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miR-637在桥本甲状腺炎合并甲状腺乳头状癌患者组织穿刺标本
中的水平变化及对甲状腺癌细胞增殖、侵袭的影响*
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  摘 要:目的 探讨miR-637在桥本甲状腺炎(HT)合并甲状腺乳头状癌(PTC)患者组织穿刺标本中的水

平变化,以及其对甲状腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响。方法 收集2019年6月至2021年6月于该院治疗

的92例HT患者的组织穿刺标本,其中单纯HT患者46例(单纯HT组),HT合并PTC患者46例(HT合并

PTC组),采用实时定量荧光PCR(qPCR)对两组患者组织穿刺标本的 miR-637水平进行检测。细胞学实验:
将人甲状腺癌细胞TPC-1分为未转染质粒的对照组、转染阴性对照(NC)质粒的NC组和转染 miR-637质粒的

miR-637组。采用CCK8法检测各组细胞增殖能力,细胞划痕实验检测各组细胞迁移能力,Transwell实验检

测各组细胞侵袭能力,Western
 

blot检测迁移侵袭关键蛋白基质金属蛋白酶2(MMP2)和基质金属蛋白酶9
(MMP9)蛋白的表达水平。结果 与单纯HT组比较,HT合并PTC组组织穿刺标本miR-637水平降低,差异

有统计学意义(P<0.01)。与对照组相比,miR-637组细胞增殖能力降低(P<0.05),迁移能力和侵袭能力显

著下降(P<0.05)。Western
 

blot显示:miR-637组 MMP-2和 MMP-9蛋白表达水平显著降低(P<0.05)。
结论 miR-637在PTC合并HT患者组织穿刺标本中水平降低,miR-637可以抑制人甲状腺癌细胞增殖能力、
迁移能力和侵袭能力,其机制与抑制 MMP2及 MMP9蛋白表达相关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

level
 

changes
 

of
 

miR-637
 

in
 

tissue
 

biopsy
 

specimens
 

of
 

patients
 

with
 

Hashimoto's
 

thyroiditis
 

(HT)
 

combined
 

with
 

papillary
 

thyroid
 

carcinoma
 

(PTC),and
 

its
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

thyroid
 

cancer
 

cells.Methods Tissue
 

biopsy
 

specimens
 

of
 

92
 

HT
 

pa-
tients

 

treated
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

June
 

2019
 

to
 

June
 

2021
 

were
 

collected,including
 

46
 

patients
 

with
 

only
 

HT
 

(simple
 

HT
 

group)
 

and
 

46
 

patients
 

with
 

HT
 

complicated
 

with
 

PTC
 

(HT
 

complicated
 

with
 

PTC
 

group).Real-
time

 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

level
 

of
 

miR-637
 

in
 

tissue
 

biopsy
 

specimens
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

patients.Cytological
 

experiment:human
 

thyroid
 

cancer
 

cells
 

TPC-1
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group
 

which
 

were
 

without
 

plasmid
 

transfection,NC
 

group
 

transfected
 

with
 

negative
 

control
 

(NC)
 

plasmid
 

and
 

miR-
637

 

group
 

transfected
 

with
 

miR-637
 

plasmid.The
 

cell
 

proliferation
 

ability
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

CCK8
 

method,the
 

migration
 

ability
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

cell
 

scratch
 

assay,the
 

invasion
 

ability
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

Transwell
 

assay,and
 

the
 

key
 

proteins
 

of
 

migration
 

and
 

invasion,matrix
 

metalloprotein-
ase

 

2
 

(MMP2)
 

and
 

matrix
 

metalloproteinase
 

9
 

(MMP2),were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

simple
 

HT
 

group,the
 

level
 

of
 

miR-637
 

in
 

the
 

tissue
 

biopsy
 

specimens
 

of
 

the
 

HT
 

complicated
 

with
 

PTC
 

group
 

decreased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

miR-637
 

group
 

was
 

reduced
 

(P<0.05);the
 

migration
 

ability
 

and
 

invasion
 

ability
 

were
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05).Western
 

blot
 

showed
 

that
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
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of
 

