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摘  要 

目的：探讨LncRNA XIST，miR-204及FN1在PTC组织和癌旁组织及LncRNA XIST在PTC细胞系中的表达

及意义。方法：应用Real-time PCR技术检测20例甲状腺乳头状癌和其癌旁组织中LncRNA XIST，
miR-204及FN1的表达情况，应用QPCR检测3株甲状腺癌细胞系(BCPAP, TPC-1, KTC-1) LncRNA XIST、
miR-204-5p的表达水平，应用荧光原位杂交(FISH)检测PTC细胞系BCPAP中LncRNA XIST的表达定位，

应用双荧光素酶报告基因检测人293T细胞的LncRNA XIST、miR-204及FN1相互作用。结果：与癌旁组

相比，PTC癌组织组的LncRNA XIST的表达水平显著上调(p < 0.05)，PTC癌组织组的FN1的表达水平极

显著上调(p < 0.01)，而PTC癌组织组的miR-204-5p的表达水平极显著下调(p < 0.01)，差异均具有统计

学意义；BCPAP细胞的LncRNA XIST的表达水平最高，且miR-204-5p的表达水平最低；LncRNA XIST
主要在细胞质中表达；LncRNA XIST与miR-204有相互作用(p < 0.05)，FN1与miR-204有相互作用(p < 
0.05)。结论：LncRNA XIST在甲状腺乳头状癌中高表达，miR-204在甲状腺乳头状癌中低表达，FN1在
甲状腺乳头状癌中高表达；LncRNA XIST，miR-204及FN1相互作用，参与甲状腺乳头状癌的发生发展，

并可为甲状腺乳头状癌潜在诊断标志物和治疗靶点的寻找提供理论依据，LncRNA XIST可能是甲状腺乳

头状癌诊断和治疗的一个新靶点。 
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Abstract 
Objective: To investigate the expression and significance of LncRNA XIST, miR-204 and FN1 in PTC 
tissues and adjacent tissues, and LncRNA XIST in PTC cell lines. Method: The expression of LncRNA 
XIST, miR-204 and FN1 in 20 cases of papillary thyroid carcinoma and its adjacent tissues were 
detected by Real-time PCR technology, and 3 thyroid cancer cell lines (BCPAP, TPC-1, KTC-1) were 
detected by QPCR, the expression levels of LncRNA XIST and miR-204-5p were detected by fluo-
rescence in situ hybridization (FISH) to detect the expression and location of LncRNA XIST in the 
PTC cell line BCPAP, and double luciferase reporter gene was used to detect the interaction of 
LncRNA XIST, miR-204 and FN1 in human 293T cells. Result: The expression level of LncRNA XIST 
in the PTC cancer tissue group was significantly increased in comparison with the adjacent group 
(p < 0.05), the expression level of FN1 in the PTC cancer tissue group was extremely significantly 
up-regulated (p < 0.01), while the expression level of miR-204-5p in the PTC cancer tissue group 
was extremely significantly down-regulated (p < 0.01), the differences are statistically significant；
the expression level of LncRNA XIST in BCPAP cells was the highest, and the expression level of 
miR-204-5p was the lowest; LncRNA XIST was mainly expressed in the cytoplasm; LncRNA XIST 
interacted with miR-204 (p < 0.05), and FN1 interacted with miR-204 (p < 0.05). Conclusion: 
LncRNA XIST is highly expressed in papillary thyroid carcinoma, miR-204 is low expressed in pa-
pillary thyroid carcinoma, and FN1 is highly expressed in papillary thyroid carcinoma; the inte-
raction between LncRNA XIST, miR-204 and FN1 is involved in the occurrence and development of 
thyroid papillary carcinoma, and can provide a theoretical basis for the search of potential diag-
nostic markers and therapeutic targets for thyroid papillary carcinoma. LncRNA XIST may be a 
new target for the diagnosis and treatment of thyroid papillary carcinoma. 
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1. 引言 

甲状腺癌是最常见的甲状腺恶性肿瘤,全身恶性肿瘤中约 3%是甲状腺癌，甲状腺癌的发病率近年来

呈上升趋势[1]。甲状腺癌按照病理分类可分为甲状腺乳头状癌(PTC)、未分化癌(ATC)、髓样癌(MTC)及
滤泡状癌(FTC) [2] [3]。其中，PTC 是最常见的甲状腺癌类型，占所有甲状腺癌病例的 75%至 85% [4]，
与其他病理类型相比，PTC 分化好，生长缓慢，恶性程度低，因此总体预后相对较好，5 年生存率可达

