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新型分子标记物对甲状腺滤泡型肿瘤良恶性的鉴别诊断
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摇 摇 揖提要铱 摇 收集 29 例甲状腺结节组织标本,提取总 RNA,分别进行 RT鄄PCR 在核酸水平上检测所取甲

状腺组织中 4 种目的基因 C1orf24、DDIT3、HMGA2、TFF3 的表达水平。 与正常甲状腺组织相比,C1orf24
mRNA 在滤状腺瘤中的表达下调,在滤泡状癌中的表达上调;DDIT3 和 HMGA2 mRNA 在滤泡状腺瘤和滤

泡状癌中的表达均上调,且在滤泡状癌中的表达高于滤泡状腺瘤;TFF3 mRNA 在滤泡状癌和滤泡状腺瘤中

均下调。 甲状腺肿瘤组织中 C1orf24、DDIT3、HMGA2、TFF3 对甲状腺滤泡状癌和滤泡状腺瘤的鉴别有一定

价值。
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揖Summary铱摇 Twenty鄄nine thyroid tissue samples were collected from patients with thyroid nodules. The total
RNA were extracted, the gene expressions of TFF3, HMGA2, C1orf24, and DDIT3 were detected by RT鄄PCR. In
comparison with normal thyroid tissues, the expression of C1orf24 mRNA was decreased in the follicular thyroid
adenoma(FTA) group, but increased in the follicular thyroid carcinomas(FTC) group. The expressions of DDIT3 and
HMGA2 mRNA were increased in both FTA and FTC groups, and were even higher in the latter. The expressions of
TFF3 mRNA level were decreased in FTA and FTC. The data suggested that molecular markers C1orf24, DDIT3,
HMGA2, and TFF3 in thyroid tissue seem to be helpful in the differential diagnosis between follicular adenomas and
carcinomas.
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摇 摇 甲状腺结节( thyroid nodule, TN)诊断重点是良恶性的鉴

别。 随着分子技术的发展,陆续发现了许多分子生物标记物

(molecular biomarkers)可以鉴别甲状腺结节的良恶性。 其中染

色体 1 开放读码框 24 ( chromosome 1 open reading frame 24,
C1orf24)、DNA 损 伤 诱 导 转 录 物 3 ( DNA damage inducible
transcript 3, DDIT3)、高迁移率族蛋白 A2 ( high鄄mobility group
A2, HMGA2)、肠三叶因子(intestinal trefoil factor, TFF3)等分子

对鉴别良恶性结节有较高的敏感性和特异性[1] 。 因此本实验

拟在前人研究的基础上,通过 RT鄄PCR 在核酸水平检测甲状腺

肿瘤组织中 C1orf24、DDIT3、HMGA2、TFF3 的表达,评估所选标

记物是否可用于甲状腺结节良恶性的鉴别,同时评估其敏感性

和特异性。
一、 对象和方法

1. 对象:收集南京军区南京总医院 2011 年 1 月至 2011 年

10 月的外科切除的甲状腺切结节的新鲜组织,总计 34 例,其中

滤泡状腺瘤 12 例[年龄(48. 86 依 8. 19)岁],滤泡状癌 8 例,包
括 1 例乳头状癌滤泡型变[年龄(47. 3 依 9. 4)岁],乳头状癌 8
例[年龄(45. 1 依 7. 5)岁],另取正常甲状腺组织 6 例[年龄

