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  [摘要] 目的 探讨血清环状RNA(circRNA)在甲状腺微小乳头状癌(PTMC)发生颈部淋巴结转移的表

达水平。方法 选择2018年11-12月在新疆医科大学第一附属医院甲状腺外科手术经病理诊断为PTMC不

伴颈部淋巴结转移(PTMC组)和PTMC伴颈部淋巴结转移[PTMC(L)组]的患者各6例,均为女性。收集两

组患者的静脉血,随机选取每组3例患者进行芯片检测,每组剩余3例进行芯片结果验证。经基因本体(Go)软

件检测两组患者血清中差异表达circRNA的亲本基因分析,得出富集前10位的生物学过程、细胞组分和分子

功能。通过KEGG
 

Pathway分析差异表达基因富集前10位通路。采用miRNA结合位点预测软件对hsa_cir-
cRNA_000121miRNA结合位点进行预测。结果 经芯片检测PTMC与PTMC(L)组患者中血清筛选差异表

达circRNA共有690个,其中上调400个,下调290个。采用 miRNA结合位点预测软件对hsa_circRNA_
000121预测到的5个具有高匹配值的 miRNA结合位点,MRE1、MRE2、MRE3、MRE4、MRE5分别为hsa-miR-
NA-6775-3p、hsa-miRNA-146b-3p、hsa-miRNA-3614-3p、hsa-miRNA-3139、hsa-miRNA-3064-5p。逆转录PCR(RT-
PCR)对circRNA000121结果验证表明,芯片结果和验证结果一致;与PTMC组比较,PTMC(L)组患者hsa_cir-
cRNA_000121表达水平上调3.24倍(3.24±0.38

 

vs.
 

1.01±0.15),差异有统计学意义(P<0.01)。结论 cir-
cRNA000121在女性、PTMC并中央区淋巴结转移的血清中高表达,后期需要进一步扩大样本量进行验证。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

circularRNA
 

(circRNA)
 

in
 

cervical
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

of
 

papillary
 

thyroid
 

microcarcinom
 

(PTMC).Methods Each
 

6
 

cases
 

of
 

PTMC
 

without
 

cervical
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(PTMC
 

group)
 

and
 

PTMC
 

with
 

cervical
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

[PTMC(L)
 

group]
 

pathologically
 

diagnosed
 

by
 

thyroid
 

surgery
 

in
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Xinjiang
 

Medical
 

Uni-
versity

 

from
 

November
 

to
 

December
 

2018,all
 

were
 

females,were
 

selected.The
 

venous
 

blood
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

collected.Three
 

cases
 

were
 

randomly
 

selected
 

from
 

each
 

group
 

for
 

conducting
 

microarray
 

detection,and
 

the
 

remaining
 

3
 

cases
 

in
 

each
 

group
 

conducted
 

the
 

microarray
 

result
 

verification.The
 

parental
 

gene
 

analysis
 

of
 

the
 

differentially
 

expressed
 

circRNA
 

in
 

serum
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

gene
 

ontology(Go)
 

soft-
ware.The

 

biological
 

processes,cell
 

components
 

and
 

molecular
 

functions
 

in
 

the
 

top
 

10
 

of
 

enrichments
 

were
 

ob-
tained.The

 

first
 

10
 

pathways
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

in
 

enrichment
 

were
 

analyzed
 

by
 

KEGG
 

Path-
way.The

 

miRNA
 

binding
 

site
 

prediction
 

software
 

was
 

adopted
 

to
 

predict
 

the
 

binding
 

sites
 

of
 

hsa_circRNA_
000121miRNA.Results A

 

total
 

of
 

690
 

differentially
 

expressed
 

circRNAs
 

in
 

serum
 

of
 

the
 

PTMC
 

and
 

PTMC
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(L)
 

groups
 

were
 

detected
 

by
 

microarray,in
 

which
 

400
 

were
 

up-regulated
 

and
 

290
 

were
 

down-regulated.The
 

miRNA
 

binding
 

site
 

prediction
 

software
 

was
 

adopted
 

to
 

predict
 

5
 

miRNA
 

binding
 

sites
 

with
 

high
 

matching
 

value
 

in
 

has_circRNA_000121,the
 

MRE1,MRE2,MRE3,MRE4,MRE5
 

were
 

hsa-miRNA-6775-3p,hsa-miR-
NA-146b-3p,hsa-miRNA-3614-3p,hsa-miRNA-3139

 

and
 

hsa-miRNA-3064-5p
 

respectively.The
 

results
 

verifi-
cation

 

of
 

RT-PCR
 

on
 

circRNA000121
 

showed
 

that
 

the
 

microarray
 

results
 

were
 

consistent
 

with
 

the
 

verification
 

results;compared
 

with
 

the
 

PTMC
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

hsa_circRNA_000121
 

in
 

the
 

PTMC(L)
 

group
 

was
 

up-regulated
 

by
 

3.24
 

times
 

(3.24±0.38
 

vs.
 