96%以上[5]。流行病学研究发现，相对男性而言，女性更容易罹患 PTC，男女患病比例约为 1:2.5 [6]。
然而，PTC 可能较早出现颈部淋巴结转移，因此，尽早诊断 PTC 并加以积极治疗非常重要。 

临床上 PTC 的诊断一般通过病理切片证实。典型的 PTC 具有特征性核形态的乳头状结构，在病理切
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片中清晰可见。然而，仅仅通过病理学诊断，可能会将 PTC 与其他甲状腺良性病变，如结节性甲状腺肿、

乳头状生长的甲状腺腺瘤或桥本氏甲状腺炎混淆，造成误诊及过度治疗。因此，近几年来逐渐发展出一

些 PTC 和良性甲状腺肿瘤伴有乳头状增生的鉴别诊断的标志物，如 CK19、Galectin-3 及 HBME1 [7]。但

由于它们的敏感性和特异性相对较低，在临床应用上受到限制。有研究显示 BrafV600E 基因在甲状腺癌中

的突变率很高，且特异性较高，可用于甲状腺癌的早期诊断[8]，但对于甲状腺癌具体分型的诊断仍需探

索，因此，寻找新的 PTC 潜在诊断标志物，有利于 PTC 早期诊断，具有重要的临床意义。 
非编码 RNA (Non-coding RNAs)即不能翻译成蛋白质的功能性 RNA 分子，约占人类基因组的 98%，

广泛参与人体生理、病理活动，与多种肿瘤密切相关。根据 RNA 分子大小，非编码 RNA 可分为长链非

编码 RNA (long non-coding RNA, lncRNA)和短链非编码 RNA (包括 miRNA、siRNA 和 piRNA)两类[9]。
LncRNA 是一类转录本长度超过 200 个核苷酸的功能性 RNA 分子。由于其缺少编码蛋白质的能力，一度

被认为是“垃圾”RNA [10]。而随着研究的深入，研究人员逐渐发现，lncRNA 是生命体中含有丰富信息

的“暗物质”，这些信息仍有待探索。证据表明，lncRNA 通过多种方式(如转录调控、转录后调控及表

观遗传学等)调控基因的表达水平，从而在生物的发育、癌症、疼痛和炎症等过程发挥作用[11]。MiRNA
是短链非编码 RNA，长度一般为 18~22 个核苷酸，主要通过其“种子序列”与靶基因 3’端非翻译区域互

补结合，裂解 mRNA 或抑制其翻译过程，从而参与肿瘤发生和发展[12]。作为非编码 RNA 研究领域的热

点，越来越多的研究表明曾被认为是基因组转录“噪音”的 lncRNA 逐步成为解释疾病发生、发展机制，

作为诊断、预后判断和治疗靶点的新的候选分子。此研究旨在验证 PTC 中 LncRNA XIST、miR-204-5p
和 FN1 的表达、相互作用及细胞定位，寻找甲状腺乳头状癌潜在诊断标志物，并为临床靶向治疗 PTC 提

供新资料、方法奠定基础。 

2. 资料与方法 

2.1. 研究对象 

① 收集 2019 年 7 月至 2020 年 8 月期间在青岛大学附属医院行甲状腺切除患者的手术标本，所有患

者均有完整临床资料。将所有患者分为甲癌和癌旁 2 组，甲状腺乳头状癌(甲癌组) 20 例、配对癌旁正常

组织(癌旁组) (癌旁组织取自距癌灶边缘 > 0.8 cm 的位置) 20 例，以上所有甲状腺标本均经我院病理科确

诊，并且患者均签署实验知情同意书。② 3 株甲状腺乳头状癌细胞系(BCPAP, TPC-1, KTC-1)。③ 人 293T
细胞。 

2.2. 纳入标准 

① 各项临床资料完整；② 无其他恶性肿瘤病史；③ 无桥本甲状腺炎病史；④ 无内分泌相关疾病

病史；⑤ 术前无放疗、化疗治疗史及甲状腺手术史；⑥ 无严重的心脑血管疾病。 

2.3. 研究方法  

2.3.1. 仪器和试剂 
RNA 提取试剂等来自 TAKARA 公司，PCR 反应膜来自 ABI 公司，DMEM 培养基等来自 Gibco 公

司；BCPAP、TPC-1、KTC-1 细胞及 293T 细胞来自中科院细胞库，FISH 探针等来自广州锐博生物，引

物由上海生工合成，PAGE 纯化。 

2.3.2. 实验方法 
1) PTC 癌组织及其癌旁组织中 LncRNA XIST，miR-204 及 FN1 表达水平检测 
将新鲜组织 50~100 mg 研磨至糜状，Trizol 法提取组织总 RNA，而后进行逆转录得到 RNA 总量，
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将产物 cDNA 取出后利用无酶水稀释至 500 μl 并保存待用，miRNA 逆转录反应体系为 10 μl，包含

