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［摘　要］　目的　探讨ｍｉＲ１８１ｂ通过下调ＣＹＬＤ蛋白影响甲状腺乳头状癌细胞的增殖和凋亡行为及其机制。方法　ｑＰＣＲ
检测ｍｉＲ１８１ｂ在甲状腺乳头状癌组织和正常甲状腺组织中的表达情况及差异；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ实验检测 ｍｉＲ１８１ｂ与 ＣＹＬＤ蛋白
之间的调控作用；克隆形成实验检测抑制ｍｉＲ１８１ｂ后甲状腺癌细胞增殖能力的变化情况；流式细胞术实验检测抑制ｍｉＲ１８１ｂ后甲
状腺癌细胞凋亡行为的变化情况。结果　与正常甲状腺组织相比，甲状腺乳头状癌组织中ｍｉＲ１８１ｂ的表达水平相对上调，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；在 ＦＴＣ１３３细胞株中 ｍｉＲ１８１ｂ的表达水平相对较高；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ实验证实 ｍｉＲ１８１ｂ能直接调控
ＣＹＬＤ蛋白的表达水平；抑制ｍｉＲ１８１ｂ的表达后可以抑制甲状腺癌细胞的增殖行为，并在一定程度上促进其凋亡。结论　ｍｉＲ
１８１ｂ可以调控ＣＬＹＤ的表达影响甲状腺癌细胞的增殖和凋亡行为。
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　　甲状腺癌是最常见的内分泌异常的恶性肿瘤，占
女性所有类型恶性肿瘤的５％左右，在中国，每年约有
２００００的恶性甲状腺癌患者死亡［１２］。甲状腺乳头状

癌（ＰＴＣ）是甲状腺恶性肿瘤中最常见的肿瘤类型，约
占８０％［３］。针对甲状腺乳头状癌的治疗目前主要采

取手术联合放疗，但是治愈率不高［４］。探讨新型肿瘤

分子标记物是目前急需解决的问题。

目前研究指出参与甲状腺乳头状癌发展的最常见

的遗传改变包括ＲＥＴＲＡＳＢＲＡＦ基因激、ＲＥＴ基因重
排、ＢＲＡＦＶ６００Ｅ点突变及 ＲＡＳ突变等［５］。虽然这些

遗传改变会导致相同的信号通路的激活，但针对其具

体机制作用的发挥目前不甚清楚。在人类基因组中，

每个ｍｉＲＮＡ可以控制多个基因靶标，并且可以通过翻
译抑制调控相应蛋白的表达。关于基因表达模式的调

节，ｍｉＲＮＡ类似于直接调节靶基因表达的 ＤＮＡ结合
转录因子及其直接靶向于分子通路，负责特定的生物

学现象。关于如何在甲状腺癌中转录和转录后水平调

节ｍｉＲＮＡ的信息有限［６］，有研究通过结合核小体染色

质标记以及ＤＮＡ序列鉴定了１７５个ｍｉＲＮＡ的启动子
区域，用于预测调控 ｍｉＲＮＡ的转录因子，探讨 ｍｉＲＮＡ
在不同恶性肿瘤类型中的候选转录起始位点及生物学

表达模式［７８］。圆柱菌酶（ｃｙｌｉｎｄｒｏｍａｔｏｓｉｓ，ＣＹＬＤ）是卵
巢肿瘤家族中的一种泛素 －羧基末端水解酶，其由分
解各种细胞蛋白质中的赖氨酸酶连接多聚蛋白链组

成［９］。ＣＹＬＤ在多种组织中均有表达，但其精确的生
物学功能仍然不确定［１０］。体外转染研究结果表明，

ＣＹＬＤ通过蛋白水解酶来降低ＮＦκＢ活性干扰肿瘤细
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胞的生长［１１］。但ＣＹＬＤ和ｍｉＲＮＡ之间的直接作用缺
乏研究证据。

本实验通过研究 ｍｉＲ１８１ｂ和 ＣＹＬＤ在甲状腺乳
头状癌中的表达情况及相互作用，抑制ｍｉＲ１８１ｂ表达
后甲状腺癌细胞株的增殖和凋亡行为的变化情况来推

测ｍｉＲ１８１ｂ在甲状腺癌中的表达模式，明确其对甲状
腺乳头状癌细胞的调控作用，为甲状腺癌乳头状癌的

发病机制和发展过程的进一步研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　细胞株及实验材料
收集２０１６年７月至２０１７年１月在我院手术切除