MMP2
 

and
 

MMP9
 

in
 

the
 

miR-637
 

group
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion The
 

level
 

of
 

miR-
637

 

decreased
 

in
 

tissue
 

biopsy
 

specimens
 

of
 

patients
 

with
 

HT
 

complicated
 

with
 

PTC.MiR-637
 

could
 

inhibit
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

human
 

thyroid
 

cancer
 

cells,and
 

its
 

mechanism
 

was
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

MMP2
 

and
 

MMP9
 

protein
 

expression.
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  桥本甲状腺炎(HT)是一种自身免疫性甲状腺

炎,又称慢性淋巴细胞性甲状腺炎;甲状腺乳头状癌

(PTC)是一种恶性程度较低的甲状腺肿瘤,约占甲状

腺癌的85%,其发生会受到激素、遗传、环境等因素的

影响[1]。HT和PTC之间的关系是一个有争议的问

题,HT也可能导致PTC的出现,但目前尚无定论,其
病理过程和机制尚不清楚,因此探讨其分子机制尤为

重要[2]。微小RNA(miRNA)是重要的表观遗传学调

控分子,长度为20~24个核苷酸,其在细胞内具有多

种重要的调节作用[3]。临床上miRNA可以作为区分

单纯HT与HT合并PTC的独立分子标志物[4]。有

研究表明 miR-637可能受到LncRNA
 

HOTTIP调

控,在PTC细胞增殖、侵袭和迁移过程中发挥重要作

用[5],也有研究表明 miR-637/HEMGN轴可以受到

Circ
 

PSD3调控促进PTC的进展[6]。一项对107例

PTC患者的研究表明,MMP家族关键蛋白基质金属

蛋白酶2(MMP2)和Caspase家族关键蛋白Caspase-
3表达与预后具有显著的相关性[7],细胞学研究表明

甲状腺癌细胞中PLGF的过表达增加了基质金属蛋

白酶9(MMP9)的表达,而抑制PLGF的表达降低了

MMP9的表达,以上均提示出 MMP家族蛋白是甲状

腺癌重要的调控因子,探讨 MMP家族与 miRNA的

调控关系有助于临床对 HT和PTC机制的认识[8]。
因此,本研究将探讨 HT合并PTC患者穿刺组织标

本中miR-637的水平相较于单纯 HT患者是否有差

异,通过细胞学实验探讨 miR-637对甲状腺癌细胞增

殖、迁移和侵袭的作用,并通过 MMP家族蛋白检测

分析其机制。
1 材料与方法

1.1 材料 收集2019年6月至2021年6月于本院

治疗的92例 HT患者的甲状腺组织穿刺标本,其中

单纯HT患者46例(单纯 HT组),HT合并PTC患

者46例(HT合并PTC组)。两组患者年龄、性别构

成比较,差异无统计学意义(P>0.05)。纳入标准:
(1)患者经病理组织学检查确诊为 HT或 HT合并

PTC;(2)无头颈部放射治疗史;(3)癌症无远处转移;
(4)临床资料详细完整。排除标准:伴有其他全身性

疾病。本研究中所有患者均签署知情同意书并通过

本院伦理委员会审核。收集上述患者的甲状腺/甲状

腺癌组织穿刺标本用于后续实验。人甲状腺癌细胞

株TPC-1购自中国科学院典型培养物保藏委员会细

胞库/中国 科 学 院 上 海 生 命 科 学 研 究 院 细 胞 资 源

中心。
1.2 仪器与试剂 高糖培养基 DMEM 购于美国

corning公司,胎牛血清和青链霉素购于澳大利亚

Ausbian公司;10
 

cm细胞培养皿、50
 

mL离心管、15
 

mL离心管购于美国Corning公司;miR-637质粒及

阴性对照(NC)质粒等购于广州Ribobio公司;引物由

