
来.经过反复试验,在兼顾 DMSO 环境下使 用

１􀆰５２mg/mL的抑制作用较为有效.另外,要避免

２次离心造成酶活性下降,尤其在 DMSO 环境中２
次离心后酶活性影响更甚.

反应体系中粗酶蛋白属于水溶性物质,而非那

雄胺以及其他受试药物则易溶于有机相,难溶于水

相.体系中的酶和酶的抑制物的溶解性质是相背离

的,因此,本 研 究 在 反 应 系 统 中 创 新 性 的 加 入

DMSO来弥合,两者 “背离”的问题.经过反复实

验,在 DMSO 环境下同时兼顾粗酶活性,最 后

DMSO添加量为总反应体积的２１％,这是一个比

较好的平衡点.根据 LOFTSSDN 等[４]提供的文献

资料,非那雄胺在纯水中的溶解度按照雅尔考斯基

方程计算的结果是１０μmol/L.结合本文,非那雄

胺在０􀆰３２μmol/L浓度时没有抑制作用,可能是非

那雄胺在反应体系中处于过饱和溶液的状态,０􀆰３２

μmol/L则进入了过饱和溶液的 “不稳定区”,药物

被迅速析出晶体,造成溶解量大幅减少.
通过３组数据估算筛选体系中非那雄胺对粗酶

的半抑制浓度 (IC５０).实验重复３次,利用空白

组、非那雄胺组反应前后睾酮峰面积差值,通过

SPSS软件拟合曲线的方式来估算半抑制浓度,最

终２次曲线模型拟合效果好,并通过曲线估算筛选

体系中非那雄胺的半抑制浓度为０􀆰３０４μmol/L.
有报道[５],通过体外筛选实验获得非那雄胺的半抑

制为２１２nmol/L,考虑因实验方法的不同导致的

偏差.另外,本研究中的羊毛甾醇和环阿屯醇则拟

合计算失败,可能是抑制效能不够的原因.
本研究筛选的羊毛甾醇和环阿屯醇２个甾醇类

化合物,从抑制曲线得出羊毛甾醇的抑制作用与非

那雄胺相似度较高,虽然整体效能不如人工合成的

非那雄胺,考虑羊毛甾醇为天然存在的甾醇类化合

物,不管在水相还是有机相中的溶解度均不如非那

雄胺.
综上,羊毛甾醇在体外具有较好的５α还原酶

抑制效果,羊毛甾醇或许可以成为新型的５α还原

酶抑制物.
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miRＧ１４９Ｇ３p通过调控NIS促进甲状腺乳头状癌增殖和迁移
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【摘　要】　目的　探讨 miRＧ１４９通过调控钠/碘共同转运体 (Sodium/IodideSympoter,NIS)调控甲状腺乳头状癌

(PapillaryThyroidCarcinoma,PTC)细胞增殖和迁移能力.方法　对选取的 GSE１１３６２９转录组数据进行数据处理,筛选其

中表达差异较为明显且在PTC组织中表达明显增高的 MicroRNA (miRNA)作为研究分子.通过在线数据库预测目标 miRＧ

NA的下游靶基因,随后检测调控目标 miRNA表达后靶基因变化情况并观察靶基因水平改变对甲状腺癌细胞生物学行为的

影响.结果　在 GSE１１２６２９数据集中,研究发现 miRＧ１４９Ｇ３p在PTC组织中高表达.通过对 miRＧ１４９Ｇ３p预测靶基因进行维

恩分析,我们发现 NIS是 miRＧ１４９Ｇ３p的重要靶基因.通过分析 GEPIA 和 UALCAN 数据库,我们发现 NIS在 PTC样本中

􀅰４９􀅰 福建医药杂志２０２４年８月第４６卷第４期　FujianMedJ,August２０２４,Vol􀆰４６,No􀆰４



明显低表达,同时发现PTC的淋巴结转移率越高、分期级别越高则 NIS表达量越低,并且 NIS表达量与患者无病生存期

(DiseaseＧFreeSurvival,DFS)呈正相关.在多种PTC细胞系中 miRＧ１４９Ｇ３p表达水平均高于正常甲状腺细胞系,抑制 PTC
细胞内 miRＧ１４９Ｇ３p表达后细胞内 NIS表达水平明显升高.当敲低 miRＧ１４９Ｇ３p时,细胞的增殖活性和迁移能力受到明显抑