RT-Primer (10 μM) 3 μl、dNTP Mixture (10 mM each) 1 μl、RNA 500~1000 ng、RNase Free 水 up to 10 μl，
反应条件：65℃，5 min，冰上预冷。在上述反应管中配制下列反转录反应液，总量为 20 μl，包括上述变

性后反应液 10 μl、5 × PrimeScript II Buffer 4 μl、RNase Inhibitor (40 U/μl) 0.5 μl (20 U)、PrimeScript II RTase 
(200 U/μl) 1 μl (200 U)、RNase Free 水 up to 20 μl，移液器轻轻混匀上述配制的反应液，短暂离心后按下

列条件进行反转录反应：42℃，60 min，95℃，5 min (酶失活)，将反转录产物放在冰上冷却备用。mRNA
逆转录反应体系为 20 μl，包括 5 × primeScript RT Master Mix (perfect Real Time) 4 μl、Total RNA 0.5 μg、
RNase Free 水 up to 20 μl，反应条件：37℃，60 min，85℃，5 s，将反转录产物放在冰上备用。而后进行

qPCR 检测，其中 lncRNA XIST 正向引物：5’-GACACAAGGCCAACGACCTA-3’，反向引物： 
5’-TCGCTTGGGTCCTCTATCCA-3’；hsa-miR-204-5p 正向引物： 
5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACaggcat-3’；hsa-miR-204-5p 反向

引物：GCGCGttccctttgtcatcct，引物由上海生工合成，PAGE 纯化，PCR 反应条件：温度 50℃、2 min；
95℃、2 min；95℃、15 s；60℃、60 s，共重复 40 个循环，每个样本重复测量 3 次取平均 Ct 值，相对定

量采用 2-ΔΔCt 法，ΔCt = Ct (目的基因) − Ct (管家基因)，ΔΔCt = 实验组 ΔCt − 对照组 ΔCt。 
2) QPCR 检测 3 株甲状腺癌细胞系(BCPAP, TPC-1, KTC-1) lncRNA XIST、miR-204-5p 的表达水平 
(1) RNA 提取：① 将收集的细胞样本，加入 1000 μl RNAiso Plus (Trizol)充分裂解，随后加入 200 μl

氯仿，振荡混匀后室温放置 5 min。② 4℃，12000 g 离心 15 min，吸取上层水相，至另一离心管中。③ 加
入 0.5 ml 异丙醇混匀，4℃，12000 g 离心 10 min，弃上清，RNA 沉于管底。④ 加入 1 ml 75%乙醇，温

和颠倒离心管，4℃，7500 g 离心 5 min，尽量弃上清。⑤ 室温晾干 10 min，用 20 μl DEPC H2O 溶解 RNA
沉淀。⑥ 检测 RNA 纯度和浓度：以 DEPC H2O 为对照(Blank)，取 2 μl RNA 溶液于分光光度计检测。

DEPC H2O 为对照(Blank)，取 2 μl RNA 溶液于酶标仪上检测样本浓度和质量。 
(2) miRNA 反转录：按照试剂盒说明书，配制如下 10 μl 体系：RT-Primer (10 μM)，3 μl；dNTP Mixture 

(10 mM each)，1 μl；RNA，500~1000 ng；RNase Free 水，up to 10 μl。反应条件：65℃，5 min，冰上预

冷。在上述反应管中配制下列反转录反应液，总量为 20 μl：上述变性后反应液 10 μl；5 × PrimeScript II 
Buffer，4 μl；RNase Inhibitor (40 U/μl)，0.5 μl (20 U)；PrimeScript II RTase (200 U/μl)，1 μl (200 U)；RNase 
Free 水，up to 20 μl。移液器轻轻混匀上述配制的反应液，短暂离心后按下列条件进行反转录反应：42℃，

60 min；95℃，5 min (酶失活)，将反转录产物放在冰上冷却备用。 
(3) mRNA 反转录：按照试剂盒说明书，配制如下 20 μl 体系：5 × primeScript RT Master Mix (perfect 

Real Time)，4 μl；Total RNA，0.5 μg；RNase Free 水，up to 20 μl。反应条件：37℃，60 min；85℃，5 s，
将反转录产物放在冰上备用。 