生工生物工程(上海)股份有限公司合成。CCK8细胞

增殖及毒性检测试剂盒购于北京索莱宝公司;实时荧

光定量PCR(qPCR)仪购于瑞士罗氏公司,Western
 

blot电泳仪购于美国Bio-rad公司。
1.3 方法

1.3.1 qPCR检测组织穿刺标本中的 miR-637水

平 将组织穿刺标本在液氮中进行研磨,采用 miR-
NA

 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit进行反转录,合成cDNA,采
用SYBR

 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

Kit进行 miR-637
的qPCR检测,所有操作在冰上进行并避免RNA酶

污染。使用7500
 

Fast系统进行实时荧光定量PCR,
检测条件设置:预变性95

 

℃
 

10
 

min,变性95
 

℃
 

10
 

s,
退火60

 

℃30
 

s,延伸72
 

℃20
 

s,40个循环。miR-637
正 向 引 物 为 5'-ACTGGGGGCTTTCGGGCTCT-
GCGT-3',U6正向引物为5'-CTCGCTTCGGCAG-
CACATATA-3',反向引物均为通用引物,使用U6作

为内参,以2-ΔΔCt计算miR-637相对表达水平。
1.3.2 细胞培养及转染 TPC-1培养:DMEM 培养

液(内含10%胎牛血清、青霉素100
 

μg/mL、链霉素

100
 

μg/mL),置CO2 培养箱内,5%CO2,37
 

℃静置培

养。细胞转染:用胰酶消化细胞后重选,严格按照转

染试剂盒Lipo3000(Invitrogen公司)说明将NC质粒

和miR-637质粒进行转染,8
 

h后,更换为完全培养

基,置于5%CO2 培养箱中37
 

℃培养,48
 

h后分别作

为NC组和 miR-637组用于后续实验[8]。未进行转

染的细胞作为对照组。
1.3.3 CCK8法检测细胞株TPC-1的细胞活力 严

格按照CCK8检测试剂盒(北京索莱宝公司)说明书

进行操作:对照组细胞转染24
 

h后,细胞以2×103 的

密度接种到96孔板中,在37
 

℃下培养24
 

h,向每孔

加入10
 

μL
 

CCK8溶液,此过程避免孔中生成气泡[气
泡会影响吸光度(A)的读数],将培养板在培养箱内孵

育1.5
 

h,用酶标仪测定在450
 

nm
 

处的A 值。
1.3.4 细胞划痕实验 将各组状态良好的TPC-1细

胞进行消化,调整为1×106 个/mL,接种到6孔板,24
 

h后用10
 

μmL枪头垂直划痕,划痕后用磷酸盐缓冲
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液(PBS)轻轻清洗细胞2~3次,去除划痕后漂浮的细

胞,加入无血清培养基。放入37
 

℃
 

5%CO2 培养箱

培养,24
 

h后拍照(放大倍数为200倍)。
1.3.5 Transwell侵袭实验 将各组状态良好的

TPC-1细胞进行消化,吹打均匀,调节密度104~105

个/mL,吸取0.4
 

mL细胞悬液接种于 Transwell小

室,下室培养基300
 

μL含10%FBS,将24孔板置于

培养箱中孵育24
 

h后,严格按照Transwell试剂盒说

明(美国corning公司)染色后在显微镜下观察拍照

(放大倍数为200倍),每组细胞小室中随机选择3个

区域进行拍照并进行定量分析[11]。
1.3.6 Western

 

blot
 

检测蛋白表达 将各组状态良

好的TPC-1细胞置于1
 

mL
 

RIPA蛋白裂解液冰上提

取细胞总蛋白,使用BCA法测定蛋白浓度。加入5×
SDS的蛋白上样缓冲液煮沸后备用。将样品分别加

入不同的泳道进行聚丙烯酰胺凝胶电泳,浓缩胶电压

80
 

V
 

10
 

min,分离胶电压120
 

V
 

1.5
 

h,后转至PVDF
膜,用5%BSA 封闭。加入特异性一抗 MMP2(1∶
2

 

