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［摘 要］ 目的：探讨长链非编码RNA（long non⁃coding RNA，lncRNA）在甲状腺乳头状癌（papillary thyroid carcinoma，PTC）组

织中表达量的变化和 lncRNA在PTC发生发展中的作用。方法：应用微阵列芯片技术检测PTC手术切除的癌组织及癌旁组织

中的 lncRNA表达谱，并从中随机选取5条差异表达的 lncRNA（Fold change≥2，P < 0.05），应用real⁃time PCR方法验证表达谱芯片

结果。比较不同表达水平 lncRNA与PTC患者临床特征、疾病分期之间的关系。结果：基因芯片结果显示，lncRNA在PTC组织

及癌旁组织中的表达具有明显差异性，429个表达上调，1 449个表达下调。在 41例PTC患者癌组织及癌旁组织中，real⁃time
PCR检测结果显示，lncRNA TCONS⁃00020455（TCON⁃455）及TCONS⁃00020457（TCON⁃457）在PTC癌组织中的表达水平均显著

高于癌旁组织，差异均具有统计学意义（P < 0.05）。进一步分析发现，lncRNA TCON⁃455及TCON⁃457表达水平与PTC患者淋巴

结转移、多发病灶和TNM分期相关（P均<0.05），而与年龄、性别均无相关性（P均>0.05）。结论：PTC患者的癌组织中存在 lncRNA
异常表达。lncRNA TCON⁃455和TCON⁃457的高表达可能与PTC转移和恶化有关。
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［Abstract］ Objective：To investigate changes of long non⁃coding RNA expression in papillary thyroid carcinoma（PTC）and the role
of lncRNA in occurrence and development of PTC. Methods：The microarray chip technique was used to detect the lncRNA expression
profile in cancer tissues and paracancerous tissues after PTC resection. Five randomly expressed lncRNAs were randomly selected（fold
change≥2，P < 0.05）. The real⁃time PCR method was used to verify expression microarray results. The different expression levels of
lncRNA with the clinical features and stage of disease were compared in PTC patients. Results：Gene chip results showed that the
expressions of lncRNAs in PTC tissues and paracancerous tissues were significantly different. There were 429 up⁃regulated lncRNAs
and 1 449 down⁃regulated lncRNAs. In the tumor tissues and paracancerous tissues of 41 patients with PTC，real⁃ time PCR results
showed that expression levels of lncRNA TCONS⁃00020455 and TCONS⁃00020457（annotated：lncRNA TCONS⁃00020455 and TCONS
⁃00020457 are abbreviated as lncRNA TCON⁃455 and TCON⁃457，and the short names for these two lncRNAs are used in the article.）
in PTC tissues were significantly higher than those in adjacent tissues（P < 0.05）. Further analysis found that the expression levels of
lncRNA TCON⁃455 and lncRNA TCON⁃457 were associated with lymph node metastasis，multiple lesions，and TNM stage in PTC
patients（P < 0.05），but not correlated with age and gender（P > 0.05）. Conclusion：There is abnormal expression of lncRNAs in
cancerous tissues of PTC patients. High expression of lncRNA TCON⁃ 455 and TCON⁃457 may be associated with metastasis and
progression of PTC.
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有研究报道，近年来全球甲状腺癌发病率逐年