(4) 荧光定量PCR扩增：按照试剂盒说明书，配制如下PCR扩增反应体系：SYBR Premix EX Taq (2×)，
10 μl；Forward primer，10 µM，1 μl；Reverse primer，10 µM，1 μl；cDNA，2 μl；ddH2O，up to 20 μl。
用 ABI ViiA7 荧光定量 PCR 仪进行 Real time PCR 反应，程序如下：50.0℃，2 min；95.0℃，2 min；95.0℃ 
for 15 s；60.0℃ for 60 s，共重复 40 个循环。熔解条件：95.0℃ for 15 s；60.0℃ for 60 s；95.0℃ for 15 s。 

引物信息 
 

引物名称 引物序列(5’-3’) 

颈环法通用下游引物 GTGCAGGGTCCGAGGT 

hsa-U6-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAATATG 

hsa-U6-F CTCGCTTCGGCAGCACA 
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Continued 

hsa-U6-R AACGCTTCACGAATTTGCGT 

GAPDH-hF TGACAACTTTGGTATCGTGGAAGG 

GAPDH-hR AGGCAGGGATGATGTTCTGGAGAG 

lncRNA XIST-hF GACACAAGGCCAACGACCTA 

lncRNA XIST-hR TCGCTTGGGTCCTCTATCCA 

hsa-miR-204-5p-JH GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGCAT 

hsa-miR-204-5p-F GCGCGTTCCCTTTGTCATCCT 

 
3) BCPAP 细胞培养及荧光原位杂交(FISH) 
BCPAP 细胞培养：当细胞密度达 80%~90%时进行传代。在超净工作台中吸弃细胞培养上清，用无

菌 1×PBS 洗涤细胞 1 次，加入胰蛋白酶 1~2 ml，轻轻晃动，保证胰蛋白酶充分接触细胞，在倒置显微镜

下观察，细胞间隙增大开始脱落时，加入新鲜培养液终止消化，滴管吹打细胞使其全部脱落，转移细胞

悬液于离心管中，1000 rpm 离心 5 min，然后弃去上清，加新鲜的培养液并吹打成细胞悬液，按 1:2 传代

至新培养瓶中，补充培养液，继续培养。细胞培养基：1640 + 10% FBS + 1% PS。 
荧光原位杂交(FISH)实验：(1) 细胞培养：将细胞爬片置于 24 孔板孔底，培养适量细胞(6 × 104/孔)。

实验前使细胞融合度达到 60%左右。(2) 细胞固定与通透：a. 用 1× PBS 清洗细胞 5 min；b. 用 4%多聚

甲醛室温固定 10 min；c. 用 1× PBS清洗细胞 5 min，共 3次；d. 每孔加入 1 ml 预冷的通透液(含 0.5% Triton 
X-100 的 PBS)，4℃静置 5 min；e. 弃去通透液后，加入 1 × PBS 清洗细胞 5 min，3 次。(3) 探针检测：

a. 每孔加入 200 μl 预杂交液，37℃封闭 30 min；b. 弃去每孔细胞中的预杂交液，加入 100 μL 含有探针

的探针杂交液(避光条件下，把 2.5 μl 20 μM FISH Probe Mix 储存液加入到 100 μl 杂交液中)，避光，37℃ 
杂交过夜；c. 避光，42℃，杂交洗液 I 清洗每孔细胞 3 次，每次 5 min；d. 避光，42℃，杂交洗液 II 清
洗细胞 1 次；e. 避光，42℃，杂交洗液 III 清洗细胞 1 次；f. 避光，1× PBS 清洗细胞，室温 5 min。(4) 封
片：避光条件下，从孔中小心取出细胞爬片，用封片剂(含 DAPI)将其固定于载玻片上，荧光显微镜拍照

检测。  
4) 293T 细胞复苏、传代及双荧光素酶报告基因检测 
293T 细胞复苏及传代：从液氮罐中取出 293T 细胞，迅速置于 37℃水浴，并不断振荡使其融化，消

毒冻存管表面后，在超净台中将细胞悬液转移至无菌离心管中，补加培养液 5 ml，轻轻吹打成细胞悬液

后，1000 r/min 离心 5 min，弃上清，加入培养液吹打，吸取悬液至 25 ml 培养瓶内，置于细胞培养箱中

培养，次日换液，观察细胞贴壁情况。细胞培养液配制如下：45 ml DMEM + 5 ml FBS + 500 μl 双抗。当

细胞密度达 80%~90%时进行传代。在超净工作台中吸弃细胞培养上清，用无菌 1 × PBS 洗涤细胞 1 次，

加入胰蛋白酶 1 ml，轻轻晃动，保证胰蛋白酶充分接触细胞，在倒置显微镜下观察，细胞间隙增大开始

脱落时，加入新鲜培养液终止消化，滴管吹打细胞使其全部脱落，转移细胞悬液于离心管中，1000 rpm
离心 5 min，然后弃去上清，加新鲜的培养液并吹打成细胞悬液，按 1:2 传代至新培养瓶中，补充培养液，

