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摘 要$ %目的& 探讨甲状腺乳头状癌
/0123

中
&'(!!!$

表达和
)*+,

基因状态的相关性和临床意
义' %方法& 采用

*4+

核酸印迹
/45(678(9 :;563

法检测
%-

例
012

癌组织及其癌旁正常组织中
&'(!

!!#

表达"直接测序法检测
012

癌组织中
)*+,

基因状态"分析
&'(!!!#

表达和
)*+,

基因状态的
相关性及其与临床病理特征的关系' %结果&

&'(!!!#

在
012

癌组织中的表达显著高于配对正常组
织(中位值$

<=>.. ?@ <=.%A

"

0"<=<<$

#)

&'(!!!$

高表达与临床分期
/0B<=<<!C

及淋巴结转移
/0B<=<%!C

有
关'

)*+,

基因在
012

癌组织中的突变率为
.-=%ADE!-F%-C

' 突变型
)*+,

的甲状腺癌患者组
&'(!

!!$

表达显著高于野生型
)*+,

患者组
G0B<=<!%C

' %结论&

&'(!!!#

与
)*+,

基因在
012

的发生*

发展过程中起重要作用"

&'(!!!#

表达升高与
)*+,

基因突变有一定相关性'
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小分子
*4+G&'^(5*4+3

为非编码的短链
*4+

G#Af!-963

" 通过抑制靶基因的蛋白表达" 在肿瘤发

生*发展中起重要作用g$h

'

U8

等g!h通过基因微阵列方

式在甲状腺乳头状癌
GZNZ';;N(a 67a(5'Y ^N9^8(

"

0123

中发现了
.

个过度表达的
&'^(5*4+

" 其中以
&'(!

!!$

最为显著' 在其他肿瘤的研究中"如肝癌*前列

腺癌*胶质瘤*胰腺癌等也有报道
&'(!!!$

过度表

达 g-f.h

' 除
&'^(5*4+

外"基因事件在癌症的发生*发

展过程中也起着重要作用"

)*+,

蛋白是丝裂原活

化蛋白激酶通路
G]+0i3

中的一种丝
F

苏氨酸蛋白激

酶"

!""!

年
PN?'8@

等 gIh首次报道多种癌细胞株中存

在
)*+,

基因突变"如黑色素瘤*结肠癌*肝癌*胶质

瘤等"随后在
012

中也发现存在
)*+,

基因突变 gHh

'

鉴于
&'(!!!$

表达与
)*+,

基因突变在
012

发生*

发展过程中的相关性以及临床意义仍存在较大的

争议 g>OAh

"我们用
45(678(9 :;56

法检测
%-

例
012

癌
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!"$$J$!J$I

#修回日期"

!"$!J"!J!%

基金项目!浙江省自然科学基金资助项目"

W!"H.!I

$

通讯作者!王瓯晨%

j!&N';k `5^<AAl@'9N=^5&

论 著 !A>



中国肿瘤
!"#!

年第
!$

卷第
%

期 !"#$%&!%$'()*+,-+*./01+-23/14

组织及相应的癌旁正常组织中
&'(!!!$

的表达水

平!焦磷酸测序法检测
)*+

癌组织中
,-./

基因状

态!分析
&'(!!!

表达与
,-./

基因状态的相关性及

在甲状腺癌中的临床意义"

$

资料与方法

!"!

研究对象

!""0

年
$

月至
!"$"

年
$!

月在温州医学院附

属第一医院肿瘤外科行甲状腺手术且术后病理诊断

均为甲状腺乳头状癌的
%1

例患者!组织病理类型的

判断标准参照
!""2

版
.3++

甲状腺肿瘤的病理学

分类"所有患者无明显放射接触史!均签署临床标本

采集知情同意书" 男性
$4

例#中位年龄
10

岁!年龄

!!52$

岁$!女性
!2

例#中位年龄
%1

岁!年龄
$4540

岁$%

!5"

期
1$

例!

#5$

期
$!

例%

2

例患者因术前

体检及辅助检查提示无颈淋巴结肿大仅行甲状腺单

侧腺叶切除术或全切术!

14

例行颈淋巴结清扫术!

其中
!4

例患者有淋巴结转移& 每例标本留取肿瘤

组织及配对的距癌
$6&

以上的癌旁正常甲状腺组

织#经病理学证实$!离体后
$7&'8

内置于液氮保存

留待实验&每例标本肿瘤组织的石蜡组织取自于温州

医学院附属第一医院病理科相应的石蜡标本&

!"#

方 法

$9!9#

主要试剂

*(':;<

试剂购自美国
=8>'?(;@A8

公司%

)+-

体系

试剂购自
*BCB(B

%

)+-

产物纯化试剂盒购自
D'B@A8

公司%

E;(?FA(8

杂交系列试剂及抗地高辛抗体购自

-;6FA

公司%石蜡组织
GE.

