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Micro146b 在甲状腺乳头状癌中的表达及其对	

甲状腺乳头状癌侵袭迁移的影响

龚麒麟，叶钦，刘辉

(福建省肿瘤医院，福建医科大学附属肿瘤医院头颈外科，福州 350014)

[摘　要]	 目的：探讨miR-146b在甲状腺乳头状癌中的表达及其对甲状腺乳头状癌侵袭转移的影响。方法：体

外培养人甲状腺乳头状癌TPC-1细胞并转染miR-146b，分为4组：miR-146b抑制组及抑制对照组、

miR-146b转染组及转染对照组。分别通过qRT-PCR检测miR-146b的表达，CCK-8法检测细胞增殖，

Transwell法检测细胞侵袭能力，划痕法检测细胞的迁移能力。结果：MiR-146b在甲状腺乳头状癌

TPC-1细胞中高表达(P<0.01)。CCK-8法检测发现miR-146b抑制组TPC-1细胞活力与抑制对照组相比

显著降低(P<0.01)，而miR-146b转染组细胞活力与转染对照组相比显著提高(P<0.01)。Transwell法

检测发现抑制miR-146b后细胞的穿膜数明显减少(P<0.01)，而过表达miR-146b后细胞的穿膜数明显

增加(P<0.01)。划痕法检测发现miR-146b抑制组的迁移距离与抑制对照组比显著扩大(P<0.01)，而

miR-146b转染组的迁移距离与对照组比显著缩小(P<0.01)。结论：甲状腺乳头状癌TPC-1细胞中存

在miR-146b的高表达。miR-146b的高表达可促进TPC-1细胞的增殖、侵袭及迁移。

[关键词]	 微小RNA-146b；甲状腺乳头状癌；侵袭；迁移

Expression of miR-146b in thyroid cancer and its role in 
invasion and migration of thyroid cancer cells
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Abstract Objective: To investigate the expression level of micro RNA-146b in thyroid cancer cell lines and its impact on 

thyroid cancer invasion and metastasis. Methods: MiR-146b was transfected into human thyroid cancer cells TPC-

1 in vitro. All cells were divided into an inhibited miR-146b group, an inhibitor negative control group, a transfected 

miR-146b group, and a negative control group. MiR-146b expression was detected by qRT-PCR in thyroid cancer 

cell lines (TPC-1) and negative control cell lines. The characteristics of invasion and migration of the transfected 

MiR-146b cells were examined by transwell assay. The expression of miR-146b was detected by qRT-PCR, cell 

proliferation was determined by CCK-8 assay. Migration rate was measured by wound healing assay. Results: MiR-
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甲状腺癌是常见的恶性肿瘤，也是近几年发

病率上升最快的恶性肿瘤之一。甲状腺乳头状癌是

甲状腺癌最常见的病例类型，其发病率约占甲状腺

癌的70%[1]。大部分甲状腺乳头状癌生长缓慢，10
年存活率可达90%，预后良好。但在10年存活患者

中，尚有30%为带病生存状态，在这期间可能遭受

局部或远处复发的痛苦[2]。且约10%甲状腺乳头状

癌患者生长迅速，侵袭度高，易转移，预后差。

微小R NA(microR NA，miR)在细胞的发育、

增殖、分化、凋亡过程中发挥重要作用。研究 [ 3 ]