继续培养。 
质粒构建及抽提：化学合成人 LncRNA XIST 序列，连接至 psiCHECK2 质粒中，构建

psiCHECK2-lncRNA XIST-WT 和 psiCHECK2-lncRNA XIST-MUT 质粒； 
化学合成人 FN1 3’UTR WT (野生型)及 MUT (突变)序列，连接至 pGL3-promoter 质粒中，构建

pGL3-FN1-WT 和 pGL3-FN1-MUT 质粒。 

https://doi.org/10.12677/acm.2021.117441


孙茂林 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2021.117441 3038 临床医学进展 
 

摇菌：配制 LB 培养液：称取 7.5 g LB Broth Medium，加入 300 ml ddH2O，混匀后，高温高压消毒

灭菌后室温放置。用无菌牙签或枪头挑穿刺菌落，至含有抗生素的 LB 液体培养基(15~30 ml)中，摇菌

12~14 hr 左右(220 rpm，37℃)。 
质粒提取：具体步骤参见 Omega 试剂盒步骤：(1) 取 10~15 ml 的菌液，室温下 4000g 离心 10 分钟，

收集菌体。(2) 弃培养液，往沉淀中加入 500 μl Solution I/RNase A，涡旋振荡使细胞完全重新悬浮。(3) 将
细胞悬液转移至新的 2 ml 离心管中。(4) 加入 500 μl Soulution II，轻柔的上下颠倒混匀 8~10 次，室温静

置 2~3 分钟，不应超过 5 分钟。(5) 加入 250 μl 预冷的 N3 buffer，轻柔的上下颠倒混匀离心管数次，直

至形成白色絮状沉淀。室温静置 2 分钟。(6) 室温 13000g 离心 10 分钟。(7) 收集上清到新的 1.5 ml 离心

管中。(8) 加入 0.1 倍体积的 ETR Solution，上下颠倒混匀 10 次，裂解液变浑浊，然后冰浴静置 10 分钟

后将逐渐澄清。(9) 将上述裂解液于 42℃水浴 5 分钟。裂解液将再次出现浑浊。(10) 室温 12000g 离心 3
分钟。ETR 溶液将在底部形成蓝色分层。(11) 将上清转移至新的 1.5 ml 离心管中，加入 0.5 倍体积的无

水乙醇，轻轻上下颠倒混匀 6~7 次，室温静置 2 分钟。(12) 把 HiBind DNA MiniColumn II 套入 2 ml 收
集管中。(13) 转移步骤 11 得到的混合液 700 μl 到结合柱中，室温 13000g 离心 1 分钟，弃滤液。(14) 重
复步骤 13，直至步骤 11 所得混合液全部结合到结合柱中。(15) 加入 500 μl HBC Buffer，室温 13000g 离

心 1 分钟，弃滤液。(16) 加入 700 μl DNA Wash Buffer，室温 13000g 离心 1 分钟，弃滤液。(17) 加入

700 μl DNA Wash Buffer，室温 13000 g 离心 1 分钟，弃滤液。(18) 室温 13000 g 离心 1 分钟，空甩。(19) 
把 HiBind DNA MiniColumn II 套入新的 1.5 ml 离心管，加入 120 μl H2O，室温下静置 3 分钟，室温 13000g
离心 1 分钟。(20) 用紫外分光光度计测量质粒浓度及纯度。−20℃保存。 

双荧光素酶报告基因检测：细胞种板：收集培养至对数生长期的 293T 细胞，用无 PS 的完全培养液

重悬细胞，细胞计数，按每孔 1 × 104 个细胞，将细胞接种至 96 孔板中，放置细胞培养箱中静置培养过

夜。转染：(1) 细胞换成无血清培养基，每孔 500 μl (2) a1：Lipofectamin 3000 (0.2 μl/孔) + 无血清 Opti-MEM
培养基(10 μl/孔)；b1：miRNA-204-5p mimic 或 NC (100 nM) + psiCHECK2-LncRNA XIST-WT 或

psiCHECK2-LncRNA XIST-MUT 或 psiCHECK2 空载(0.4 μg/孔) + 无血清 OMEM 培养基(10 μl/孔)；a2：
Lipofectamin 3000 (0.2 μl/孔) + 无血清 OMEM 培养基(10 μl/孔)；b2：miRNA-204-5p mimic 或 NC (100 nM) 
+ pGL3-FN1 3’UTR WT 或 pGL3-FN1 3’UTR MUT 或 pGL3-Promoter 空载(0.4 μg/孔) + pRL-TK (0.2 μg/孔) 
+ 无血清 OMEM 培养基(10 μl/孔)，室温静置 5 min。(3) 将上述中的 a1 和 b1 混合或 a2 和 b2 混合，室