提取试剂盒购自
D'B@A8

公司%引物由上海英骏生物技术有限公司合成&

$9!9!

实验方法

总
-E.

提取'取液氮保存的甲状腺乳头状癌及

对应癌旁正常甲状腺组织标本! 在液氮中碾碎至粉

状!按
*(':;<

试剂说明书提取总
-E.

!

GH)+

处理过

的蒸馏水溶解 & 采用
*FA(&;

公司分光光度检测

-E.

溶液
.!47 ".!I7

吸光值!计算
-E.

浓度和纯

度!

.!47 ".!I7

比值
J$#I

方可用于检测!

$$

琼脂糖

变性凝胶电泳检测
-E.

的完整性&

总
GE.

提取' 石蜡组织总
GE.

的提取采用

D=.B&K GE. //)H *'LLMA N'?

试剂盒! 实验步骤按

说明书指导进行!提取的
GE.

用
E/

水溶解后
O!7%

保存&

,-./

基因扩增'扩增片段为
,-./

基因第
$P

外显子! 引物由
QM

设计 R$7S

& 上游引物序列为'

P&!

*+.*..*Q+**Q+*+*Q.*.QQ.!1&

!下游引物序列

为
P!QQ++.....***..*+.Q*QQ!1&

%

)+-

扩增程

序 为 '

0%% P&'8

%

0%% 17L

!

47% 17L

!

4I% $&'8

!

1P

个循环%

4I% $7&'8

& 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检

测后#图
!

$!通过
D'B@A8 )+- 6<AB8 C'?

试剂盒纯化

后留待测序&

标 本 测 序 ' 所 有标本
,-./

突变 均由
.,=

)-=TU 1217 VW

测序仪检测!测序过程由上海
=8>'?!

(;@A8

公司完成&

E;(?FA(

印迹杂交'

-E.

样品
0P%

热变性
1&'8

后立即置冰上冷却 &

$PX ).QH

胶
$I7Y

预电泳

17&'8

!用移液枪吹散上样孔中的尿素!将
-E.

样品

加入上样孔中!

$I7Y

电泳
47&'8

& 取出
).QH

胶!与

滤纸和尼龙膜组成 (三明治) 结构!

$77&.

转膜

47&'8

!转膜后将尼龙膜紫外交联
!&'8

" 取适量杂交

液置于杂交管中!将尼龙膜正面朝管中!

4I%

预杂交

17&'8

!预杂交结束后!在杂交液中加入变性的
G'Q

标记的
&'(!!!$

探针!

%!%

杂交过夜" 杂交完毕后
!'

TT+

*含
79$X TGT

$

%!%

洗膜
1

次! 室温下
ZBLF'8@

[M\\A(

洗 膜
$7&'8

!

,<;6C'8@ [M\\A(

封 闭
17&'8

+

G'@;]'@A8'8!.)

抗体室温下结合
$F

!

ZBLF'8@ [M\\A(

洗膜
1

次!每次
$7&'8

" 将膜放入
GA?A6?';8 ,M\\A(

浸

泡
P&'8

!暗室中观察曝光胶片压膜"

!"$

统计学处理

数据分析采用
T)TT $197

软件!年龄,肿瘤大小

等资料采用
T?M^A8?

-

L ?

检验!

,-./

分类资料采用

%

! 检验"

&'(!!!$

表达以中位数和四分位数间距表

示!采用
UB88!ZF'?8A_ `

检验
a

两组
b

进行统计学分

析"

)c"9"P

为差异有统计学意义"

!

结 果

#"! )*+

癌组织及配对癌旁正常组织中
&'(!!!$

表达

&'(!!!$

表达通过
T6';8 =&B@A

软件计算
)*+

癌

组织
d.b

及配对癌旁正常组织
dEb

中的
&'(!!!#

及
`4

表达条带的灰度值! 并设定
`4

表达条带的灰度值

为
#

! 用所得
&'(!!!#e`4

相对值来表示
)*+

癌组织

及配对癌旁正常组织中
&'(!!!$

的表达"

)*+

癌组

织中
&'(!!!$

表达中位值为
79IPP

!而配对癌旁正常

组织中
&'(!!!$

表达中位值为
79P%0

%通过成组配对

UB88!ZF'?8A_ `

检验发现!

&'(!!!$

在两组间的表达

论 著
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&

$

&

$

&

'

&

'
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&

'

&

'

&

'

&

'

( ) ( ) ( ) ( )

*+,!!!$

*+,!!!$

-.