上升，我国肿瘤登记数据显示2011年全国甲状腺癌

发病率为 6.6/10万［1-3］。虽然大部分甲状腺乳头状

癌（papillary thyroid carcinoma，PTC）患者通过手术

和放射碘治疗后预后良好，但复发或远处转移仍在

部分患者中时有发生。长链非编码RNA（long non⁃
coding RNA，lncRNA）从表观遗传、转录和转录后这

3个层面对目的基因表达进行调控，并参与了细胞

周期、细胞分化及凋亡等活动［4-6］。大量研究证实

lncRNA 异常表达与多种肿瘤的发生发展密切相

关［7-8］，但在PTC中的研究较少。本研究通过分析验

证 lncRNA在PTC组织及对应癌旁组织中的差异性

表达，并结合患者的临床病理因素，探讨 PTC相关

lncRNA 的临床病理意义，为PTC的诊断和治疗提供

新的候选肿瘤标志物和分子靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

所有组织标本均从南京医科大学第二附属医

院收集，所有 PTC患者术前均未接受化疗、放疗和

任何其他针对PTC的治疗，且均为首次发病初次手

术，术中切除标本送病理科经病理检查证实。所有

患者及其家属知情同意，并经临床研究伦理委员会

批准。同一病例的癌旁组织经病理诊断证实为肿

瘤阴性的作为对照，所有组织离体后立即置入液氮

中，保存于南京医科大学第二附属医院内分泌实验

室-80 ℃ 超低温冰箱中。

TRIzol试剂、Revert Aid First Strand cDNA Syn⁃
thesis Kit逆转录试剂盒及 96孔板均购自美国 Invit⁃
rogen公司，SYBR Green RT⁃PCR试剂盒购自南京诺

唯赞生物科技有限公司，人类Agilent LncRNA 表达

谱芯片由北京博奥晶典生物技术有限公司提供。

本文所用 lncRNA引物均由上海英潍捷基公司设计

和合成，所用引物序列见表1。
1.2 方法

1.2.1 总RNA提取与鉴定

按TRIzol试剂说明书，分别提取41对PTC组织

与对应癌旁组织中的总RNA，用紫外分光光度计测

定样本在260、280 nm处的吸光度值，对总RNA进行

定量，并计算D（260 nm）/D（280 nm）值，该值在 1.8~
2.0之间为佳。采用甲醛变性琼脂糖凝胶电泳，检测

RNA质量及完整性。

1.2.2 lncRNA芯片检测

PTC组织及其癌旁正常组织来自4例患者并被

定义作为RNA⁃seq的发现队列，其中 lncRNA来源于

多个权威数据库（包括 Refseq、UCSCknowngenes、
Gencode等）。样品标记和芯片杂交依据北京博奥

晶典生物技术有限公司提供的实验方案执行：①合

成双链 cDNA：以总RNA 起始，使用First Strand En⁃
zyme Mix 逆转录合成第 1链 cDNA，再使用 Second
Strand Enzyme Mix 将 DNA⁃RNA 杂合体中的 RNA
链转化为第2链cDNA，合成双链DNA。②体外转录

合成 cRNA并纯化：以第 2链 cDNA 为模板，利用T7
Enzyme Mix 合成 cRNA，再使用RNA 纯化柱以除去

反应中的盐、酶等试剂得到纯化的cRNA，并对cRNA
进行定量、质控。③反转录合成 cDNA并标记：接着

以cRNA 为模板，Random Primer 为引物，CbcScriptⅡ
酶进行反转录，纯化回收反转录得到 cDNA并定量，

并以此为模板，Random Primer 为引物，用 Klenow
Fragment酶合成 cDNA的互补链并掺入带有荧光基

团的dNTP（Cy3⁃dCTP、Cy5⁃dCTP），纯化并定量标记

产物。④杂交：带有荧光基团DNA 即可用于芯片杂

交。⑤芯片清洗及扫描：杂交结束后，取出芯片在博

奥 Slide Washer8 芯片洗干仪进行清洗，清洗程序完

成后离心甩干，使用Agilent 芯片扫描仪（G2565CA）
对清洗后的芯片进行扫描，得到杂交图片。⑥芯片数

据分析：使用Agilent Feature Extraction（v10.7）软件对

杂交图片进行分析并提取数据，再使用 Agilent Gene⁃
Spring 软件对数据进行归一化和差异分析。对芯片

结果中差异表达较大的部分进行描述（表2）。
1.2.3 real⁃time PCR的验证

使用Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit
逆转录试剂盒将总RNA逆转录为cDNA，cDNA逆转