温静置 20 min。(4) 更换细胞培养基为无血清培养基，加入制备的转染混合液。6 小时后换液，加入完全

培养基常规培养 48 hours，以未转染组为阴性对照组。收样、酶标仪检测：吸尽细胞培养液后，加入 100 
μl 的报告基因细胞裂解液，充分裂解后，10,000~15,000g 离心 3~5 分钟，取上清用于测定。融解萤火虫

萤光素酶检测试剂和海肾萤光素酶检测缓冲液，并达到室温。海肾萤光素酶检测底物(100×)置于冰浴或

冰盒上备用。按照每个样品需 100 μl 的量，取适量海肾萤光素酶检测缓冲液，按照 1:100 加入海肾萤光

素酶检测底物(100×)配制成海肾萤光素酶检测工作液。按仪器操作说明书开启化学发光仪或具有检测化

学发光功能的多功能酶标仪，将测定间隔设为 2 秒，测定时间设为 10 秒。每个样品测定时，取样品 50 μl，
加入 100 μl 萤火虫萤光素酶检测试剂，用枪打匀或用其它适当方式混匀后测定 RLU (relative light unit)。
在完成上述测定萤火虫萤光素酶步骤后，加入 100 微升海肾萤光素酶检测工作液，用枪打匀或用其它适

当方式混匀后测定 RLU (relative light unit)。 

2.4. 统计学处理 

作图软件为 Graphpad prism 5 (Graphpad Software, San Diego, CA)；荧光定量软件为 Image J，数据分

析软件 Graphpad prism 5 (Graphpad Software, San Diego, CA)；t-test 分析 LncRNA XIST，miR-204 及 FN1
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三者在 PTC 癌组织及癌旁组织的表达差异(表 1)，以单因素方差分析和 TUKEY 法进行事后检验研究

LncRNA XIST，miR-204 在 BCPAP、TPC-1 及 KTC-1 三组细胞系中的表达差异(表 2)，以双因素方差分

析和 TUKEY 法进行事后检验研究人 293T 细胞中 LncRNA XIST 与 miR-204、FN1 与 miR-204 的关系(表
3)。以 P < 0.05 和 P < 0.01 为显著性差异和极显著性差异的筛选标准。 

3. 结果 

① 甲状腺乳头状癌及癌旁组织中 LncRNA XIST 和 miR-204-5p 的表达比较：荧光定量 PCR 结果表

明，与癌旁组相比，癌组织组的 lncRNA XIST 的表达水平显著上调(p < 0.05) (图 1)；与癌旁组相比，癌

组织组的 miR-204-5p 的表达水平极显著下调(p < 0.01) (图 2)；与癌旁组相比，癌组织组的 FN1 的表达水

平极显著上调(p < 0.01) (图 3)，差异均具有统计学意义。 
② 荧光定量 PCR 结果表明，三组细胞系(BCPAP、TPC-1 及 KTC-1)中，lncRNA XIST 的表达，BCPAP

细胞表达水平比 TPC-1 细胞(p < 0.05)及 KTC-1 细胞(p < 0.01)显著上调，且 miR-204-5p 的表达，BCPAP
细胞表达水平比 TPC-1 细胞(p < 0.05)及 KTC-1 细胞(p < 0.01)显著下调，差异均具有统计学意义。BCPAP
细胞的 lncRNA XIST 的表达水平最高(图 4)，且 miR-204-5p 的表达水平最低(图 5)，故选择该细胞开展后

续实验。 
③ LncRNA XIST 主要在细胞质中表达(图 6~8)。 
④ LncRNA XIST 与 miR-204 有相互作用(p < 0.05)，FN1 与 miR-204 有相互作用(p < 0.05) (图 10~图

13)。 
 

Table 1. LncRNA XIST, miR-204 and FN1 t-test 
表 1. LncRNA XIST，miR-204 和 FN1 t-test 

 检验方式 t 值 

MiR-204-5p T 检验 t = 3.309 

LncRNA XIST T 检验 t = 3.046 

FN1 T 检验 t = 6.257 

 