并且经病理检查确诊为甲状腺癌患者３０例的病变组
织，同时取３０例癌旁正常人的组织。离体后放入４％
多聚甲醛中固定。人甲状腺乳头状癌细胞株 ＦＴＣ
１３３、ＩＨＨ４、ＴＰＣ１和Ｋ１细胞在含有１０％胎牛血清和
１％青霉素链霉素的 ＤＭＥＭ培养基中培养。ｍｉＲ
１８１ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和阴性对照（ＮＣ）购自中国上海ＧｅｎｅＰｈ
ａｒｍａ生物有限公司。脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ｍｉＲ
１８１ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ＮＣ组模拟物购自上海吉凯基因，ＴＲ
Ｉｒｉｚｏｌ购自美国Ａｍｂｉｏｎ公司，逆转录试剂盒（ＦＳＱ１０１）
购自日本 ＴＯＹＯＢＯ公司，ＰＣＲ试剂盒购自美国 Ｋａｐａ
公司。

１．２　定量实时ＰＣＲ分析
将细胞接种在１２孔板中，生长至５０％融合以进

行ｓｉＲＮＡ转染，９０％用于质粒转染。根据制造商的方
案，使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染质粒和ｓｉＲＮＡ。在转
染后第３天，收获细胞，并使用 ＴＲＩＺＯＬ试剂提取总
ＲＮＡ。使用ＩｍＰｒｏｍＩＩＴＭ逆转录系统对总 ＲＮＡ水平
进行ｑＰＣＲ分析。所有反应用ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ实时ＰＣＲ
系统进行，实验重复３次。
１．３　蛋白质印迹测定

使用 ＲＩＰＡ缓冲液提取总细胞裂解物，通过配置
１２％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白
质，并转移到ＰＶＤＦ膜，用５％脱脂奶粉封闭，并在４℃
下与一抗（浓度１∶１０００）一起孵育过夜。随后，将膜
与二抗孵育，最后用 ＥＣＬ底物试剂盒检测，实验重复
３次。
１．４　细胞克隆形成实验

将ＮＣ组细胞和ｍｉＲ１８１ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞分别以
２×１０３浓度接种在６孔板中，在３７℃孵箱孵育２周，
每３ｄ更换新鲜培养基，２周后在显微镜下观察细胞形
态，计数细胞克隆形成数目，对比２组之间的差异，实
验重复３次。

１．５　流式细胞仪分析
流式细胞术检测甲状腺乳头状癌细胞凋亡情况。

将ＦＴＣ１３３细胞以２×１０５／孔的浓度接种在６孔板中，
分别用 ＮＣ和 ｍｉＲ１８１ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染，转染 ７２ｈ后，
通过ＦＩＴＣ标记的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／碘化丙啶细胞凋亡检测
试剂盒检测凋亡细胞，实验重复３次。
１．６　统计分析

采用ＳＰＳＳ２２．０软件，计量数据以均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，２组间均数比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５表
示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１８１ｂ在甲状腺乳头状癌组织和细胞中的表
达情况

ｑＰＣＲ结果表明：与癌旁正常组织相比（图１），甲
状腺乳头状癌组织中 ｍｉＲ１８１ｂ表达水平明显较高
［（２．２１±０．３１）ｖｓ．（０．６２±０．１７）］，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１８１ｂ在 ＦＴＣ１３３胞株中表达水平
比ＩＨＨ４、Ｋ１、ＴＰＣ１细胞株明显增高［（１．８６±０．１８）
ｖｓ．（０．８９±０．１１）ｖｓ．（０．８６±０．１４）ｖｓ．（１．０７±０．１１），
Ｐ＜０．０５］（图１）。综合上述试验结果，挑选 ＦＴＣ１３３
为进一步生物学功能实验的细胞株。

ａ：ｍｉＲ１８１ｂ在甲状腺乳头状癌组织和正常组织中的表达；
ｂ：ｍｉＲ１８１ｂ在不同甲状腺乳头状癌细胞株中的表达

图１　ｍｉＲ１８１ｂ的表达情况

２．２　ｍｉＲ１８１ｂ与ＣＹＬＤ之间的调控关系
通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ｍｉＲ１８１ｂ调控 ＣＹＬＤ

的表达水平。结果显示，在 ｍｉＲ１８１ｂｉｂｈｉｂｉｔｏｒ组中
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ＣＹＬＤ的表达水平比ＮＣ组的明显降低［（０．５５±０．１１）
ｖｓ．（２．３９±０．３２），Ｐ＜０．０５］，见图２，表明抑制 ｍｉＲ
１８１ｂ的表达后，ＣＹＬＤ蛋白的激活水平相应下调。
２．３　ｍｉＲ１８１ｂ调控甲状腺乳头状癌细胞的增殖行为

细胞克隆形成实验结果显示（图３），ｍｉＲ１８１ｂｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ实验组的细胞克隆形成数目明显低于 ＮＣ对照
组［（３５１．２±２５．６）ｖｓ．（１１２．６±１８．６）］，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。表明抑制ｍｉＲ１８１ｂ的表达后，甲状
腺乳头状细胞ＦＴＣ１３３的增殖能力受到一定的抑制。