录完成后置于-20℃保存备用。随后研究选取 5条

表1 lncRNA的引物序列

Table 1 Seguences of lncRNA gene primers
引物名称

uc021ssa.1

ENST00000504297.1

ENST00000355869.2

TCONS_00020457

TCONS_00020455

GAPDH

引物序列（5′➝3′）
上游GAAGCAGCCCTCAGAAGTTG
下游TGAGAGAACATGGGCAAACA
上游GTCCTGGCTGTGGGTCTATG
下游CCTGTCTGATGCCTGAACCT
上游CTCCTGGAAGTCCCATTTGA
下游GTGCTGAAACATGCCTGAGA
上游GCTTGAACATCGTCCTCCTC
下游TGTTCTCTGTGGGAATGCAA
上游CAAACGCTCGTACCCTGACT
下游TGTTCTCTGTGGGAATGCAA
上游GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
下游GAAGATGGTGATGGGATTTC
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lncRNA 并按照RT⁃PCR试剂盒说明书在 41例 PTC
组织和对应癌旁组织中进行检测。real⁃time PCR 反

应体系（10 μL）中含有SYBR Green Master Mix 5 μL，
10 μmol/L正、反向引物各 0.2 μL，RNase⁃free ddH2O
3.6 μL和稀释后的第 1链 cDNA 1 μL。96孔板在循

环条件（预变性 95℃ 5 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃退

火1 min，共40个循环）下结束反应。根据熔解曲线

的峰值判断引物反应的特异性。根据循环阈值（Ct
值）量化 lncRNA 的表达水平，并以GAPDH作为内

参照，采用2-ΔΔCt方法分析数据，计算两组 lncRNA的

相对表达量。

1.3 统计学方法

采用SPSS 22.0统计软件进行数据分析，数据均

以均数±标准差（x ± s）的形式表示，PTC组织与癌旁

组织中 lncRNA表达的差异性用两独立样本 t检验

统计，PTC组织中 lncRNA的表达水平与临床病理因

素的相关性应用Pearson’s卡方检验和连续性校正

的卡方检验进行统计分析，P ≤ 0.05为差异有统计

学意义。所有数据绘图均采用 GraphPad Prism 6.0
软件完成。

2 结 果

2.1 PTC组织及癌旁组织基因芯片结果

PTC组织中 lncRNA的表达水平相较于癌旁正常

组织存在显著差异（上调或下调），1 878种 lncRNA
在 PTC组织和癌旁组织中表达具有差异，占所有可

检测 lncRNA的7％。其中429条上调差异倍数超过

2倍，1 449条下调差异倍数超过2倍；137条上调差异

倍数超过4倍，297条下调差异倍数超过4倍；41条上

调差异倍数超过8倍，65条下调差异倍数超过 8倍。

根据与其共表达的 mRNAs 的基因功能分析

（Gene Ontology Analysis，Go）和KEGG代谢通路分析

（KEGG Pathway）可预测差异表达 lncRNA的生物学

功能。通过分析发现最富集的GO注释是“细胞内

部分”（GO：0044424；本体：细胞组分；P＜0.001）（图

1A）；“蛋白质结合”（GO：0005515；本体：分子功能；

P＜0.001）（图1B）；“系统发育”（GO：0048731；本体：

生物学过程；P＜0.001）（图1C）。 KEGG通路分析中

最富集的途径是“NF⁃κB信号通路途径”（图1D）。
2.2 TCON⁃455和 TCON⁃457在 PTC组织中的相对

表达量

从芯片中随机选取出 5条差异表达上调的 lnc⁃
RNA：（uc021ssa.1、ENST00000504297.1、ENST00000
355869.2、TCONS⁃00020457（TCON⁃457）和 TCONS⁃
00020455（TCON⁃455），应用 qRT⁃PCR技术在 41例

PTC组织及癌旁组织中进行验证。5条 lncRNA在组

织中的验证结果与芯片数据比较，PTC组织中的表达

量均高于癌旁组织，与芯片结果基本相符（图 2A）。

实验证实 PTC组织中 TCON⁃455的表达量为 2.33 ±
0.64，高于其在癌旁组织中的表达量 0.89 ± 0.30，两
组比较差异具有统计学意义（P < 0.05，图 2B）。