发现：miR的异常表达与肿瘤的发生、发展有关。

miR-146b是pre miR-146经细胞质Dicer酶加工后形

成，其与miR-146a属于同一家族，作为转录后基

因沉默，在炎症反应及肿瘤发生、发展过程中发

挥重要作用 [ 4 ]。研究 [ 5 ]发现：甲状腺乳头状癌组

织中存在miR-146b的高表达。本研究通过体外甲

状腺乳头状癌细胞进一步验证在甲状腺乳头状癌

细胞中存在miR-146b的表达，并研究其对肿瘤增

殖、侵袭及迁移过程中的影响。

1  材料与方法

1.1  细胞和主要试剂

人甲状腺乳头状癌TPC-1购自中国科学院上海

细胞生物学研究所。L ip o3 0 0 0转染试剂购自美国

Invitrogen公司。CCK-8试剂盒购自中国Biosharp公

司，Tripure Isolation Reagent购自瑞士Roche公司，

HiFi-MMLV cDNA第一链合成试剂盒购自北京康为

世纪生物科技有限公司。相关miR在上海吉玛生物

科技有限公司合成。

1.2  细胞培养

甲状腺癌细胞TPC-1在含有1%双抗、10%胎牛

血清的DMEM培养液中，37 ℃，5% CO2保持饱和

湿度培养，2 d扩增1次。

1.3  转染

s iR NA转染：TPC -1细胞铺板至6孔细胞培养

板中，调整细胞浓度为1×105个/孔，37 ℃，CO2培

养箱中培养过夜。观察细胞融合度大约为80%后，

将细胞生长液换成不含血清的DME M不完全培养

基继续孵育1 h，增加转染效率。

Lipo3000转染：将100 pmol miRNA加到250 μL 
Opti-mem无血清培养基中；将7.5 μL Lipo3000加到

250 μL Opti-mem无血清培养基中。将上述两管混

合，放置15~20 min。将混合液加入6孔板对应孔

中，4~6 h后换成有血清培养基，继续培养。

实验共分为4组，miR-146b转染组加入miR-146b
模拟物；转染对照组加入miR-146b模拟物对照物；

miR-146b抑制组加入miR-146b抑制剂；抑制对照组

加入miR-146b抑制剂对照物。序列信息见表1。

1.4  qRT-PCR 检测 miR-146b 的表达

通 过 Tr i p u r e 提 取 细 胞 标 本 的 R N A ， 反 转 录

R NA，按HiFi-M MLV cDNA第一链合成试剂盒说

明书配置反应体系，涡旋震荡混匀，短暂离心， 
4 2  ℃ 孵 育 5 0  m i n ， 8 5  ℃ 孵 育 5  m i n ， 进 行 反 转

录。将反转录得到的cDNA稀释20倍，然后取8 µL 
cDNA 与10 µL UltraSYBR Mixture及2 µL引物混合
(引物序列见表2 )，在2 0  µ L反应体系中，反应条
件：95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 20 s，40 个循
环；72 ℃ 25 s，72 ℃ 5 min。miR-146b的相对表达
量在细胞中用2−ΔΔCt来计算。引物序列信息见表2。

1.5  细胞增殖、侵袭和迁移实验

CC K- 8法检测转染细胞增殖情况：转染后的
TPC-1细胞接种于96孔细胞培养板中，同时设置空
白对照组，空白对照组用未转染的TPC-1，细胞浓
度为1×105个/mL，每孔加入100 μL细胞悬液(每组
设置6孔重复)。37 ℃ CO2培养箱中培养24 h后，加
入CCK-8进行细胞增殖检测，2 h内读取OD450值。

146b was highly expression in thyroid cancer cells TPC-1 (P<0.01). CCK-8 assay found that the cell viability in the 

miR-146b inhibitor group were significantly lower than that in the inhibitor NC group (P<0.01), while that in the 

miR-146b mimics group were significantly higher than that in the NC group (P<0.01). Transwell assay found that the 

number of cells through membranes was decreased evidently in the miR-146b inhibitor group (P<0.01), while that 

was increased evidently in the miR-146b mimics group (P<0.01). The wound healing assay found that the migration 

distance of miR-146b inhibitor group was farther than that in the inhibitor NC group (P<0.01), while that of the 

miR-146 mimics group was shorter than that in the NC group (P<0.01). Conclusion: MiR-146b has high expression 

in thyroid cancer cells TPC-1. The overexpression miR-146b can promote cell proliferation, invasion, and migration.

Keywords microRNA; papillary thyroid carcinoma; invasion; migration
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表1 实验分组序列信息

Table 1 Sequence information of experimental groups

名称 序列(5'→3')

miR-146b转染组 UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU

CCUAUGGAAUUCAGUUCUCAUU

转染对照组 UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

ACGUGACACGUUCGGAGAATT

miR-146b抑制组 AGCCUAUGGAAUUCAGUUCUCA

抑制对照组 CAGUACUUUUGUGUAGUACAA

表2 引物序列信息

Table 2 Sequence information of primers

引物名称
Primer序列

正向(5'→3') 反向(5'→3')

Human-GAPDH CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA

Human-U6 TGCGGGTGCTCGCTTCGGCAGC GTGCAGGGTCCGAGGT

Human-miR-146b CGGCACTGAGAACTGAATTCC CAGTGCAGGGTCCGAGGTATTC

Trans wel l法检测细胞侵袭能力：在细胞转染 
24 h后，消化细胞，无血清培养基洗3次，计数配
成5×105个/mL细胞悬液，在上室中加入100 μL细胞
悬液(3个室)，下室中加入500 μL完全培养基，经过
24 h培养后，多聚甲醛固定，擦去上室内基质胶和
细胞，1%结晶紫乙醇溶液孵育染色，显微镜下随
机计数(×100)16个视野内的膜下面细胞数。

划痕法检测细胞的迁移能力：先用m a r k e r笔
在6孔板背后，用直尺划横线，每孔3条。在孔中
加入约3.5×10 6个细胞，细胞贴壁后用枪头和直尺
垂直于背后的横线划痕，用PBS洗细胞2~3次，去
除划下的细胞，加入无血清培养基。放入37 ℃ 5% 
CO2培养箱，培养0，24，48 h拍照各6张。