制.结论　PTC中 miRＧ１４９Ｇ３p高表达,并且 miRＧ１４９Ｇ３p能够通过抑制 NIS表达明显增强PTC的增殖活性和迁移能力.
【关键词】甲状腺肿瘤;miRＧ１４９Ｇ３p;NIS;增殖活性;迁移

【中图分类号】R７３６􀆰１　 【文献标识码】B　 【文章编号】１００２Ｇ２６００(２０２４)０４Ｇ００９４Ｇ０６

　　甲状腺癌 (ThyroidCarcinoma,THCA)是最

常见的内分泌系统恶性肿瘤,约占上皮性恶性肿瘤

的１％[１].基因突变和环境因素在 THCA的发生发

展中起重要作用[２].miRNA 是在真核生物中发现

的一类内源性的,长约２０~２５个核苷酸的非编码

小RNA,已有研究发现,miRNA在多种肿瘤内异

常表达[３],并且有研究揭示,miRＧ１４９在多种肿瘤

的增殖和凋亡中发挥双重作用[４],但是 miRＧ１４９对

THCA 的 影 响 仍 未 被 阐 明. 本 研 究 旨 在 分 析

THCA中 miRNA的表达差异,特别是 miRＧ１４９Ｇ３p
在 THCA中的表达情况,随后通过生物信息学工

具 TargetScan和 miRDB以及体外实验我们将进一

步探索 miRＧ１４９Ｇ３p与 NIS的相互作用,以评估其

在 THCA发展中的潜在角色.

１　材料与方法

１􀆰１　生物信息学分析及预测　对选取的 GEO数据

库 GSE１１３６２９[５]数据集中的 miRNA 数据进行处

理,检测在 THCA 样本和正常甲状腺组织样本中

的差异表达 miRNA,进一步挑选出在 THCA 中表

达明显增高的 miRNA 作为目标基因.通过 TarＧ
getscan和 miRDB预测数据库来预测 miRNA 的下

游靶基因,随后通过 GEPIA 和 UALCAN 数据库

进一步验证靶基因在 THCA 样本和正常甲状腺组

织样本中的表达差异,并分析靶基因在不同 THCA
类型中的表达差异,以及其与淋巴结转移、临床病

理分期和预后的相关性.

１􀆰２　 材料与细胞 　 正 常 甲 状 腺 滤 泡 上 皮 细 胞

Nthy,甲状腺乳头状癌细胞株 TPCＧ１,BCPAP,

KTCＧ１和 K１均购于ATCC细胞库.所有细胞均在

RPMIＧ１６４０培养基中培养,并添加青霉素 G (１００
U/mL)、链霉素 (１００mg/mL)和 １０％ 胎牛血

清.将所有细胞系置于３７℃、５％ CO２的细胞培养

箱 中 培 养. NIS 抗 体 购 自 Abcam 公 司

(ab２４２００７),GAPDH 抗体购自博士德生物公司

(BA２９１３).miRＧ１４９Ｇ３p Mimic、Mimic NC、InＧ
hibitor及 ControlInhibitor由广州锐博生物公司

合成.

１􀆰３　细胞中总 RNA/miRNA的提取　使用 Trizol

法提取细胞总 RNA,在六孔板每孔中加入６００μL
Trizol试剂,置于冰上,然后将２００μL氯仿加入

Trizol中充分震荡约６０秒,静置３min;将混合液

放入４℃离心机中,１２０００r/min,１５min,移液

枪小心吸取上清于干净 EP管中,并加入等体积的

异丙醇,摇匀后静置１０min;随后１２０００r/min,

１０min,弃去上清,加入１mL的７５％乙醇轻轻混

匀,静置１min;最后７５００r/min,５min,充分

吸净上清,放入生物安全柜中,将 EP管盖打开,
风干至透明,加入适量无酶水溶解 RNA.随后检

测RNA浓度并根据逆转录试剂盒说明书将 RNA
逆转录为cDNA.miRNA使用 miRNA提取试剂盒

(１９３３１ES５０)进行提取.

