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促甲状腺激素ＴＳＨ受体基因突变同侵袭性垂体瘤的相关性研究

杜立平
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　　摘　要：目的　研究ＴＳＨ受体基因突变同垂体瘤侵袭性的相关性。方法　选择２４例垂体瘤患者作为研究对象，其中１３例

侵袭性垂体瘤，１１例非侵袭性垂体瘤，另外选择１０例正常甲状腺作为对照组。使用苯酚氯仿异戊醇法提取基因组ＤＮＡ，并对

基因片段进行聚合酶链反应及ＤＮＡ序列分析。结果　１３例侵袭性瘤中有５例出现变异个体，对其中３例行ＤＮＡ序列检测，其

中１例发现密码子的点突变，２例为碱基插入突变。而非侵袭性垂体瘤组和正常甲状腺组中无突变。３组突变率比较差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。结论　侵袭性垂体瘤中ＴＳＨ受体基因的突变率要高于非侵袭性垂体瘤，说明ＴＳＨ受体基因的突变同垂体

瘤的侵袭性存在一定相关性。将ＴＳＨ受体基因可能作为临床诊断判断疗效的新靶点。

关键词：促甲状腺激素；　受体，促甲状腺素；　垂体肿瘤

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０８．００４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０８０９２１０２

犜犺狔狉狅犻犱犺狅狉犿狅狀犲犜犛犎狉犲犮犲狆狋狅狉犵犲狀犲犿狌狋犪狋犻狅狀狑犻狋犺犻狀狏犪狊犻狏犲狆犻狋狌犻狋犪狉狔狋狌犿狅狉犮狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀

犇狌犔犻狆犻狀犵

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犖狌犮犾犲犪狉犕犲犱犻犮犻狀犲，狋犺犲犉犻狉狊狋犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犐狀狀犲狉犕狅狀犵狅犾犻犪

犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犎狅犺犺狅狋，犐狀狀犲狉犕狅狀犵狅犾犻犪０１００５９，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅＴＳＨｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｗｉｔｈｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒｉｎｖａｓｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ．犕犲狋犺狅犱狊　２４ｃａｓｅｓｏｆ

ｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒｐａｔｉｅｎｔｓａｓｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｂｊｅｃｔ，ｗｈｉｃｈｗｓｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｗｏｇｒｏｕｐｓ，１３ｃａｓｅｓｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒ，１１ｃａｓｅｓｏｆ

ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒ，ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎｔｏｃｈｏｏｓｅ１０ｃａｓｅｓｏｆｎｏｒｍａｌｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｉｓｃｏｍｐａｒｅｄ．Ｕｓｉｎｇｐｈｅｎｏｌｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ

ｉｓｏａｍｙｌａｌｃｏｈｏｌｍｅｔｈｏｄｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｇｅｎｏｍｅＤＮＡ，ａｎｄｔｈｅｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｓｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈａｎａｌ

ｙｓｉｓａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ．犚犲狊狌犾狋狊　１３ｃａｓｅｓｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｔｕｍｏｒｉｎ５ｃａｓｅｓｗｉｔｈｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｖａｒｉａｔｉｏｎ，ｔｈｅｔｈｒｅｅｒｏｕｔｉｎｅＤＮＡｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１ｃａｓｅｆｏｕｎｄｃｏｄｏｎｐｏｉｎｔｍｕｔａｔｉｏｎ，２ｃａｓｅｓｏｆｂａｓｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎｍｕｔａｔｉｏｎ．Ａｎｄｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒ

ｇｒｏｕｐｎｏｍｕｔａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｃｈｉｓｑｕａｒｅｔｅｓｔ，ｔｗｏｇｒｏｕｐｏｆｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｈａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ｉｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｉ

ｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒＴＳＨｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅｔｈａｎｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒ，ｅｘｐｌａｉｎＴＳＨｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｗｉｔｈｐｉｔｕｉｔａｒｙ

ｔｕｍｏｒｉｎｖａｓｉｖｅｈａｓｓｏｍｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ．ＴＳＨｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｊｕｄｇｉｎｇｃｕｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｎｅｗ

ｔａｒｇｅｔｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ；　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ；　ｐｉｔｕｉｔａｒｙｎｅｏｐｌａｓｍｓ

　　促甲状腺激素受体是种配体依赖性转录因子
［１４］。曾报道

促甲状腺激素受体异常会导致肿瘤的发生［５６］。较少见对垂体

瘤报道，为探讨ＴＳＨ受体基因突变与垂体瘤发生及其侵袭性

的相关性，选取本院２００９年１２月至２０１２年１月收治的垂体

瘤标本进行基因突变检测，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２４例垂体瘤患者作为研究对象，将其分