1.01±0.15),and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).Conclusion CircRNA000121
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

serum
 

of
 

women
 

with
 

PTMC
 

and
 

central
 

re-
gion

 

lymph
 

node
 

metastasis,the
 

late
 

stage
 

needs
 

to
 

be
 

verified
 

by
 

further
 

expanding
 

the
 

sample
 

size.
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  甲状腺癌是常见的恶性肿瘤,近年来患病率呈持
续增长,其中甲状腺微小乳头状癌(PTMC)增长速度

最快。PTMC具有两个特征:一是发病率较高,进展
缓慢,预后较好,属于“惰性”肿瘤;二是如发生颈部淋

巴结转移,复发率高。对于PTMC的诊治,是选择定

期复查、随访,还是即刻手术治疗,是临床医生需要思
考的问题[1]。本研究拟寻找一种简便、快捷、微创的

方法,结合临床常规检查,在术前尽可能鉴别PTMC
是否发生颈部淋巴结转移,为PTMC患者选择是否

需要手术治疗提供依据。
环状RNA(circRNA)是一种单链、共价封闭的

RNA。在哺乳动物的细胞中广泛存在[2],并且较为稳
定[3],可以吸附 miRNA[4]。近年来,学术界对于cir-
cRNA与恶性肿瘤的相关性关注颇多,如circRNA和

胃癌[5]、宫颈癌[6]、骨肉瘤[7]等相关性研究。但cir-
cRNA在PTMC中的诊断价值和生物学功能仍然知

之甚少。现有文献报道表明,在各类血细胞、血浆及
血清中,有大量的circRNA表达[8]。本研究收集PT-
MC伴颈部淋巴结转移和不伴颈部淋巴结转移的患者
术前血清进行circRNA芯片检测,进一步明确PTMC
伴颈部淋巴结转移患者血清circRNA表达谱,将cir-
cRNA芯片进行数据分析,选择表达差异较大的cir-
cRNA进行逆转录PCR(RT-PCR)验证,探讨PTMC
发生颈部淋巴结转移的可能机制,以为PTMC是否
发生颈部淋巴结转移的诊断提供依据。

 

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2018年11-12月在新疆医科大学第一附

属医院甲状腺外科行甲状腺全部切除并经病理诊断
的PTMC不伴颈部淋巴结转移(PTMC组)和PTMC
伴颈部淋巴结转移[PTMC(L)组]的患者各6例,均
为女性,平均年龄(46.58±7.18)岁。纳入标准:(1)
年龄大于18岁;(2)女性;(3)均无甲状腺恶性肿瘤的

家族史;(4)均无头颈部放射史;(5)均未无甲状腺手
术史;(6)术前均未接受放、化疗。排除标准:(1)有甲

状腺恶性肿瘤家族史;(2)有头颈部放射史;(3)术前

已使用甲状腺素或抗甲状腺素药物;(4)术前因各种
疾病行放、化疗;(5)肝、肾功能异常。
1.2 方法

1.2.1 采集患者血液标本

采集患者空腹静脉血5
 

mL,经离心得血清,低温
保存。每组随机各选取3例患者血清标本,进行基因

芯片检测;并对剩余的标本进行芯片检 测 结 果 的
验证。
1.2.2 手术方式

PTMC的手术方式:将病变一侧的甲状腺全部切

除,在手术进行中将病变甲状腺送快速病理检查,若
病理检查报告是PTMC,在术中立即探查对侧甲状腺
叶,若对侧甲状腺叶存在结节,则切除全部对侧甲状

腺叶,根据淋巴结情况,进行选择性清扫。将经手术
切除的甲状腺和淋巴结组织送至该院病理诊断科,3

 

d
内报告病理诊断。
1.2.3 circRNA表达谱芯片检测

全部委托于上海康成生物有限公司检测。(1)主
要试剂:CyDyev

 

Fluors荧光染料购自美国 Health-
care公司,RNA扩增试剂盒购自美国kiinina公司,
TRIZOL-LS试剂购自美国Invitrogen

 

Life
 

technolo-
gies公司。(2)主要仪器、设备:基因芯片杂交仪购自

Leica公司,Agilent扫描仪购自美国安捷伦科技有限

公司,计算机图像分析系统购自德国Leica
 

Qwi
 

公司,
NanoDrop

 