１􀆰４　实时荧光定量PCR　根据试剂盒说明书配制

逆转录反应体系,记录上机数据并进行统计,采用

２－△△Ct法分析结果 [△Ct值＝ (Ct目的基因

－Ct管家基因)].本实验所用到的引物均由上海

生工生物公司负责序列的合成.

１􀆰５　Westernblot法检测蛋白表达　待细胞密度达

到培养皿的８０％~９０％时,弃去原培养液,使用

PBS将残余的培养基清洗干净,随后加入含 １％
PMSF的RIPA蛋白裂解液,置于冰上裂解３０min
后转至离心管内,以 ４ ℃ １２０００r/min 离心 １５
min,吸取上清并检测浓度.将４×LoadingBuffer
添加 到 蛋 白 溶 液 中,１００ ℃ 加 热 ５ min.SDSＧ
PAGE凝胶电泳采用１０％分离胶、５％ 浓缩胶.每

个上样孔中均加入３０μg蛋白样品,８０V电泳,观

察染料到达分离胶时,调整电压为 １２０V 继续电

泳,观察溴酚蓝到达合适位置时,终止电泳.随后

裁剪合适大小的PVDF膜,先放在甲醇溶液中活化

后转移至转膜缓冲液中浸泡备用.设置３００mA 恒

流、冰上转膜７０min.把PVDF膜置于５％ 脱脂牛

奶内,于室温下孵育１~２h.将PVDF膜放入相应

的一抗溶液中,４℃冰箱孵育过夜.次日将PVDF
膜浸泡于相应二抗,３７℃孵育２h,按照ECL方法

显色.将 GAPDH 设置为参照,分析条带的灰度

值,以灰度值计算蛋白相对表达水平.

１􀆰６　CCKＧ８法检测细胞增殖活性　将培养至对数
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生长期的细胞按５×１０３/mL的密度接种到９６孔板

中,每孔２００μL,每组细胞设置至少３个副孔,待

细胞贴壁且生长状态良好时,再分别培养０h,２４
h,４８h,７２h和９６h,吸弃培养孔中原来的培养

基,按照CCKＧ８溶液:不含血清培养基＝１∶１０的

比例在每孔中加入１１０μLCCKＧ８工作液,继续温

箱孵育２h.随后在避光条件下将９６孔板取出,立

即用酶标仪测定每孔在４５０nm 处的OD值,以OD
值表示细胞增殖活性.

１􀆰７　Transwell实验检测细胞迁移能力　肿瘤细胞

用无血清细胞培养液制备成单细胞悬浮液 (细胞密

度１×１０５/mL).每个检测样品吸取０􀆰２mL至 TrＧ
answell小室上室内,下室内添加有血清的培养液

０􀆰５mL,置于培养箱内孵育２４h.将小室取出后,
用PBS洗净,再用４％多聚甲醛固定液固定１５~３０
min,随后用１％结晶紫染液染色１５~３０min,用

自来水洗净小室并充分晾干后,随机选择３个光镜

视野,统计细胞迁移数量.

１􀆰８　 统计学分析 　 所 有 数 据 均 采 用 GraphPad
Prism８􀆰０软件进行统计学分析,组间均数的比较

采用t检验统计,检验水准α＝０􀆰０５.