 
Figure 1. Expression of LncRNA XIST in papillary thyroid 
carcinoma and adjacent tissues 
图 1. 甲状腺乳头状癌及癌旁组织中 LncRNA XIST 的表达 
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Figure 2. The expression of miR-204-5p in papillary thy-
roid carcinoma and adjacent tissues 
图2. 甲状腺乳头状癌及癌旁组织中miR-204-5p的表达 

 

 
Figure 3. Expression of FN1 in papillary thyroid carci-
noma and adjacent tissues 
图 3. 甲状腺乳头状癌及癌旁组织中 FN1 的表达 

 

 
Figure 4. The expression of LncRNA XIST in BCPAP, 
TPC-1 and KTC-1 
图 4. BCPAP、TPC-1 及 KTC-1 中 LncRNA XIST 的表

达 
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Table 2. LncRNA XIST, miR-204 one-way analysis of variance 
表 2. LncRNA XIST，miR-204 单因素方差分析 

 检验方式 F 值 

MiR-204-5p 单因素方差分析 F = 170.7 

LncRNA XIST 单因素方差分析 F = 733.6 

 

 

Figure 5. The expression of miR-204-5p in BCPAP, 
TPC-1 and KTC-1 
图 5. BCPAP、TPC-1 及 KTC-1 中 miR-204-5p 的

表达 
 

 

Figure 6. Results of in situ hybridization (FISH)—LncRNA 
XIST (300×) 
图 6. 原位杂交(FISH)结果——LncRNA XIST (300×) 

 

 

Figure 7. Results of in situ hybridization (FISH)—DAPI 
(300×) 
图 7. 原位杂交(FISH)结果——DAPI (300×) 
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Figure 8. Results of in situ hybridization (FISH)—Merge 
(300×) 
图 8. 原位杂交(FISH)结果——Merge (300×) 

 

 
Figure 9. LncRNA XIST indirectly regulates the expression of FN1 by 
competitively binding miR-204, and participates in the development of 
PTC 
图 9. LncRNA XIST 通过竞争性结合 miR-204，间接调控 FN1 的表

达，参与 PTC 发生发展 
 

Table 3. Two-way analysis of variance of LncRNA XIST, miR-204 and FN1 
表 3. LncRNA XIST、miR-204 及 FN1 双因素方差分析 

 检验方式 F 值 

LncRNA-miRNA 交互作用的统计 双因素方差分析 F = 5.870 

FN1-miRNA 交互作用的统计 双因素方差分析 F = 6.966 

 

 
Figure 10. LncRNA XIST interacts with miR-204 
图 10. LncRNA XIST 与 miR-204 有相互作用 
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Figure 11. FN1 interacts with miR-204 
图 11. FN1 与 miR-204 有相互作用 

 

 
Figure 12. LncRNA XIST and miR-204 dual luciferase 
reporter gene detection results 
图 12. LncRNA XIST 与 miR-204 的双荧光素酶报告基

因检测结果 
 

 
Figure 13. FN1 and miR-204 dual luciferase reporter gene 
detection results 
图 13. FN1与miR-204的双荧光素酶报告基因检测结果 

https://doi.org/10.12677/acm.2021.117441


孙茂林 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2021.117441 3044 临床医学进展 
 

4. 讨论 

LncRNA XIST 位于 X 染色体上，是最早发现的非编码 RNA 之一。早在 20 年前，它就被确定为一

个沉默因子。研究人员发现 lncRNA XIST 通过在 X 染色体上扩展来沉默基因[13]。Engreitz 等人研究发

现 Xist 在诱导 X 染色体失活期间，通过利用 X 染色体的三维构象识别结合区域，在 X 染色体广泛结合，

从而阻止 X 染色体上的基因转录[14]。进一步的研究发现，lncRNA XIST 通过与 SHARP 直接结合，招募

SMRT，激活了 HDAC3，将组蛋白去乙酰化以使 RNA 聚合酶 II 不能结合 X 染色体[15]。因此，我们推

测 lncRNA XIST 在 PTC 中异常高表达可能是 PTC 在女性患者中发病率显著高于男性的原因之一。 
miR-204 是定位于人类第 9 号染色体 73424891~73425000 位之间。在肿瘤组织中 miR-204 存在异常

表达，miR-204 与肿瘤增殖、转移、化疗抵抗及不良预后关系密切[16] [17] [18] [19]。 
FN1 是在血浆中发现的细胞外基质可溶性蛋白质，在伤口愈合、胚胎发育等 EMT 相关过程中表达量