1000超微量分光光度仪购自美国Thermo
 

Scientific公司。实验步骤:(1)提取血清总RNA;(2)
检测RNA质量;(3)测定RNA浓度;(4)检测总RNA
的质量;(5)标记样品;(6)标记扩増后的cRNA并质

量检查;(7)芯片预杂交;(8)配置杂交液;(9)芯片杂
交。芯片监测使用显微镜观察切片,测量每个视野中

阳性反应区域AOD。
1.2.4 circRNA芯片数据的生物信息学分析

委托上海康成生物有限公司分析。对两组患者

血清中的circRNA表达谱芯片检测结果进行分析,再
对PTMC(L)组患者血清标本存在差异表达的cir-
cRNA及亲本基因的功能分类、circRNA/微小RNA
(miRNA)、circRNA 参与的信号通路等进行观察。
(1)筛选差异基因(DEGs);(2)聚类分析;(3)基因本

体(GO)分析;(4)信号通路分析,采用京都基因和基
因组百科全书(KEGG)数据库对两组患者circRNA
的差异表达进行信号通路分析;(5)分析circRNA/
miRNA结合位点;(6)预测miRNA靶基因。
1.2.5 RT-PCR验证

委托乌鲁木齐市格林金诺生物科技有限公司,采
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用RT-PCR原理进行验证。选择验证的circRNA,对
PTMC、PTMC(L)组患者基因芯片进行检测,根据两
组患者circRNA差异表达的Fold

 

change倍数和P
值,选取1个上调的circRNA进行RT-PCR验证。
1.3 统计学处理

数据采用SPSS19.0软件进行统计学分析,计量
资料以x±s表示,组间比较采用t检验;以circRNA
芯片检测结果为基础,筛选出大于1.5倍的基因,以
P<0.05为差异有统计学意义,将所有存在差异表达
的基因导入R语言包,得到GO分析和通路。
2 结  果

2.1 两组患者基线资料比较

PTMC组3例患者,年龄分别为40、49、53岁,平
均(47.33±6.66)岁;PTMC(L)组3例患者年龄分别
为40、52、58岁,平均(50.00±9.17)岁,两组患者年
龄比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
2.2 circRNA表达谱芯片检测

2.2.1 RNA浓度和纯度测定
 

PTMC组(1~3)、PTMC(L)组(1~3)样品的

A260/A280 比 值 均 为 1.21~1.68,样 品 浓 度 为

198.66~251.61
 

ng/μL。
 

2.2.2 circRNA的表达

芯片检测到了12
 

900个circRNA在研究对象的
血清中表达,见图1。

图1  两组患者表达的circRNA

2.2.3 差异circRNA的筛选

筛选出差异表达大于1.5倍的circRNA有690,
其中上调的400,下调的290。PTMC与PTMC(L)组
患者血清差异表达的circRNA散点图和火山图,见图

2、3。
2.2.4 差异表达circRNA的亲本基因GO分析

对PTMC(L)组患者中差异表达上调的circRNA
进行亲本基因GO分析,并筛选出Enrichment

 

score
排名前10的分子功能、细胞组分和生物学过程,见

图4。

图2  散点图

图3  火山图

2.2.5 circRNA/miRNA的结合位点分析

采用 miRNA 结合位点预测软件,对hsa_cir-
cRNA_000121预测到的5个具有高匹配值的 miR-
NA结合位点,MRE1、MRE2、MRE3、MRE4、MRE5
分 别 为 hsa-miRNA-6775-3p、hsa-miRNA-146b-3p、
hsa-miRNA-3614-3p、hsa-miRNA-3139、hsa-miRNA-
3064-5p。
2.2.6 信号通路分析

通过KEGG信号通路分析,明确两组患者血清中
差异表达基因的Enrichment

 

score排名前10位的信
号通路,见图5。
2.3 RT-PCR验证

  RT-PCR
 

RNA纯度分析显示,PTMC组(4~6)、
PTMC(L)组(4~6)患 者 的 A260/A280 的 比 值 为

1.36~1.57,样品浓度为128.60~154.40
 

ng/μL。
RT-PCR结果显示,芯片结果与骓结果一致;与PT-
MC组比较,PTMC(L)组患者hsa_circRNA_000121
表达水平上调3.24倍(3.24±0.38

 

vs.
 