-.

(

为配对正常组织!

)

为肿瘤组织"

图
$ *+,!!!$

及
-.

的
(/,012,3

杂交条带

4

为
45,62,

!箭头所指处为
!7"89

大小"

图
! :;)<

基因第
$=

外显子
>?;

扩增产物凝胶电泳图

上为野生型
:;)<

图谱!箭头所指为野生型位点#下为
突变型

:;)<

图谱!箭头所指出位突变型位点"

图
' :;)<

基因第
$=

外显子测序图谱

表
$ :;)<

突变与甲状腺乳头状癌的临床病理因素的相关性

临床病理因素
:;)<

突变型$

3@!'

% 野生型$

3@!7

%

!

!

>

值

年龄$岁%

"%=

!%=

性别
男性
女性

肿瘤大小$

A*

%

"$

#$

临床分期
"B#

$B%

淋巴结转移 C

有
无

病灶数目
单发
多发 CC

D

$%

E

$=

%

$D

$'

$"

$.

!

$F

.

$F

'

E

$!

E

$!

$E

!

$7

E

$.

%

DG%$.

"H#!=

!HF#E

=HD=D

%HDE=

7H!!!

7H77!

7HF!%

7H#77

7H7#=

7H7!.

7H.'F

C

&

%'

例患者有
'.

例患者行颈淋巴结清扫术! 其中
!.

例患者
有颈淋巴结转移"

CC

&多发病灶指经病理确认后癌灶数
!!

个"

表
! *+,!!!#

表达与甲状腺乳头状癌临床病理因素
及

:;)<

突变的相关性

临床病理因素

年龄'岁%

"%=

!%=

性别
男性
女性

肿瘤大小'

A*

%

"#

$#

临床分期
&B#

$B%

淋巴结转移 C

有
无

病灶数目
单发
多发 CC

:;)<

突变型
野生型

例数
*+,!!!#

表达中位值
I >

值

#H%%!J$G$F!B$GE!EK

$HF!$J$H'.DB!H'!!L

#H%#DJ#H'7#B#H=E7L

#H.=EJ#H#D7B!H7%.L

#H%%!J#H!7#B#HD7.L

#H='=J#H!!=B!H7%.L

#H%%7J#H#!FB#H.=DL

#HD=FJ#H=DEB!H'F=L

#H.'FJ#H'%%B!H'7%L

#H'!#J#H#DDB#H.F#L

#H%%'J#H!!7B#HD%'L

#H.7EJ#H'!FB!H'!=L

#HE#'J#H'=.B!H'7%L

#H%%!J#H7EFB#H.!EL

!.

#F

#.

!F

#!

'#

'#

#!

!.

#7

''

#7

!'

!7

#HF=# 7H7E7

#H7#E 7H'7D

7H.'. 7H=!=

'H!7. 7H77!

!H7.% 7H7%!

7HE7= 7H%!#

!H!=! 7H7!%

*+,!!!#

的表达数据采用中位数及四分位数间距表示"

C

&

%'

例患
者有

'.

例患者行颈淋巴结清扫术!其中
!.

例患者有颈淋巴结转
移"

CC

&多发病灶指经病理确认后癌灶数
!!

个"

差异有显著性
J>%7H77#LJ

见图
#L

"

!"! >&?

癌组织中
:;)<

基因突变

%'

例
>&?

中有
!'

例'

='H%M

%发生
:;)<

突变

N

图
!

(图
'K

)

:;)<

野生型患者年龄低于
:;)<

突变

型患者
N>@7G77!K

#

:;)<

野生型患者分期较
:;)<

突变型患者早
N>@7G7$=K

#

:;)<

野生型患者淋巴结

转移率较
:;)<

突变型低
N>@7G7!.K

*

:;)<

突变与

性别+肿瘤大小(病灶数目等无明显相关性!见表
$

"

论 著
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!"# &'(!!!$

与
)*+

临床病理因素的相关性

!,"

期患者
&'(!!!$

的表达
-

中位值
$.%%"/

低

于
#,$

期患者
-

中位值
#.0123

!差异具有统计学意

义
-)45.55!3

" 无淋巴结转移的患者
&'(!!!$

的表达

-

中位值
$.6!#3

低于淋巴结转移的患者
7

中位值

$.8623-)45.5%!3

"野生型
9:;<

患者
&'(!!!#

的表达

-

中位值
#.%%!3

低于突变型
9:;<

患者
-

中位值

#.=#63-)45.5!%3

#

&'(!!!#

表达量与性别$年龄$肿瘤

大小$病灶数目无明显相关性# 见表
!