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检查ＣＹＬＤ；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果定量分析
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ｍｉＲ１８１ｂ对 ＣＹＬＤ蛋白表达的

调控

ａ：对照组；ｂ：ｍｉＲ１８１ｂ组；ｃ：２组细胞数量定量分析
图３　克隆形成实验检测ｍｉＲ１８１ｂ对甲状腺乳头状癌细胞增

殖能力的影响

２．４　ｍｉＲ１８１ｂ调控甲状腺乳头状癌的凋亡行为
细胞凋亡实验显示，ｍｉＲ１８１ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ实验组的

细胞凋亡比率明显高于ＮＣ对照组［（２．２８±０．２７）ｖｓ．
（０．７５±０．１８），Ｐ＜０．０５］，差异具有统计学意义，表明
抑制ｍｉＲ１８１ｂ的表达后，甲状腺乳头状癌细胞的凋亡
行为得到一定程度的促进。

ａ：对照组；ｂ：ｍｉＲ１８１ｂ组
图４　流式细胞术检测ｍｉＲ１８１ｂ对甲状腺乳头状癌细胞凋亡

行为的影响

３　讨论

在不同甲状腺肿瘤的组织病理学类型具有不同的

ｍｉＲＮＡ差异谱，反映了在 ｍｉＲＮＡ在肿瘤中的特异性
致癌突变［１２］。从其发现的早期阶段，已经知道许多

ｍｉＲＮＡ以组织特异性方式表达［１３］。因此，研究 ｍｉＲ
ＮＡ在甲状腺肿瘤之间的表达模式有重要的临床意
义。在甲状腺乳头状癌中经常观察到 ｍｉＲ１８１ｂ的表
达异常现象［１４］。然而迄今为止，ｍｉＲ１８１ｂ和甲状腺
乳头状癌之间的关系尚未完全了解。本研究结果表明

ｍｉＲ１８１ｂ在肿瘤性甲状腺乳头状细胞中具有一定的
致癌作用，作为 ＣＹＬＤ蛋白的调节因子参与甲状腺癌
细胞的增殖和凋亡过程。事实上，据其他学者的相关

报道指出，ｍｉＲ１８１ｂ在其他肿瘤中也可观察到明显的
上调状态，包括胶质瘤细胞系，前列腺癌细胞系和转移

性乳腺癌细胞系［１５１７］。ｍｉＲ１８１ｂ可能有一定的肿瘤
组织特异性和依赖性，其与基因表达调控的复杂网络

相关联，在不同类型的恶性肿瘤中可以靶向不同的下

游蛋白种类［１８］。类似地，ＣＹＬＤ蛋白在恶性肿瘤中具
有相似的作用，在上皮衍生的肿瘤中作为调控因子发

挥作用，并且可作为间质源性肿瘤的上皮间质转化的
肿瘤启动子因子［１９］。因此，ｍｉＲ１８１ｂ对ＣＹＬＤ蛋白的
调控可能是甲状腺乳头状癌中独特的表达模式。

恶性肿瘤细胞的增殖潜力取决于调控因子对细胞

周期阻滞的能力。ｍｉＲ１８１ｂ与甲状腺乳头状癌细胞
的增殖能力密切相关，而且可以通过调控 ＣＹＬＤ的表
达介导ＦＴＣ１３３细胞的细胞周期停滞，表明 ｍｉＲ１８１ｂ
具备一定的促细胞增殖的能力。ｍｉＲＮＡ分析的结果

４２３ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１８，２７（５）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



提供了更多的证据来支持肿瘤细胞具有独特的上调

ｍｉＲＮＡ并且与常规肿瘤类型不同，尤其是腺瘤和癌之
间的表达差异。根据之前的相关研究，指出ｍｉＲＮＡ表
达谱在特定肿瘤类型中具有显着的变异性［２０］。本实

验的研究数据表明，在这三种 ｍｉＲＮＡ中，ｍｉＲ１８１ｂ在
所有类型的滤泡细胞衍生的甲状腺肿瘤中以及甲状腺

增生性结节中都存在过表达状态，且和甲状腺乳头状

癌细胞的增殖和凋亡行为直接相关。

总体而言，本实验观察到甲状腺乳头状癌的肿瘤

类型和ｍｉＲ１８１ｂ表达之间的具有显著相关性，与甲状
腺乳头状癌的表型特征及生物学特性相关。且 ｍｉＲ
１８１ｂ的表达和 ＣＹＬＤ的表达之间的具体调控机制尚
不清楚，但ｍｉＲ１８１ｂ的确可以影响甲状腺乳头状癌的
生长和增殖，可能被用作临床甲状腺乳头状癌的治疗

和预后标志物。
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