２　结果

２􀆰１　miRＧ１４９Ｇ３p在PTC中明显高表达　对选取的

GEO数据库GSE１１３６２９数据集中PTC样本和正常

组织样本中 miRNA表达水平进行分析,我们发现

miRＧ１４９Ｇ３p在PTC中的表达水平明显高于正常甲

状腺组织 (图 １a).同时,qRTＧPCR 实验结果表

明,miRＧ１４９Ｇ３p在 PTC 细胞系 TPCＧ１,BCPAP,

KTCＧ１,K１中表达水平均明显高于正常甲状腺细

胞 (图１b).这些结果提示 miRＧ１４９Ｇ３p在 THCA
中可能是一个重要的促癌基因.

２􀆰２　NIS是 miRＧ１４９Ｇ３p下游靶基因　通过 TarＧ
getScan和 miRDB数据库预测 miRＧ１４９Ｇ３p的下游

靶基因,我们发现与甲状腺癌细胞摄碘率密切相关

的 NIS可能是其靶基因之一 (图 ２a).随后通过

GEPIA 和 UALCAN 数 据 库 分 析 发 现,NIS 在

THCA 样本和正常甲状腺组织样本中存在表达差

异,NIS在 THCA样本中明显低表达 (图２b),并

且在预后不良的 PTC 分型如高柱状分型中,NIS
表达量明显低于预后较好的经典型 (图２c).随后

我们进一步分析 NIS表达水平与淋巴结转移、临床

病理分期和预后的相关性,并发现在甲状腺癌中

NIS表达量越低则淋巴结转移率越高、分期级别越

高 (图２d,２e),并且 NIS表达量越低患者的 DFS

　　注:①P＜０􀆰００１. (a)差异表达 miRNA 火山图; (b)

miRＧ１４９Ｇ３p在甲状腺正常细胞系和甲状腺乳头状癌细胞系中的

表达水平.

图１　甲状腺乳头状癌和甲状腺正常组织间

差异表达的 miRNA

越短 (图２f).由此我们推测 miRＧ１４９Ｇ３p/NIS信号

通路可能与甲状腺癌发生发展和侵袭转移能力密切

相关.

２􀆰３　miRＧ１４９Ｇ３p与其下游靶基因 NIS的相关性验

证　在成功构建敲低和过表达 miRＧ１４９Ｇ３p的 PTC
细胞系后 (图３a),通过qRTＧPCR及 Westernblot
实验发现,在敲低 miRＧ１４９Ｇ３p时,NIS的 mRNA
和蛋白表达水平明显增高 (图３b,３c);而在过表

达 miRＧ１４９Ｇ３p时,NIS的 mRNA 和蛋白表达水平

则明显下降 (图３b,３c),这再次验证了 NIS是

miRＧ１４９Ｇ３p的潜在靶基因,并且两者的表达呈现负

相关.

２􀆰４　miRＧ１４９Ｇ３p对甲状腺癌细胞增殖活性的影响

　在成功构建敲低 miRＧ１４９Ｇ３p的 PTC细胞系后,
与对照组 (ControlInhibitor组)相比,miRＧ１４９Ｇ
３pInhibitor组细胞的增殖活性明显降低,差异具

有统计学意义 (P＜０􀆰０５,图４).在成功构建过表

达 miRＧ１４９Ｇ３p 的 PTC 细 胞 系 后, 与 对 照 组

(miR１４９Ｇ３pmimicsNC)相比,miRＧ１４９Ｇ３pmimics
组细胞的增殖活性明显升高,差异有统计学意义

(P＜０􀆰０５,图４).这提示 miRＧ１４９Ｇ３p 对 THCA
细胞的生长和增殖具有明显影响,miRＧ１４９Ｇ３p可能

通过抑制 NIS表达从而促进甲状腺癌细胞的增殖

活性.