均有增加。上皮–间质细胞转化(Epithelial-mesenchymal transition, EMT)是指上皮细胞获得特定的遗传变

化及生物学特性，并逐步转变为间充质表型的过程。在胚胎发育、组织重建、慢性炎症以及癌症发生及

转移等疾病中发挥了重要作用。在 EMT 期间，上皮细胞失去细胞极性并实现间充质表型，从而增加细胞

侵袭和迁移能力[20]。EMT 主要特征有上皮细胞标志物表达量降低，如 E-钙黏蛋白(E-cadherin)，而间质

细胞标志物表达量增加，如 N-钙黏蛋白(N-cadherin)，FN1、Snail、波形蛋白(Vimentin) [21]。除了我们所

研究的 PTC 外，在乳腺癌、头颈部鳞状细胞癌、恶性外周神经鞘瘤以及鼻咽癌等等多种恶性肿瘤中均发

现 FN1 的表达增高[22] [23] [24] [25]。 
大量文献报导，lncRNA XIST 参与了多种癌症的发生发展[26] [27]。研究发现，lncRNA 可能通过诱

导基因的表观遗传学修饰或作为 miRNA“海绵”吸附 miRNA，通过调控靶基因的表达的方式导致疾病

发生，这种机制也被称为竞争性内源性 RNA (competing endogenous RNA, ceRNA)机制[27]。本实验结果

提示，与癌旁组相比，癌组织组的 lncRNA XIST 和 FN1 的表达水平显著上调，而癌组织组的 miR-204-5p
的表达水平极显著下调，查阅文献发现，Ab Mutalib 等人通过分析 TCGA 的数据，筛选出 hsa-miR-204
在 PTC 中显著下调[28]。实验结果显示 LncRNA XIST 与 miR-204 及 FN1 与 miR-204 有相互作用，同时

应用 Starbase 2.0 数据库，我们发现 lncRNA XIST 可以与 miR-204 结合，且 XIST 与 miR-204 结合的位点

和 miR-204 与 FN1 结合位点有重叠部分，说明 XIST 与 FN1 可能存在竞争性结合 miR-204 的关系(图 9)，
因此，我们推测 lncRNA XIST 在 PTC 中异常高表达可以吸附部分 miR-204 应答原件，从而导致 PTC 的

发生发展。我们将在未来的研究中证明这些推测。同时，我们通过荧光原位杂交(FISH)实验证实，LncRNA 
XIST 主要在细胞质中表达，这将有利于后续实验的开展，便于后续研究其通路，探究其对 PTC 细胞生

物学功能的影响。 
综上所述，实验证实 LncRNA XIST 和 FN1 在甲状腺乳头状癌中高表达，miR-204 在甲状腺乳头状

癌中低表达，lncRNA XIST 主要在细胞质中表达，我们推测 lncRNA XIST 在 PTC 中异常高表达可以吸附

部分 miR-204，竞争性阻止 miR-204 对 FN1 的抑制作用，从而促进 FN1 的高表达，进而扰乱上皮–间质

细胞转化等重要的癌症信号通路，最终导致了 PTC 的发生(图 9)。lncRNA 通过多种方式调控 miRNA 的

表达，从而导致肿瘤发生发展[29]，其中一种为 lncRNA 可发挥内源性 miRNA 海绵(miRNA sponge) 的
功能，抑制 miRNA 的表达进而影响肿瘤细胞的恶性生物学行为[30]。因此，下调 LncRNA XIST 会降低

甲状腺乳头状癌细胞的增殖及上调 miR-204-5p [31]，相反，我们在低表达 PTC 细胞中过表达 LncRNA 
XIST 可能会导致甲状腺乳头状癌的增殖以及侵袭迁移能力增强[32]。另外，LncRNA XIST 主要在细胞质

中表达，便于后续研究其通路，探究其对细胞生物学功能的影响，沉默 LncRNA XIST 有望成为甲状腺乳

头状癌治疗新的生物学靶点[33] [34]，LncRNA XIST 可能与甲状腺乳头状癌的转移和恶化等有关[35] [36] 
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[37]，其分子机制仍有待研究。LncRNA XIST，miR-204 及 FN1 相互作用，参与甲状腺乳头状癌的发生

发展，并可为甲状腺乳头状癌潜在诊断标志物和治疗靶点的寻找提供理论依据，并且 LncRNA XIST 可能

是甲状腺乳头状癌诊断和治疗的一个新靶点。本实验研究样本量较少，在以后的研究将加大样本量研究

LncRNA XIST 等基因在 PTC 中的作用机制。 
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