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摘要目的：探讨 miR-221对甲状腺乳头癌生物学特性的影响。方法：培养人甲状腺乳头癌细胞株 BCPAP、K1、TPC-1和正常甲状

腺细胞株 Nthy-ori 3-1。将实验分为四组：A：miR-221模拟物组；B组：miR-221抑制物组；C：无关序列组；D:空白对照组。RT-qPCR

的方法检测 miR-221在各个细胞中的表达以及转染后各组细胞的表达；MTT实验检测转染后各组细胞的增殖；划痕实验检测转

染后各组细胞的迁移能力；流式细胞仪检测转染后各组细胞的凋亡情况。结果：RT-qPCR检测 miR-221在三个细胞株的表达情况

显示，miR-221甲状腺乳头癌细胞株 TPC-1的表达最高，因此选择 TPC-1作为后续的研究；miR-221在转染后各组细胞的表达量

显示，转染 miR221模拟物的 miR221的表达显著高于空白对照组，转染 miR221抑制物的 miR221的表达显著低于空白对照组

（P< 0.001）；MTT实验结果显示，转染 miR-221模拟物组细胞的增殖速度最快，转染 miR-221抑制物组细胞的增殖速度最慢，

miR-221模拟物组和 miR-221抑制物组细胞从第三天开始与空白对照组有显著差异（P< 0.01），无关对照组与空白对照组无显著

差异(P> 0.05)；划痕实验结果显示，转染 miR-221模拟物组细胞的迁移数显著高于空白对照组，转染 miR-221抑制物组细胞的迁

移数显著低于空白对照组（P< 0.01)，无关对照组与空白对照组无显著差异(P> 0.05)；流式细胞仪结果显示，转染 miR-221模拟物

组细胞凋亡率显著低于空白对照组(P< 0.01)，转染 miR-221抑制组细胞凋亡率显著高于空白对照组（P< 0.001），转染无关对照对

细胞凋亡无影响(P> 0.05)。结论：过表达 miR-221可促进细胞增殖、迁移，抑制细胞凋亡。抑制 miR-221表达可降低细胞增殖、迁

移，增加细胞凋亡。
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Effects of miR-221 on the Biological Characteristics of Papillary Thyroid
Carcinoma*

To explore the effect of miR-221 on the biological characteristics of papillary thyroid carcinoma.

We cultured human papillary thyroid carcinoma cell lines BCPAP, K1, TPC-1 and normal thyroid cell lines 3-1 Nthy-ori. Four groups

were designed in this experiment, A: miR-221 mimics group; B: miR-221 inhibitor group; C: unrelated sequence group; D: blank control

group. RT-qPCR method was used to detect the expression of miR-221 in individual cells and expression in transfected cells. The

proliferation of cells in each group was determined by MTT assay after transfection. The cells migration ability after transfection in each

group of cells was detected by scratch assay. And the flow cytometry was used to detect cells apoptosis after the transfection in each

group. The expression of miR-221 was detected by RT-qPCR in three cell lines. The expression of TPC-1 was the highest in the

papillary thyroid carcinoma cell line, so the TPC-1 was selected for the follow-up study. After transfection, the expression of miR-221 in

mimics group was significantly higher than that of the blank control group, while the expression of miR-221 in miR-221 inhibitor group

was significantly lower than that of the blank control group (P < 0.001). MTT assay showed that the proliferation of cells was the fastest

in miR-221 mimics group, and the slowest in miR-221 inhibitor group. The cell proliferation speed in the miR-221 mimics group and

miR-221 inhibitor group had significant difference from the third day as compared to the blank control group (P < 0.01), but it had no

significant difference between the unrelated sequence group and the blank control group. The scratch test results showed that the number

of transference cells in miR-221 mimics group were significantly more than in blank control group, and that in miR-221 inhibitor group
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were much less than in blank control group (P<0.01). No such difference were found between the unrelated control group and blank

control group (P>0.05). The flow cytometry results displayed that the apoptosis rate was significantly lower in miR-221 mimics groups

than in blank control group, but significantly higher in miR-221 inhibition group than in blank control group (P<0.001). There was no

significant difference in cell apoptosis between the blank control group and unrelated sequence group. Over expression of

miR-221 can promote cell proliferation and migration, and reduce cell apoptosis. Inhibition of miR-221 expression could reduce the cell

proliferation and migration and increase apoptosis.