(47. 2 依 11. 0)岁]作为对照,其诊断结果由石蜡包埋切片组织

学检查确定。 新鲜组织切取后立即放于-80益冰箱冻存。 冻存

组织经处理后提取 RNA,反转录为 cDNA,然后进行 RT鄄PCR 在

核酸水平上分别检测甲状腺组织中四种目的基因 C1orf24、
DDIT3、HMGA2、TFF3 表达水平。

2. 方法:(1)组织中总 RNA 的提取:将组织剪碎后研磨再

进行充分匀浆,然后置于离心管中分离,提取上清液即为 RNA
溶液,后经沉淀、洗涤、溶解后将提取的 RNA 进行琼脂糖凝胶

电泳和紫外分光光度法进行质量和数量的鉴定。 (2)以 茁鄄actin
为内参基因,根据 NCBI 中 Genbank 的相应序列设计引物,采用

PT鄄PCR 方法经过反转录反应、扩增反应得出四种目的基因

C1orf24、DDIT3、HMGA2、TFF3 及内参基因的扩增曲线、熔解曲

线。 其阈值与 Ct 值由软件自动得出。
3. 统计学处理:每份样本目的基因的表达强度用其对应的

内参基因 茁鄄actin 基因的量进行校正,即 驻CT 是目的基因相对

于内参基因的表达强度。 驻CT=CT(目的基因) -CT(茁鄄actin 基

因)。 还原成线性数据就是 2-驻CT, 数值以 x-依 s 表示, 采用 SPSS
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摇 摇 注:(A)染色体 1 开放读码框 24(C1orf24);(B)DNA 损伤诱导转录物 3(DDIT3);(C)高迁移率族蛋白 A2(HMGA2);(D)肠三叶因子(TFF3);与
正常组织相比,aP<0. 05,bP<0. 01;与滤泡状腺瘤相比,cP<0. 05,dP<0. 01

图 1摇 4 种基因在不同组织中的 mRNA 相对表达量

16. 0 软件进行统计分析,对各组的 2-驻CT分别进行两独立样本

的 t 检验。 P<0. 05 表示有显著差异。
二、 结果

1. RNA 含量的测定:本实验所有标本的 A260 / A280 的比

值介于 1. 7 ~ 1. 9 之间,说明含量正常。
RNA 质量的测定:琼脂糖凝胶电泳结果示内参基因及目的

基因的电泳条带清楚,无其他杂带出现,说明 RNA 的质量良

好。
熔解曲线分析:内参基因和目的基因的熔解曲线均为单

峰,提示特异性好。
2. 相对于正常的甲状腺组织,C1orf24 mRNA 在滤泡状腺

瘤中的表达下调,在甲状腺滤泡状癌中的表达上调(P<0. 05)。
并且相比在良性肿瘤中的表达,C1orf24 mRNA 在恶性肿瘤中过

表达,两者的差异有统计学意义(滤泡状腺瘤对乳头状癌、滤泡

状癌,P<0. 05,图 1A)。
DDIT3 mRNA 相对于正常组织,在滤泡状腺瘤和滤泡状癌

中的表达均上调,并且在滤泡状癌和滤泡状腺瘤中的表达存在

差异(P<0. 05)。 与正常组织相比,在恶性组织中高表达,且两

者的差异有统计学意义(P<0. 05),但在良恶性肿瘤中的表达

差异没有统计学意义(P>0. 05,图 1B)
相对于正常组织,HMGA2 mRNA 在甲状腺滤泡状腺瘤和

滤泡状癌中均高表达,且在滤泡状癌中的表达显著高于滤泡状

腺瘤(P<0. 01)。 在良恶性肿瘤中的表达差异不具有统计学意

义(P>0. 05),恶性组织与正常组织中的表达亦未见明显差异

(P>0. 05,图 1C)。
相对于正常的甲状腺组织,TFF3 mRNA 的表达水平在滤泡

状癌和滤泡状腺瘤中均表达下调;在滤泡状癌中的表达显著高

于滤泡状腺瘤中的表达(P<0. 05)。 在良性肿瘤和恶性肿瘤中

的表达差异不具有统计学意义(P>0. 05),恶性肿瘤与正常组

织中的表达亦未见明显差异(P>0. 05,图 1D)。
三、 讨论

甲状腺滤泡状癌约占所有甲状腺肿瘤的 15% ,目前临床上

关于甲状腺滤泡状腺瘤和滤泡状癌的鉴别仍较为困难。 为了

提高甲状腺滤泡状癌的诊断率,随着分子技术的发展,研究表

明相关分子生物标记物(molecular biomarkers)能帮助鉴别甲状

腺滤泡型肿瘤的良恶性,提高术前诊断的准确率。 如半乳凝素

3(galectin鄄3, LGALS3),MET 基因过度表达与甲状腺癌的进展

和转移有关[2,3] ,但没有一个单独的基因具有足够的敏感性和

特异性而独立作为诊断分子标记物。 我们的实验在前人研究

的基础上,选择了具有较高敏感性和特异性的分子标记物,通
过我们的实验发现在核酸水平上, DDIT3、 HMGA2、 TFF3、
C1orf24 这四种分子标记物在甲状腺滤泡状腺瘤和滤泡状癌中