２􀆰５　miRＧ１４９Ｇ３p对PTC细胞迁移的影响　TranＧ
swell实验结果表明:在 TPCＧ１细胞系中与对照组

(ControlInhibitor组)相比 [(５０１􀆰００±１０􀆰１５)
个],miRＧ１４９Ｇ３pInhibitor组细胞的迁移数目明显

减少 [(３９５􀆰３３±１２􀆰２２)个],两组间比较差异具

有统计学意义 (P＜０􀆰０５,图５见封四);与对照组
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　　注:(a)通过 miRDB和 TargetScan数据库预测出 miRＧ１４９Ｇ３p的下游靶基因;(b)NIS在甲状腺癌组织中低表达;(c)NIS
在不良预后的PTC分型中低表达;(d)NIS在高分期的甲状腺癌中低表达; (e)NIS在淋巴结转移的甲状腺癌中低表达; (f)

NIS表达水平与甲状腺癌预后呈正相关.①P＜０􀆰０５,②P＜０􀆰００１.

图２　miRＧ１４９Ｇ３p与NIS存在靶向关系

　　注:(a)构建 miRＧ１４９Ｇ３p敲低及过表达细胞系;(b)miRＧ１４９Ｇ３p影响 NISmRNA表达水平;(c)miRＧ１４９Ｇ３p影响 NIS蛋白

表达水平.①P＜０􀆰００１.

图３　miRＧ１４９Ｇ３p对NIS表达的影响
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　　注:① P＜０􀆰００１.

图４　miRＧ１４９Ｇ３p对甲状腺乳头状癌细胞增殖能力的影响

(miR１４９Ｇ３pmimicsNC) [(５０４􀆰６７±１１􀆰０６)个]
相比,miRＧ１４９Ｇ３p mimics 组 细 胞 的 迁 移 数 目

[(６３１􀆰００±１３􀆰４５)个]明显增多,两组间比较差

异具有统计学意义 (P＜０􀆰０５,图 ５).在 BCPAP
细胞系中,与对照组 (ControlInhibitor组)相比

[(４６１􀆰００±９􀆰００)个],miRＧ１４９Ｇ３pInhibitor组细

胞的迁移数目明显减少 [(３７６􀆰００±１０􀆰５４)个],
两组间比较差异具有统计学意义 (P＜０􀆰０５,图５
见封四);与对照组 (miR１４９Ｇ３pmimicsNC)相比

[(４７１􀆰６７±１１􀆰０６)个],miRＧ１４９Ｇ３pmimics组细

胞的迁移数目明显增多 [(５２８􀆰００±９􀆰１７)个],两

组间比较差异具有统计学意义 (P＜０􀆰０５,图５).
上述结果提示 miRＧ１４９Ｇ３p可能通过抑制 NIS表达

促进PTC细胞的迁移能力.