为两组，１３例侵袭性垂体瘤组，１１例非侵袭性垂体瘤组，另外

选择１０例正常促甲状腺激素组织作为对照组。侵袭性垂体瘤

组平均年龄（３５．５±１２．４）岁；非侵袭性垂体瘤组平均年龄

（３４．５±１８．３）岁。对照组男性６例，女性４例，平均年龄

（３６．５±１４．２）岁。所有患者均无其他恶性肿瘤，组间具有可比

性，犘＞０．０５。患者的影像学资料见图１（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。

１．２　仪器与试剂　ＤＮＡ提取试剂盒选自深圳市生物技术公

司，ＰＣＲ引物、ＤＮＡ分子量标记物选自大连宝生物工程公司；

ＲＮＡ酶选自上海卢峰科技有限公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶选自北

京诺赛基因研究有限公司；ＰＣＲ试剂盒选自北京华大中生科

技有限公司；ＰＣＲ全自动分析仪为ＡＢＩ公司生产的ＧｅｎｅＡｍｐ

ＰＣＲｓｙｓｔｅｍ９７００。

１．３　方法

１．３．１　标本采集及组织ＤＮＡ的提取　将手术切除的肿瘤组

织放入液氮罐，每个标本称０．０１５ｇ于４００μｇ／ｍＬ的蛋白酶Ｋ

中行溶解消化，３～６ｈ后，提取上清液并常规进行酚氯仿异

戊醇提取基因组ＤＮＡ。

１．３．２　ＰＣＲ测定
［７９］
　使用Ｓ引物进行扩增后再将相应反应

成分混合，于９４℃下预变性５ｍｉｎ，分别在９４、５２、７２℃下预

变性５０ｓ，总共循环３８次，完成后再延伸７ｍｉｎ，提取０．５～１．０

μＬ的扩增产物作为模板进行Ｐ引物扩增，过程同上，共循环

３５次，完成后再延伸７ｍｉｎ。上述操作结束后使用２％的琼脂

糖电泳观察ＰＣＲ产物扩增结果，若相应位置有清晰的扩增带

则可行下一步单链构象多态性电泳分析。

１．３．３　单链构象多态性电泳分析　主要采用１０％的甘油聚

丙烯胺凝胶电泳４～６ｈ，温度设定８℃。在电泳过程中以正常

甲状腺组织扩增产物作为对照，倘若电泳肿瘤标本与正常组织

相比，出现条带增多或减少，位置改变则为变异。每份标本至
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少２次以上ＰＣＲ扩增及ＳＳＣＰ分析。

１．３．４　扩增后产物使用ＤＮＡ试剂盒进行纯化回收，将混合

物离心，扩增产物转移到１．５ｍＬ的ＥＰ管中，加醋酸钠／乙醇

均匀震荡后将标本置于冰上１０ｍｉｎ。４℃下离心３０ｍｉｎ，弃上

清。加乙醇５０μＬ洗涤２次。４℃下离心５ｍｉｎ，弃上清及管

壁液珠，干燥１０～１５ｍｉｎ。待上机。测序后计算机判读碱基

序列。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计学软件。犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

垂体瘤患者的微血管密度范围与非侵袭性垂体瘤的微血

管密度比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。１３例侵袭性瘤中

有５例出现变异个体（５／１３），对其中３例行ＤＮＡ序列检测，其

中１例发现密码子的点突变，其为核苷酸发生 ＡＣ转换。

ＡＣＣ转变为ＣＣＣ，相应的氨基酸由原来的苏氨酸变为脯氨酸。

２例为碱基插入突变，具体为在１９７２与１９７３位核苷酸间插入

了腺嘌呤核苷酸，使得该位后的氨基酸发生移码突变。而非侵

袭性垂体瘤组和正常甲状腺组中无突变。３组突变率比较差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

侵袭性垂体瘤在临床上较为权威的分级标准是Ｋｎｏｓｐ分

级方法，但需要将影像学、手术及鞍底硬膜病检相结合进行诊

断。国外研究报道［１０］３６５例垂体瘤患者中有３５％侵犯硬脑膜

及周围骨质，在免疫组化检测，电镜检测组织形态学方面较难

发现侵袭性。但有报道证明它的发生发展可能同 ＴＳＨ 受体

细胞基因有关。

本研究结果说明侵袭性垂体瘤存在甲状腺素受体体细胞

的突变，且突变率为３８．４％。ＴＳＨ和其受体相结合主要通过

腺苷酸环化酶ＣＡＭＰ级联反应将信号传导至胞浆内第二信

使，而控制腺垂体细胞分化、腺体功能活动生长。依赖 ＴＳＨ

的调节级联反应系统功能的强弱都将显著影响细胞的增殖及

生理活动。有报道垂体瘤中［１１１２］，ｃＡＭＰ调节级联反应同恶性

程度具有一定相关性，小鼠模型试验中，发现 ＴＳＨ 受体突变

可以导致腺苷酸环化酶活性的上升，从而引发垂体瘤。在另一

大鼠试验中，促甲状腺激素受体基因于第１４氨基酸发生移码

突变的大鼠模型随着年龄的发展会产生同人类垂体腺瘤相似

的垂体腺癌，因此可以通过对大鼠体内某个调节促甲状腺激素

的癌基因作为机制来探讨与肿瘤的相关性。

本文通过研究侵袭性垂体瘤，非侵袭性垂体瘤及正常甲状

腺组织中促甲状腺激素ＴＳＨ受体的基因，推测垂体瘤的侵袭

性甚至于侵袭程度与该突变有明显的相关性。但其还需要临

床进行更大样本量的研究。

总之，对于促甲状腺激素ＴＳＨ受体基因突变导致的蛋白

改变机制可以为分子水平上治疗垂体瘤开拓新的途径，将其治

疗方法更加综合，具有一定的临床价值及研究意义。
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统计学资料类型

统计学资料共有３种类型：计量资料、计数资料和等级资料。按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料。

定量资料又称计量资料，指通过度量衡的方法，测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小，得到的一系列数据资

料，其特点为具有度量衡单位、多为连续性资料、可通过测量得到，如身高、红细胞计数、某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料。

定性资料分为计数资料和等级资料。计数资料为将全体观测单位（受试对象）按某种性质或特征分组，然后分别清点各

组观察单位（受试对象）的个数，其特点是没有度量衡单位，多为间断性资料，如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组，男性组有７２例，女性组有７０例，即为计数资料。等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料，可通过

半定量的方法测量，其特点是每一个观察单位（受试对象）没有确切值，各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同，如根据

某种药物的治疗效果，将患者分为治愈、好转、无效或死亡。

·２２９· 国际检验医学杂志２０１３年４月第３４卷第８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．８