000,Abcam),MMP9(1∶10
 

000,Abcam)和GAP-
DH(1∶10

 

000,Abcam)于4
 

℃冰箱过夜。TBST洗

膜3次,每次5
 

min,加入特异性的羊抗兔二抗(1∶
2

 

000),孵育1
 

h。TBST洗膜3次,每次5
 

min,采用

ECL化学发光液曝光显影,使用Photoshop图像分析

软件系统进行半定量分析。
1.4 统计学处理 采用SPSS23.0软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,组间比

较采用方差分析,进一步两两比较采用SNK-q 检验;
计数资料以例数或百分率表示,组间比较采用χ2 检

验。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 miR-637在单纯 HT组与 HT合并PTC组患

者甲状腺/甲状腺癌组织中的表达水平比较 与单纯

HT组相比,HT合并PTC组miR-637表达水平显著

降低(P<0.01)。见图1。
2.2 miR-637对人甲状腺癌细胞TPC-1细胞活力的

影响 与对照组相比,miR-637组细胞增殖能力出现

下降,具体表现为24、48、72
 

h的A 值均低于同一时

间对照组的A 值(P<0.05),而 NC组和对照组比

较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见表1。

  注:与单纯 HT组比较,**P<0.01。

图1  单纯 HT组和 HT合并PTC组 miR-637表达

水平的比较

2.3 miR-637对人甲状腺癌细胞TPC-1迁移和侵袭

的影响 通过划痕实验分析各组细胞迁移能力,见图

2。与对照组相比,miR-637组细胞迁移能力降低,具
体表现为miR-637组细胞划痕宽度宽于对照组(P<
0.05),而 NC组和对照组比较差异无统计学意义

(P>0.05)。通过 Transwell实验分析细胞侵袭能

力,结果表明与对照组相比,miR-637组细胞侵袭能

力降低,具体表现为miR-637组细胞侵袭数少于对照

组(P<0.05),而NC组和对照组比较,差异无统计学

意义(P>0.05)。

  注:和对照组比较,*P<0.05;和NC组比较,#P<0.05。
图2  miR-637对人甲状腺癌细胞TPC-1迁移和侵袭的影响

·5951·国际检验医学杂志2022年7月第43卷第13期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,July
 

2022,Vol.43,No.13



表1  miR-637对人甲状腺癌细胞TPC-1细胞活力的

   影响(x±s,A值)