1.6  统计学处理

用Image-Pro Plus 6.0软件对图片进行分析。计
量资料用均数±标准差(x±s)表示，采用SPSS 14.0统
计软件分析数据，两组比较采用t检验，不同实验
组间比较采用单因素方差分析，以P<0.05为差异有
统计学意义。

2  结果

2.1  甲状腺乳头状癌细胞中 miR-146b 的表达

转染了m i R - 1 4 6 b的T P C - 1细胞培养2 4  h后，
q RT-P CR检测T P C - 1细胞中m i R - 1 4 6 b的表达，结

果显示：miR-146b抑制组miR-146b的相对表达量
下调为抑制对照组的76.92倍(t=62.83，P<0.01)；
与 转 染 对 照 组 相 比 ， m i R - 1 4 6 b 转 染 组 m i R - 1 4 6
的 相 对 表 达 量 上 调 了 4  4 2 9 . 8 8 倍 ( t = − 9 3 . 4 1 ，
P<0.01；图1)。

2.2  MiR-146b 对甲状腺乳头状癌 TPC-1 细胞增殖

力的影响

转染了m i R - 1 4 6 b的T P C - 1细胞培养2 4  h后，
用CCK-8法检测OD 450值，结果显示：抑制对照组
和miR-146b抑制组的OD450值分别为(1.01±0.17)，
( 0 . 7 0 ± 0 . 1 5 ) 个，差异有统计学意义 ( t = 1 4 . 0 2 1 ，
P<0.01)；转染对照组和miR-146b转染组的OD450值
分别为(0.88±0.01)和(1.19±0.14)个，差异有统计学
意义(t=−21.137，P<0.01；图2)。

2.3  MiR-146b 对甲状腺乳头状癌 TPC-1 细胞侵袭能

力的影响

转染m i R - 1 4 6 b的T P C - 1细胞培养2 4  h后，用
Tr a n s w e l l 法检测细胞的侵袭能力 ( 图 3 ) ，结果显
示：抑制对照组和miR-146b抑制组的穿膜细胞数
分别为( 2 9 6 . 8 8 ± 9 . 1 6 )和( 8 1 . 6 3 ± 6 . 3 0 )个，差异有
统计学意义( t = 1 9 . 3 6 7， P < 0 . 0 1 )；转染对照组和
m i R - 1 4 6 b转染组的穿膜细胞数( 2 7 2 . 5 6 ± 1 4 . 6 0 )和
(537.75±20.00)个，差异有统计学意义(t=−10.59，
P<0.01；图4)。
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图1 qRTPCR检测miR-146b的相对表达量

Figure 1 Expression level of miR-146b was detected by qRTPCR

图2 CCK-8法检测细胞的OD450值

Figure 2 OD450 values of cells detected by CCK-8 method

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

D
45

0 n
m

抑制对照组 转染对照组miR-146b抑制组 miR-146b转染组

图3 培养24 h后1%结晶紫乙醇溶液染色观察细胞形态(×100)

Figure 3 Cellular morphology was observed by 1% crystal violet staining assay after 24 hours (×100)
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图5 划痕处理48 h后细胞形态(×100)

Figure 5 Cellular morphology was observed by scratch test after 48 hours (×100)

图6 划痕法检测各组细胞的迁移距离

Figure 6 Migration distances of cells in each group measured by scratch tester

图4 Transwell法检测各组细胞穿膜数

Figure 4 Cells through membrane detected by Transwell 

method
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2.4  MiR-146b 对甲状腺乳头状癌 TPC-1 细胞迁移

能力的影响

转 染 m i R - 1 4 6 b 的 T P C - 1 细 胞 培 养 2 4  h 后 ，

用 划 痕 法 处 理 4 8  h ( 图 5 ) ， 结 果 显 示 ： 抑 制

对 照 组 和 m i R - 1 4 6 b 抑 制 组 的 迁 移 距 离 分 别 为

2 9 7 . 2 1 ± 2 8 . 0 4 ， 1 1 1 . 5 9 ± 3 3 . 8 1 ， 差 异 有 统 计 学

意 义 ( t = 4 . 2 2 6 ， P < 0 . 0 1 ) ； 转 染 对 照 组 和 m i R -

1 4 6 b 转 染 组 的 迁 移 距 离 为 1 9 8 . 9 8 ± 5 2 . 9 7 和

5 9 8 . 1 0 ± 3 0 . 2 2 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( t = − 6 . 5 4 4 ，