TCON⁃457在PTC癌组织及癌旁组织中的表达量分别

为 5.48 ± 1.17、1.00± 0.31，显示 PTC组织中 TCON⁃
457表达显著高于癌旁组织（P < 0.001，图 2C）。但

lncRNA uc021ssa.1、ENST00000504297.1 和 ENST
00000355869.25在PTC组织和配对癌旁组织中的表

达差异无统计学意义（P均> 0.05，图2D、E、F）。
2.3 TCON⁃455和 TCON⁃457表达水平与 PTC患者

临床病理特征之间的比较

根据 PTC组织 TCON⁃455和 TCON⁃457的平均

表达水平将 41例患者分为高表达组和低表达组。

结合临床病理因素分析，发现这两条 lncRNA高表

表2 芯片中部分差异表达的 lncRNA
Table 2 Partially differently expressed lncRNAs in microarray

lncRNA 名称

XR_429125.1
uc021ssa.1
ENST00000504297.1
ENST00000355869.2
TCONS_00020457
TCONS_00020455
TCONS_00013521
ENST00000547051.1
ENST00000570153.1
ENST00000551729.1

表达

上调

上调

上调

上调

上调

上调

下调

下调

下调

下调

数据库来源

RefSeq
UCSC
ENSEMBL
ENSEMBL
HumanLincRNACatalog
HumanLincRNACatalog
HumanLincRNACatalog
ENSEMBL
ENSEMBL
ENSEMBL

P值

0.000 109
0.000 025
0.000 995
0.004 126
0.005 041
0.005 561
0.001 407
0.000 155
0.004 218
0.000 012

倍数差异

89.39
43.17
11.89
10.83
15.77
14.41
24.12
48.39
32.60
24.27

··334



A B

C D

GO富集分析涵盖3个术语：A：细胞组分；B：分子功能；C：生物学过程。D：KEGG代谢通路分析。

图1 差异表达基因的GO富集分析和KEGG代谢通路分析

Figure 1 Analysis of GO terms and KEGG pathways for differentially expressed mRNAs
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图2 lncRNA的组织表达qRT⁃PCR验证及在PTC与配对癌旁组织中的表达

Figure 2 qRT⁃PCR validation of lncRNAs in PTC tissues compared with paired noncancerous thyroid tissues
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达组的淋巴结转移增加、多发病灶和TNM分期越晚

的发生率更高，差异有统计学意义（P < 0.05），而与

年龄、性别没有显著相关（P＞0.05，表 3），提示它们

可能参与PTC的发生及进展过程，可能是PTC诊断

和治疗的潜在靶点。

3 讨 论

PTC是甲状腺恶性肿瘤中最常见的病理组织类

型，过去 30年我国PTC 发病率呈显著上升趋势，其

发病原因和转移、恶化的可能机制目前还不清楚。

表3 TCON⁃455和TCON⁃457表达水平与41例PTC患者的临床病理特征

Table 3 Clinicopathological characteristics of 41 PTC patients according to TCON⁃455 and TCON⁃457 expression levels