组别 24
 

h 48
 

h 72
 

h

对照组 0.58±0.11 0.76±0.17 1.19±0.14

NC组 0.57±0.14 0.79±0.12 1.21±0.22

miR-637组 0.44±0.13*△ 0.58±0.17*△ 0.65±0.16*△

  注:和对照组比较,*P<0.05;和NC组比较,△P<0.05。

2.4 miR-637对人甲状腺癌TPC-1细胞 MMP2和

MMP9蛋白表达的影响 与对照组相比,miR-637组

MMP2和 MMP9蛋白表达均降低,差异有统计学意

义(P<0.01);NC组与对照组比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。见图3。

  注:和对照组比较,*P<0.05,**P<0.01。

图3  miR-637对人甲状腺癌细胞 MMP2和 MMP9
蛋白表达的影响

3 讨  论

  HT以甲状腺特异性自身抗体为特征,是最常见

的自身免疫性疾病之一[9]。虽然确切的病因尚未完

全阐明,但 HT与遗传因素、环境因素和表观遗传之

间具有相关性[10]。HT与其他组织细胞恶性转化之

间的关系在既往研究中被提出,并涉及免疫系统和激

素分泌水平的异常,其可能进一步引发PTC,但仍存

在争议,需要进一步深入研究[11]。PTC是上皮性恶

性肿瘤,表现为滤泡细胞分化和一系列独特的细胞核

特征[12],是最常见的甲状腺肿瘤,总体预后较好,少数

情况下它可能有囊性特征。大约10%的患者在最初

表现时可能出现转移性疾病,45岁以下的患者总体预

后良 好[13]。有 研 究 发 现 右 侧 气 管 旁 淋 巴 结 转 移

(RPTLNM)、甲状腺外延伸、包膜侵犯和多灶性等因

素均是HT合并PTC的风险因素[14]。本研究纳入了

92例HT患者,并以是否合并PTC为分组标准,确认

了单纯HT患者的组织穿刺标本中 miR-637水平较

高,而HT合并PTC患者中,miR-637水平较低,提
示miR-637可能成为一种鉴别诊断单纯 HT与 HT

合并PTC的标志物。
miR-637是多种肿瘤、心血管等疾病的关键调控

分子,研究表明miR-637通过靶向降解AKT1从而抑

制肝癌细胞的增殖和侵袭,过表达 miR-637会导致肝

癌细胞增殖受到显著抑制并减弱细胞侵袭,而抑制

miR-637表达则显示出相反的生物学效应[15];也有研

究指出miR-637可以抑制胆管癌细胞 QBC939的增

殖,其机制与干扰组织蛋白酶B(CTSB)表达有关[16];
有临床实验通过对86例动脉粥样硬化患者和75例

健康对照者的分析,发现 miR-637可以作为动脉粥样

硬化患者诊断的独立判断指标,在临床诊断及对未来

心血管事件的预测中具有重要意义[17]。基于 miR-
637的重要功能及以上重要研究结果,本研究对临床

标本中 miR-637的表达差异进行了机制研究,通过

CCK8、侵袭等细胞学实验探讨了 miR-637对甲状腺

癌细胞肿瘤生物学功能的影响,结果发现 miR-637可

以显著地抑制甲状腺癌细胞的活性,并且降低了其迁

移能力和侵袭能力。肿瘤转移的方式有直接蔓延和

种植性转移等方式,其过程都需要破坏肿瘤周围的细

胞组织,此过程伴随着基质金属蛋白酶家族成员的作

用[18]。研究表明 MMP2
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C/T基因多态性可能

增加前列腺癌的风险,尤其是在亚洲人群中更加显

著[19];而 MMP9可以切割许多细胞外基质蛋白来调

节细胞外基质重塑,可以切割许多血浆表面蛋白质,
不仅与肿瘤的侵袭、转移和血管生成相关,还可以作

为肿瘤诊断的独立生物标志物[20]。本研究表明 miR-
637转染后可以显著抑制 MMP2和 MMP9的表达,
从而降低细胞降解胞外基质的能力,抑制细胞的迁移

和侵袭,由此推测miR-637在单纯HT患者穿刺组织

标本中的水平高于HT合并PTC的患者可能与临床

表征有一定的相关性,即 miR-637低表达后,促进了

正常的甲状腺细胞的异常增殖、异常迁移与侵袭,甚
至导致其具有了癌细胞的典型特征,但这是否为 HT
患者合并PTC的原因还有待进一步探讨。

综上所述,本研究证实miR-637在HT合并PTC
患者穿刺组织标本中低表达,可能成为临床诊断的生

物标志物,并且miR-637可以抑制人甲状腺癌细胞活

性,降低细胞迁移能力和侵袭能力,其机制与基质金

属蛋白酶表达抑制相关。未来的研究可以进一步扩

大临床样本量,通过主成分分析和受试者工作特征

(ROC)曲线等分析探讨 miR-637是否可以准确诊断

或预测 HT合并PTC,以及通过荧光报告实验探讨

miR-637是否与基质金属蛋白酶有靶向关系,为临床

诊断和治疗提供新思路。
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