P<0.01；图6)。
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3  讨论

M i R 是 一 类 有 1 9 ~ 2 5 个 核 苷 酸 组 成 的 非 编 码

R N A ， 通 过 与 m R N A 互 补 ， 诱 导 m R N A 降 解 或

翻 译 抑 制 发 挥 重 要 作 用 。 已 有 研 究 发 现 有 多 种

m i R 的表达异常，在肿瘤细胞的分化、增生、迁

移 、 凋 亡 中 起 重 要 作 用 ， 如 结 直 肠 癌 [ 6 ] 、 食 管

癌 [ 7 ]、 舌 癌 [ 8 ]、 乳 腺 癌 [ 9 ]、 慢 性 淋 巴 细 胞 性 白 血  
病 [10]等。

已有研究 [ 5 ]证实：在甲状腺癌组织中，m i R -
146b的表达高于癌旁组织。本研究通过体外细胞

培养进一步证实了在甲状腺乳头状癌TPC-1细胞中

存在miR-146b的表达。这提示miR-146b可在临床

上作为甲状腺乳头状癌的标志物。

甲 状 腺 结 节 是 我 国 人 群 中 的 多 发 病 和 常 见

病，正确区分良、恶性对甲状腺结节的治疗至关

重要。超声引导下甲状腺细针穿刺活检(fine-needle 
aspirat ion biopsy，FNAB)是鉴别甲状腺结节良恶

性 的 一 个 重 要 方 法 。 对 于 甲 状 腺 结 节 > 0 . 5  c m 的

肿物， F N A B 可以有较高的敏感性和准确性 [ 1 1 ]。 
而对于甲状腺结节<0.5 cm的肿物，因细胞穿刺量

少，常无法获得满意的结果。美国甲状腺协会 [12]

和韩国指南 [13]认为：对于临床触诊或超声检查发

现具有恶性可疑征象的甲状腺结节，如果结节最

大径<5 mm，不推荐行FNAB。临床上经常碰到很

多甲状腺微小良性结节患者因误诊接受手术而造

成难以弥补的创伤。本研究进一步证实在甲状腺

乳头状癌细胞中存在miR-146b的表达，这为检测

术前穿刺细胞中miR-146b来鉴别肿瘤提供了理论

基础。检测术前穿刺细胞的miR-146b可以为FNAB
检测提供更多的信息，提高 F N A B 的准确性。更

为重要的是可以提高肿物直径<0.5 cm甲状腺结节

F N A B 的准确性，从而减少许多不必要的手术发

生。不过在穿刺液中鉴别甲状腺乳头状癌的miR-
146b标准量化指标，需要后续进一步的实验研究

阐明。

本研究通过CCK-8法、Transwell试验及划痕法

分别实验证实了miR-146b的高表达可促进TPC-1细

胞的增殖、侵袭及迁移。而抑制miR-146b的表达

则会降低T P C - 1细胞的增殖、侵袭及迁移。m i R -
146b的表达量与甲状腺乳头状癌的增殖、侵袭及

迁移呈正相关。有研究 [14]发现：miR-146b可以通

过调控ZNFR3，从而诱导甲状腺癌细胞的上皮向

间质转化，促进甲状腺乳头状癌肿瘤细胞的侵袭

和转移。也有学者 [15]发现：miR-146b可以通过调

控SM A D4的表达，激活TGF-β信号通路，促进甲

状腺乳头状癌侵袭和转移。然而，miR-146b的作

用机制似乎并没有如此简单，其在肿瘤发展的不

同的过程中及不同肿瘤之间均发挥不同的作用。

事实上，除在甲状腺乳头状癌细胞中miR-146b的

高表达可促进肿瘤细胞的增殖、侵袭及迁移。而

在神经胶质瘤 [16]、肺癌 [17]、胰腺癌 [18]和骨肉瘤 [19]

中，miR-146b的高表达可抑制其肿瘤细胞侵袭和

转移。miR-146b是具体如何对肿瘤细胞发挥作用

的，需要后续更多的实验来证明。

临 床 上 也 经 常 发 现 有 些 甲 状 腺 乳 头 状 癌 患

者，尽管癌灶还很小，但很快已发生淋巴结或远

处 转 移 ， 推 测 这 可 能 与 m i R - 1 4 6 b 的 表 达 呈 正 相

关，需进一步实验证实。

综上所述，研究miR-146b与甲状腺乳头状癌细

胞的关系，有助于进一步揭开甲状腺乳头状癌的增

殖、侵袭及迁移的机制的神秘面纱。检测miR-146b
有助于早期鉴别甲状腺乳头状癌，而抑制miR-146b
可以阻碍甲状腺乳头状癌的发展。针对miR-146b治

疗有望为甲状腺乳状状癌的临床诊治开辟一条新的

途径，提高甲状腺乳状状癌的疗效。
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