1.01±0.15,
P=2.53E-11),差异有统计学意义(P<0.01)。
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图4  两组差异表达的circRNA亲本基因的Go富集分析

图5  信号通路分析

3 讨  论

  circRNA主要作用:(1)吸附 miRNA;(2)与蛋白

结合相互作用;(3)参与多种信号通路。它可以作为

circRNA“海绵”吸附 miRNA,从而通过与内 源 性

RNAs竞争的机制调控miRNA的下游靶基因[9]。在

肿瘤研究中,该作用已被广泛报道[10-12]。与 miRNA
相比,circRNA是研究者认为更为理想的生物学标志

物,并为各类疾病的后续治疗提供新思路。
CAI等[13]发现circBACH2(hsa_circ_0001627)

在PTC组织和PTC细胞株中高表达。通过荧光原

位杂交(FISH)技术、荧光素酶法和ago2-rip法,验证

circBACH2可以与 miRNA-139-5p直接相结合,并减
轻LIM-only4对靶细胞的抑制作用,从而促进肿瘤的

发展。该研究表明circBACH2可吸附 miRNA-139-
5p,并可作为PTC的生物标志物,可为制订PTC的

临床治疗提供依据。
BI等[14]研究表明,在PTC组织和细胞株中,cir-

cRNA_102171表达上调。circRNA_102171低表达
抑制PTC细胞增殖、迁移和侵袭,并促进细胞凋亡。

circRNA_102171过表达,将会通过CTNNBIP1依赖
的方式激活 Wnt/β-catenin通路,以促进PTC发展。

本研究是以患者血清作为研究标本。血清最大
的优点是采集时对人体创伤小,更容易接受,不会影
响检测结果,可为外科医师术前判断PTMC是否发
生转移提供理论支持。

本研究通过生物信息学手段分析得出两组患者
存在差异表达的circRNA的线性GO分析,其中生物
学过程(BP)、细胞组分(CC)及分子功能(MF),通过
美国 Arraystar公司的 miRNA结合位点预测软件,
对每个差异表达的circRNA 预测5个高匹配值的

miRNA结合位点。以 KEGG数据库对存在差异表
达的circRNA预测结合的与PTMC伴颈部淋巴转移
相关的miRNA己验证靶基因的生物信号通路分析。
根据PTMC不伴和伴颈部淋巴结转移的血清差异对
比的倍数和P 值,选取上调明显的circRNA,即hsa_
circRNA_000121,并进行RT-PCR验证,RT-PCR通
过验证表明,芯片表达的结果与验证结果一致。

本研究表明,circRNA000121高配位吸附的hsa-
miRNA-146b-3p与甲状腺乳头状癌的发生、发展密切
相关。HAN等[15]学者收集了237例甲状腺全切加
中央 区 淋 巴 结 清 扫 术 的 的 组 织 标 本,均 检 测 出

BRAFV600E基因 突 变,并 存 在 miRNA-222、miR-
NA-146b-5p、miRNA-21、miRNA-204、miRNA-146b-
3p、miRNA-221和 miRNA-375的相应表达。经lo-
gist 回 归 分 析 得 出:miRNA-146b-3p 高 表 达 和

BRAFV600E基因突变是甲状腺癌中央区淋巴结转
移的独立危险因素。MiRNA-146b-3p可以作为该类
患者是否存在有中央区淋巴结转移的生物学标志物,
为临床医师提供理论依据是否清扫中央区淋巴结,也
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为后期该类患者靶向药物治疗的灵敏度提供依据。
根据本研究和 HAN 等[15]学者研究表明,hsa_cir-
cRNA_000121/hsa-miRNA-146b-3p通路 是 PTMC
发生颈部淋巴结转移的通路。

YU等[16]研究者发现,过度表达的hsa-miRNA-
146b-3p、hsa-miRNA-146b-5p 与 乳 头 状 甲 状 腺 瘤
(PTC)发生颈部淋巴结转移密切相关。hsa-miRNA-
146b-3p相比 miRNA-146b-5p更能增强恶性肿瘤细
胞的侵袭性和转移能力,主要原因是前者可以抑制

NF2基因表达,以上均表明了hsa-miRNA-146b-3p
在PTC是否发生转移的评估价值。该研究的结论,
circRNA000121/hsa-miRNA-146b-3p/NF2 是 PTC
发生转移和侵袭性的重要通路,后期可以进行进一
步、大样本量的验证,为后期靶向治疗提供依据。

本 研 究 芯 片 检 测 和 小 样 本 验 证 表 明,cir-
cRNA000121在PTMC伴中央区淋巴结转移的血清
中为高表达,因验证的样本量较小,后期可通过扩大
样本量进行研究,探讨circRNA000121是否可以成为

PTMC并有中央区颈部淋巴结转移的生物学标志物。
并验证 hsa_circRNA_000121/hsa-miRNA-146b-3p
是PTMC发生中央区颈部淋巴结转移的、重要的信
号通路。
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