#

6

讨 论

本研究我们发现在
)*+

癌组织中
&'(!!!#

的表

达较癌旁正常组织高!

#,$

期
)*+

患者中
&'(!!!#

的表达较
!,"

期患者高!在淋巴结转移患者中
&'(!

!!#

的表达较无淋巴结转移患者高# 本研究结果与

+>?@

等 A0B 报道中指出的
&'(!$%8C

$

&'(!!!$

$

&'(!!!!

表达水平与
)*+

腺外侵袭$肿瘤分期等具有相关性

的结果一致! 认为通过
&':D;

表达水平的改变!可

以使肿瘤获得同时调控多种靶基因表达的能力!从

而使肿瘤协调有序地进展 A$5E$$B

# 另外在
&'(!!!$

与

)*+

临床病理特征相关性分析中! 我们也发现
&'(!

!!$

表达与淋巴结转移相关! 从而为判断
)*+

是否

有淋巴结转移提供了一种新的预测指标# 目前关于

&'(!!!$

在
)*+

中功能的研究主要集中在靶基因的

鉴别及对
)*+

功能的影响!如
F'G?HI

等A$!B的研究表

明
&'(!!!$

抑制细胞周期蛋白依赖性激酶抑制蛋白

J!2

K'J# 表达!促进癌细胞的增殖"

LM(?NMO?

等A$6B的研究

表明
&'(!!!$

通过抑制
)*PD

及
*QR)6

的表达!最

终使癌细胞发生浸润及转移# 近几年来较多研究在

评估血浆或血清中
&'S(?:D;

的表达水平对诊断

及预后判断的预测价值方面取得了较大的进展
A$%E$1B

# 因此! 我们认为通过测定患者血浆和血清中

&'(!!!$

的表达水平可能会对
)*+

的术前诊断$预

后判断及个体化治疗等具有一定指导意义! 但仍有

待进一步研究确认#

9:;<

基 因 突 变 主 要 为 第
$1

号 外 显 子 的

*$200;

突变A8B

!多项研究显示
9:;<

突变在
)*+

中

发生率约为
!=T,80T

A#8E#2B

#

!552

年
U'HV

A$=B指出虽然各

个研究组关于
9:;<

突变与
)*+

临床病理因素关

系的结果不是非常一致!但含
9:;<

突变的
)*+

大

多存在淋巴结转移! 腺外浸润和较高临床分期等一

种或多种恶性临床病理特征A$=B

# 本研究表明
)*+

的

9:;<

突变率为
16.%0T

!并发现
9:;<

野生型患者

分期较
9:;<

突变型患者早!

9:;<

野生型患者的

淋巴结转移率较
9:;<

突变型患者低# 除
)*+

以

外!甲状腺微小癌$部分分化差的甲状腺癌以及未分

化癌等也有
9:;<

突变的报道A$2E$0B

#在转基因小鼠模

型中的研究发现
9:;<

突变不仅能诱导
)*+

的产

生!而且能使
)*+

向分化差的甲状腺癌转变A!"B

#这些

研究都证实了
9:;<

基因突变在
)*+

发生$发展过

程中起着重要作用# 本研究中
9:;<

基因突变与淋

巴结转移$ 肿瘤分期等临床病理特征具有相关性的

结果也与其相符#

本研究分析发现!

)*+

中
&'(!!!$

表达与
9:;<

基因突变具有相关性# 然而促使两者具有相关性的

具体机制仍不清楚 ! 由于
&'(!!!$

与
9:;<

基因

&:D;

的
6"

端非编码区之间无互补配对序列!因此

&'(!!!$

并非通过靶向调节
9:;<

基因而发挥作用!

我们推论
&'(!!!$

可能接受
9:;<

基因调控# 在
)*+

中
9:;<

基因突变后能激活
R;)W

及
D<!%9

A!$E!!B等

多条下游通路!而且研究表明
D<!%9

通路中
J81

亚

基可以与
&'(!!!$

基因远侧端的增强子区域相结合

促进
&'(!!!$

表达 A!6B

# 因此! 我们认为在
)*+

中

9:;<

基因突变可能通过
D<!%9

通路调控
&'(!!!$

表达!进而增强
9:;<

基因在
)*+

中的作用!从而

使
)*+

更具侵袭性#

综上所述!

&'(!!!$

表达与较高的临床分期$淋

巴结转移等因素有关! 检测
&'(!!!$

的表达水平可

能会为指导
)*+

的个性化治疗提供新的思路#

&'(!

!!$

表达与
9:;<

基因突变具有一定相关性 !在

)*+

中
9:;<

基因突变可能通过
D<!%9

通路调控

&'(!!!$

表达进而使
)*+

发生恶性进展#
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