３　讨论

近年来,甲状腺癌的发病率逐年增高,其中分

化型甲状腺癌 (differentiatedthyroidcarcinoma,

DTC)的发病率占绝大多数[６],手术治疗是 DTC
的主要治疗手段,而对于术中有病灶残留或术后有

复发转移患者,１３１I治疗是重要的治疗手段[７].转

移、复发和１３１I治疗无效,往往是 THCA患者死亡

的主要原因.目前,THCA 的发病机制尚不清楚,
因此,深入研究 THCA 的发生、发展机制,有助

于提高患者的预后.
在肿瘤的发生发展过程中,miRNA 能够通过

与靶基因转录产物互补配对而在转录水平上对靶基

因的表达水平进行负向调控,导致 mRNA 降解或

转录抑制,从而发挥促癌或抑癌作用[３,８].已有研

究报道,miRＧ１８７、letＧ７、miRＧ１４６、miRＧ２２２等多

种 miRNA 在 THCA 内异常表达,并且与 THCA

的发生发展密切相关[９Ｇ１１],有研究报道,miRＧ１４９
在多种肿瘤发生发展过程中起着重要作用.miRＧ
１４９主要参与肿瘤生长所必需的 Toll样受体信号通

路、T细胞和B细胞受体信号通路、局灶性粘附通

路、血管平滑肌收缩通路和溶酶体通路[４].在黑色

素细胞瘤中,高表达 miRＧ１４９可通过靶向作用于肿

瘤中 GSK３α从而提高 MclＧ１表达量,并进一步促

进细胞的化疗抵抗能力[１２].在急性淋巴细胞白血

病细胞中,miRＧ１４９表达量升高可通过靶向调控

JunB表达从而提高肿瘤细胞的增殖能力和降低其

凋亡水平[１３];也有学者发现,高表达 miRＧ１４９可

以通过影响FOXM１表达从而抑制结肠癌细胞的侵

袭转移 能 力[１４],以 及 miRＧ１４９ 可 通 过 靶 向 调 控

TGFＧβ２从而抑制口腔鳞状细胞癌增殖转移及化疗

抵抗能力[１５].但是对于 miRＧ１４９在 THCA 中的表

达及其作用还不明确.通过生物信息学分析我们发

现在 THCA 中 miRＧ１４９Ｇ３p高表达,并且在 PTC
细胞系中 miRＧ１４９Ｇ３p表达水平也明显高于正常甲

状腺细胞.随后我们通过生物信息学和体外实验发

现 NIS是 miRＧ１４９Ｇ３p的重要靶基因.

NIS属于 Na＋ 溶质同向转运蛋白,位于滤泡细

胞基底侧膜上的 NIS 以 Na＋ K＋ＧATP 酶产生的

Na＋ 电化梯度作为驱动力,将两个 Na＋ 和一个IＧ同

向转入细胞内,在滤泡细胞顶端,形成含有碘化酪

氨酸残基的甲状腺球蛋白,经过溶酶体蛋白水解酶

的作用,分解为甲状腺激素,释放到血液中[１６].
目前研究发现,甲状腺癌细胞中 NIS表达和膜定位

较正常甲状腺组织明显减少,并且其对碘的摄取能

力也明显降低[１７],特别是在碘难治性甲状腺癌细

胞中,NIS的表达量和膜定位量进一步减少,这是
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造成１３１I治疗效果差的一个重要原因[１８],这部分病

人预后较差,５年生存率＜５０％,１０年生存率＜
１０％[１９].此外提高 NIS 表达水平可以通过调节

AMPK/mTOR通路对甲状腺癌细胞增殖、凋亡和

自噬产生[２０].由此可见通过干预 miRＧ１４９Ｇ３p/NIS
信号通路可以明显影响甲状腺癌发生发展和对碘的

摄取能力.随后我们研究发现通过抑制 miRＧ１４９Ｇ３p
表达水平 NIS表达水平明显升高后甲状腺乳头状癌

细胞的增殖能力明显降低,同时侵袭转移能力明显

降低.这与我们通过生物信息学分析得出的结果是

一致的.
综上所述,通过生物信息学分析和体外实验我

们发现 miRＧ１４９Ｇ３p在甲状腺癌中表达升高可以通

过抑制 NIS表达水平提高甲状腺乳头状癌细胞的增

殖和迁移能力.该研究为揭示 miRＧ１４９Ｇ３p促甲状

腺癌发生发展的机制,为今后诊断和治疗甲状腺癌

提供有力的理论基础.
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miRＧ１４９Ｇ３p通过调控NIS促进甲状腺乳头状癌增殖和迁移

(详见正文第９４页)

注:①P＜０􀆰００１.

图５　miRＧ１４９Ｇ３p对甲状腺乳头状癌细胞迁移能力的影响

母细胞样套细胞淋巴瘤１例

(详见正文第１７９页)

　　注:a腹部CT示双侧腹股沟区见多发软组织结节、团块影,部分融合成团,部分边界欠清;b常规石蜡切片中,淋巴结结

构破坏,可见异形的淋巴样细胞弥漫浸润;c肿瘤细胞中等大小,缺乏套区生长方式;d肿瘤细胞核呈椭圆形,染色质细腻,核

仁大多不明显,核分裂易见;e肿瘤细胞CD２０弥漫强阳性 (Elivision法);f肿瘤细胞CD３阴性 (Elivision法);g肿瘤细胞CyＧ
clinD１弥漫强阳性 (Elivision法);h肿瘤细胞 KiＧ６７约９０％阳性.

图１　母细胞样套细胞淋巴瘤的腹部CT、石蜡切片、HE染色及免疫组化染色