临床特征

例数

年龄

< 55岁
≥55岁

性别

男

女

肿瘤分期

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ

淋巴结受累

是

否

多发病灶

是

否

低表达［n（％）］

020（100.0）

12（60.0）
08（40.0）

08（40.0）
12（60.0）

19（95.0）
1（5.0）

03（15.0）
17（85.0）

06（30.0）
14（70.0）

高表达 a［n（％）］

021（100.0）

12（57.1）
09（42.9）

03（14.3）
18（85.7）

13（61.9）
08（38.1）

12（57.1）
09（42.9）

13（61.9）
08（38.1）

P值 b

—

0.853

0.063

0.029

0.005

0.041

低表达［n（％）］

021（100.0）

13（61.9）
08（38.1）

08（38.1）
13（61.9）

20（95.2）
1（4.8）

04（19.0）
17（81.0）

05（23.8）
16（76.2）

高表达 a［n（％）］

020（100.0）

11（55.0）
09（45.0）

03（15.0）
17（85.0）

12（60.0）
08（40.0）

11（55.0）
09（45.0）

14（70.0）
06（30.0）

P值 b

—

0.654

0.095

0.019

0.017

0.003

TCON⁃455 TCON⁃457

a：中位表达水平被用作截止值。在41例患者中，TCON⁃455和TCON⁃457低表达被定义为低于第50百分位的值，高表达被定义为高于第

50百分位的值。b：皮尔逊卡方检验或连续性校正的卡方检验计算P值。

近来有一些报道 lncRNA在肿瘤中存在异常表达，

PTC 易感候选者 3（papillary thyroid carcinoma sus⁃
ceptibility candidate 3，PTCSC3）表达在甲状腺肿瘤组

织中显著下调，体外实验发现PTC细胞中的PTCSC3
lncRNA过表达可抑制PTC细胞增殖并诱导细胞周

期停滞和细胞凋亡，表明PTCSC3 lncRNA的表达增

加可以减少PTC的发生发展［9］。此外，国内有研究

证实 lncRNA GAS8⁃AS1在中国 PTC患者血浆中的

表达水平降低，提示血浆 lncRNA GAS8⁃AS1水平

测定可作为 PTC诊断以及预测肿瘤侵袭的生物标

志物［10］。但是PTC患者中这些 lncRNA小样本的研

究结果未能解释 lncRNA调控PTC发生发展的分子机

制，因此寻找与PTC相关的新 lncRNA仍十分重要。

本研究应用基因芯片比较 PTC患者手术切除

和病理诊断的癌组织和癌旁组织中 lncRNA的表

达，其中上调表达差异倍数超过2倍的429条，下调

表达差异倍数超过2倍的1 449条。随机选取出5条

表达上调的 lncRNA，在 41例 PTC患者组织中进行

real⁃time PCR验证，证实了TCON⁃455和TCON⁃457
在PTC组织中表达水平上调，与芯片结果相符。ln⁃
cRNA TCON⁃455和TCON⁃457在PTC患者中的表达

水平及其作用，目前国内外尚没有文献报道。GO
富集分析和KEGG代谢通路分析提供了将 lncRNA
与潜在功能联系起来的有价值的框架，通过研究分

析发现，lncRNA TCON⁃455和 TCON⁃457可能与细

胞侵袭、转移有关。KEGG通路分析也表明，与 ln⁃
cRNA共表达的mRNA最富集的途径是“NF⁃κB信号

通路途径”，暗示这两条差异表达的 lncRNA可能通过

这些信号通路对PTC的发生和发展起着重要作用。

结合 real⁃time PCR验证结果和生物信息学分析

结果，进一步分析 lncRNA TCON⁃455和 TCON⁃457
不同表达水平和PTC患者临床特征、肿瘤分期之间

的关系。结果发现这两条 lncRNA高表达的PTC患

者容易出现淋巴结转移，与多发病灶和TNM分期有
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关，提示 lncRNA TCON⁃455和 TCON⁃457与 PTC的

转移、侵袭等恶化有关。lncRNA参与肿瘤转移、侵

袭的机制还不清楚，有研究发现 lncRNA 可作为

ceRNA与miRNAs相互作用，影响甲状腺癌的转移

和侵袭［11-12］。

然而本研究首次发现 PTC患者中差异高表达

的 lncRNA TCON⁃455和TCON⁃457，并且可能与PTC
患者的肿瘤转移、侵袭等恶化有关。下一步需要增

加临床标本量来验证；其次，从细胞水平研究其对

PTC细胞增殖、凋亡、侵袭等功能的影响并进一步探

讨其作用的分子机制；同时，通过体内裸鼠肿瘤实

验验证其在PTC发生发展中的作用。
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