

ＴＣＧＡ数据库显示，ＣＨＩ３Ｌ１在甲状腺癌中基因拷贝数
增加，ＣＨＩ３Ｌ１可刺激ＲＡＧＥ蛋白表达，导致肿瘤发生；
还可与ｓｙｎｄｅｃａｎ１相互作用，激活 ＥＲＫ１／２ＭＡＰＫ通
路促进肿瘤的增殖生长［２０］。大量差异蛋白的相互作

用揭示了ＲＲＤＴＣ发生机制的复杂性，但与此同时，也
为我们寻找诊断和治疗的标志物提供了可能。如

ＭＡＰＫ信号通路中的多种差异蛋白 ＣＤＣ４２、ＥＣＭ１和
ＣＨＩ３Ｌ１有可能成为核素治疗的潜在靶点。
　　与目前大量肿瘤蛋白组学研究不同，本研究对照
组选用ＤＴＣ组织而非正常癌旁甲状腺组织。因此，所
得到的结果更能反映ＲＲＤＴＣ细胞失分化后蛋白表达
水平变化引起的细胞功能的改变，这是未来研究可以

考虑的方向。本研究的主要不足之处在于纳入的病例

数较少，标本之间的个体差异可能在一定程度上影响

结果的确定性。ＲＲＤＴＣ出现颈部淋巴结转移且处在
疾病进展期的病例不多见，大样本的收集需要长时间

的积累，因而大样本差异蛋白的验证有待后续跟进。

　　ｉＴＲＡＱ作为一项高通量的蛋白组学研究技术，在
肿瘤研究领域具有重要的作用。通过该技术联合质谱

分析鉴定得到ＲＲＤＴＣ与ＤＴＣ之间的差异蛋白，为肿
瘤基础研究提供大量可用信息。生物信息学分析中得

到的各信号通路中蛋白水平的改变需要长时间、大样

本的验证，这也为后续研究提供了方向，希望能够进一

８２４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



步阐明ＲＲＤＴＣ发生的分子机制。
志谢：感谢重庆医科大学附属第一医院内分泌乳腺外科、病理

科在实验过程中给予的帮助；感谢北京华大蛋白公司为本实验

提供的技术支持。
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ｏｆｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇＮＩＳｐｒｏｔｅｉｎｔｏｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｖｅｓｉｃｌｅｓ
ｌｅａｄｓｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｉｏｄｉｎｅｕｐｔａｋｅａｎｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪ
Ｎａｎｏｍｅｄ，２０１９，１４：１７７９－１７８７．ＤＯＩ：１０．２１４７／ＩＪＮ．
Ｓ１８９７３８．

［１９］ＺＨＡＮＧＫ，ＬＩＵＪＱ，ＬＩＣＬ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｖａｌｉ
ｄａｔｉｏｎｏｆｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｉｎｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１９，８４３：２１７－２２５．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｅｊｐｈａｒ．２０１８．１１．０２６．

［２０］ＣＨＩＪＳ，ＸＩＡＸＪ，ＺＨＡＮＧＬＦ，ｅｔａｌ．Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ
ｉｎｄｕｃｅｓＧＡＴＡ３ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｈｉｔｉｎａｓｅ３ｌｉｋｅ１（ＣＨＩ３Ｌ１）
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｉｎｊｕｒｉｅｓ
［Ｊ］．ＭｅｄＳｃｉＭｏｎｉｔ，２０１９，２５：４８３７－４８４８．ＤＯＩ：１０．
１２６５９／ＭＳＭ．９１６３１１．

（收稿：２０１９０７１１；修回：２０１９０９１５）

（编辑　汪勤俭）

９２４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２４）