的表达存在差异,均能很好的鉴别甲状腺滤泡型肿瘤的良恶

性。
DDIT3 在各种 DNA 损伤、组织缺氧、氧化应激等因素的诱

导下可大量表达,从而调节细胞的增殖和分化,控制细胞的凋

亡,免疫反应,炎症反应等[4] 。 有研究提示低表达的 DDIT3 可

能参与损伤细胞的易感性,参与肿瘤化的进程。 最近有研究发

现 DDIT3 在甲状腺滤泡状癌、H俟rthle 肿瘤以及 P53 突变的甲

状腺癌细胞系中高表达[5] 。 研究发现 DDIT3 mRNA 在甲状腺

滤泡状腺瘤和甲状腺滤泡状癌中的表达分别为 9. 4% 和

85. 2% [5] ,对两者的鉴别诊断有较高的敏感性和特异性。 本研
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究也得出了同样的结论,DDIT3 mRNA 在甲状腺滤泡状癌和滤

泡状腺瘤中的表达存在差异性(P<0. 05)。 DDIT3 表达的增高

可能与肿瘤细胞的恶性增殖及浸润性有关,可能在甲状腺滤泡

型新生物恶变中起重要作用。
高迁移率族 A2(high鄄mobility group A2, HMGA2)对细胞的

生长,分化,凋亡和向恶性转化有非常重要的调节作用[6] ,具有

潜在的致癌作用。 最近的研究显示,HMGA2 的过表达与许多

组织的恶性肿瘤有关,包括胰腺癌,肺癌,乳腺癌,卵巢癌,甲状

腺癌。 检测 HMGA2 的表达对良恶性肿瘤鉴别的敏感性和特异

性分别为 95. 9% ,93. 9% [6] 。 在本实验中检测 HMGA2 mRNA
在恶性肿瘤中高表达,并且在滤泡状腺瘤和滤泡状癌的表达中

具有显著性差异(P=0. 000 2)。 因此 HMGA2 可以鉴别甲状腺

滤泡型肿瘤的良恶性。
肠三叶因子(intestinal trefoil factor, ITF / TFF3)具有黏膜保

护、修复、肿瘤抑制或促肿瘤发生、信号转导、调节细胞凋亡等

功能。 研究发现,在人体正常组织中可见低水平表达,而在实

体肿瘤中过度表达,如肝细胞癌,结肠癌,前列腺癌、胃癌等,提
示可能与恶性行为和转移有关[7,8] 。 本研究发现 TFF3 可能是

一个有用的鉴别甲状腺结节良恶性的分子标记物。 TFF3
mRNA 的高表达可能在滤泡状癌的浸润和转移过程中其重要

作用,加速细胞的迁移,参与肿瘤的生成、浸润和转移[9] ;此外,
雌激素也可调节 TFF3 的表达,从而导致 TFF3 表达的缺失或过

度,诱导肿瘤的生成[10] ,这也可能是甲状腺肿瘤在女性高发的

一种潜在的因素。
C1orf24 的功能和作用途径目前尚未明了,在人体正常组

织如肌肉、胰腺,结肠,前列腺等均有表达,研究发现 C1orf24 在

FTC 患者中高表达,在 FTA 中呈低表达或不表达,可能是恶性

甲状腺滤泡型肿瘤的分子标记物,其鉴别甲状腺滤泡型肿瘤良

恶性的敏感性和特异性分别为 97%和 90% [11] 。 本研究结果显

示 C1orf24 mRNA 的表达水平在良恶性结节(滤泡状腺瘤对滤

泡状癌、乳头状癌)中存在显著性差异(P<0. 05),在恶性甲状

腺组织中高度表达[12鄄17] 。
综上所述,本研究所选用的四种分子标记物 DDIT3、

HMGA2、TFF3、C1orf24 对鉴别甲状腺滤泡型肿瘤的良恶性均有

一定的价值。 但是目前的研究仍存在一些局限性:目前收集到

的恶性肿瘤数目较少,因此数据的统计分析仅仅是一个大概的

趋势,而大规模的实验是否能得到一致的结论尚未知;在甲状

腺结节的研究中,病理学诊断具有一定的差异性及不确定性,
因此,如何使病理学和以分子标记物为基础的诊断保持一致性

尚需更进一步的研究。
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