miR-221; Papillary thyroid carcinoma; Proliferation; Migration; Apoptosis

前言

甲状腺癌是一种常见的内分泌系统恶性肿瘤，依据病理特

征可分为乳头状癌、未分化癌和滤泡状腺癌，其中甲状腺乳头

癌(papillary thyroid carcinoma, PTC)的发病率最高，占甲状腺癌

的比例高达 85-90%，而且近些年相关部门的统计数据显示甲

状腺乳头状癌的发病率呈逐年上升的趋势[1-4]。因此，对甲状腺

乳头癌的研究已受到广大研究者的关注。

MicroRNAs（miRNAs）是一类小分子非编码的 RNA，长度

一般为 20~25个核苷酸。随着近些年生物技术的不断发展，研

究者发现 miRNAs在肝癌、胶质瘤、胃癌等肿瘤的发生发展、迁

移等过程中发挥重要作用，这些肿瘤的发生均于 miRNAs的异

常表达有关[5-8]。研究显示，miR-221在骨肉瘤细胞中高表达，能

促进细胞增殖，抑制细胞凋亡[9,10]，在甲状腺乳头癌的癌旁组织

中也高表达[11,12]，这些前人的研究结果表明 miR-221对肿瘤的

发生具有重要的作用。因此，本研究将 miR-221 模拟物和

miR-221 抑制物转染到甲状腺乳头癌细胞 TPC-1 中，检测

miR-221对细胞增殖、凋亡以及迁移的影响。

1 材料与方法

1.1实验材料

人甲状腺乳头癌细胞株 BCPAP、K1、TPC-1和甲状腺正常

细胞株 Nthy-ori 3-1由第四军医大学细胞生物研究中心提供。

PBS、胰蛋白酶、胎牛血清购自美国 Gibco；RPMI1640培养基购

自美国 Hyclone公司；MTT细胞增殖试剂盒购自美国 millipore

公司；细胞培养箱购自美国西盟公司；倒置荧光显微镜购自日

本 Nikon，流式细胞仪购自美国 Becton Dickinson公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞的培养 从液氮罐中取出人甲状腺乳头癌细胞株

BCPAP、K1、TPC-1 和正常甲状腺细胞株 Nthy-ori 3-1 的细胞

冻存管，立即放入 37℃水浴锅中解冻，并轻摇摇动冷冻管使其

在 1分钟内全部融化，用 75%酒精擦拭冻存管外部，移入超净

工作台。取出解冻的细胞悬液，加入含有 5 mL RPMI1640培养

基的离心管中，1000 rpm离心 10 min。弃上清，加入细胞生长液

悬浮细胞，接种于细胞培养板中，在 37℃，5% CO2培养箱中培

养 24 h后，更换培养基。观察到细胞达到 90%融合时，37℃预

热 10% PBS、胰酶和细胞培养基，弃细胞培养皿中的培养基，

10% PBS洗两遍。加入 1 mL 0.25 %胰蛋白酶消化细胞，当观察

到细胞层出现模糊不清时，加入 1 mL含血清的培养基终止消

化，1000 rpm离心 5 min，弃胰酶与培养基混合物。PBS洗涤细

胞两次，弃上清，加入适量的细胞生长液混匀后，接种到细胞培

养板中培养细胞。

1.2.2 细胞转染 试验分为 4组：A：miR-221模拟物组；B组：

miR-221抑制物组；C：无关序列组；D:空白对照组。将对数生长

期的甲状腺乳头癌细胞株 PTC-1用胰蛋白酶消化，并将浓度调

整为 2× 105个 /孔，接种于 24孔板中进行培养。将各组细胞与

培养基充分混合后加入到甲状腺乳头癌细胞株 TPC-1，空白对

照组不转染，37℃，5% CO2培养箱中培养 6 h，观察到细胞融合

度达到 80%时，用不含血清的 RPMI1640培养基继续培养细胞

24小时，更换成含 10%FBS的 RPMI1640培养基继续培养。

1.2.3 RT-qPCR检测 miR221的表达 利用 TRIzol提取转染

细胞中的总 RNA，按照逆转录试剂盒 Rever Tra Ace qPCR RT

Master Mix说明合成 cDNA，按照实时定量 PCR试剂盒 KOD

SYBR qPCR Mix操作说明进行目的基因的扩增。以 U6作为内

参，根据 Ct值按照 2-△ Ct的方法进行计算。每组设定 3个技术重

复，每个实验结果重复 3次，最后用平均值计算。

1.2.4 MTT法检测细胞增殖 试验分为 4组：A：miR-221模拟

物组；B组：miR-221抑制物组；C：无关序列组；D:空白对照组。

用 0.25%的胰蛋白酶将细胞消化成单细胞，调整细胞浓度为每

毫升中含有 2× 105个细胞，接种于 96孔细胞培养板中，每孔

加入约 2000个细胞。观察到细胞贴壁后，取 1d、2d、3d、4d、5d

的样品，每孔加入 20 滋L（5 mg/mL）MTT溶液，37℃饱和湿度、

5% CO2培养箱中继续孵育 4 h后，每孔加入 150 滋LDMSO溶

液，摇床中混合均匀后，用酶标仪在波长为 490nm处测定各组

的吸光度 OD。以时间为横坐标，OD值为纵坐标，绘制各组细

胞的生长曲线，分析转染后各组细胞的生长状况。

1.2.5 细胞划痕试验检测细胞迁移能力 试验分为 4 组：A：

miR-221模拟物组；B组：miR-221抑制物组；C：无关序列组；D:

空白对照组。取 3个 6孔培养板分别标记为 A、B、C、D，把四组

细胞用 0.25%的胰蛋白酶消化成单细胞悬液，使每孔含有 4×

105个细胞，观察到细胞铺满瓶底，用移液枪沿着直尺在培养板

上划痕。PBS洗涤细胞三次，除去划痕时划下的细胞，向每个孔

中加入无血清 RPMI1640培养基 2 mL，37℃饱和湿度、5% CO2

培养箱中孵育，分别在 0 h、24 h、48 h取样拍照。每组设置 3个

复孔，实验重复 3次。

1.2.6 流式细胞仪检测细胞凋亡 转染的 miR-221模拟物组、

miR-221抑制物组和无关序列组甲状腺癌 PTC-1细胞培养 48

小时，弃去上清液，0.25%的胰蛋白酶消化细胞，PBS重悬细胞，

调整细胞浓度为每毫升含细胞 3× 105个，取出细胞悬浮液 1

mL，1000 rpm，4℃离心 8 min，弃去上清，PBS洗涤细胞 3次，
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图 2转染后miR-221基因的表达水平

Fig.2 The expression level of miR-221 gene after transfection

Note: 221 mi: miR-221 mimics group; 221 in: miR-221 inhibitor group;

blank: blank control group; Scr: Scramble control group; ***P< 0.001 vs.

blank.

图 3 miR-221对甲状腺癌细胞 TPC-1增殖的影响

Fig. 3 Effects of miR-221 on the proliferation of TPC-1 papillary thyroid

carcinoma cells

Note: 221 mi:miR-221 mimics group; 221 in:miR-221 inhibitor group;

blank: blank control group; Scr: Scramble control group; *P< 0.05 vs.

blank,**P< 0.01 vs. blank.

向细胞中加入 200 滋L Binding Buffer重悬细胞，分别加入 5 滋L
PI和 Annexin-V，充分混匀后避光静置 20 min，加 300 滋L缓冲
液，流式细胞仪观察细胞凋亡情况。

1.3 统计学处理

结果用均值± 标准差（x依s）表示，组间比较采用 t检验，

P<0.05为统计学差异。

2 结果

2.1 miR-221在甲状腺乳头癌细胞株的表达

从图 1可知：甲状腺乳头癌细胞株 BCPAP、K1和 TPC-1

的表达都显著高于甲状腺正常细胞 Nthy-ori 3-1。由于甲状腺

乳头癌细胞株 TPC-1中 miR-221在三个细胞中高表达，因此选

用甲状腺癌细胞株 TPC-1做后续研究。

2.2 RT-qPCR检测转染后 miR-221的表达

图 2显示转染 miR221模拟物的 miR221的表达显著高于

空白对照组，转染 miR221抑制物的 miR221的表达显著低于

空白对照组（P< 0.001），转染无关对照与空白对照无差异(P>

0.05)。

2.3 miR-221对细胞增殖的影响

从图 3可以获知，在四组细胞中，与空白对照组比较，转染

miR-221模拟物组细胞的增殖速度最快，转染 miR-221抑制物

组细胞的增殖速度最慢，miR-221模拟物组和 miR-221抑制物

组细胞从第三天开始与空白对照组有显著差异（P< 0.01），无关

对照组与空白对照组无显著差异 (P> 0.05)。这说明转染

miR-221模拟物能促进细胞的增殖，转染 miR-221抑制物能抑

制细胞的增殖，转染无关对照对细胞增殖没有影响(P> 0.05)。

2.4 miR-221对细胞迁移的影响

划痕试验检测结果如图 4所示，转染 miR-221模拟物组细

胞的迁移数高于空白对照组，转染 miR-221抑制物组细胞的迁

移数低于空白对照组，并且都达到了统计学显著性（P< 0.01），

无关对照组与空白对照组无显著差异 (P> 0.05)。这提示转染

miR-221模拟物有助于细胞的迁移，转染 miR-221抑制物降低

了细胞的迁移，转染无关对照对细胞迁移无影响。

2.5 miR-221对细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测凋亡结果显示，转染 miR-221模拟物组细

胞凋亡率显著低于空白对照组（P< 0.01），转染 miR-221抑制组

细胞凋亡率显著高于空白对照组（P< 0.001），转染无关对照对

细胞凋亡无影响(P>0.05)。这提示转染 miR-221模拟物组能降

低细胞的凋亡，转染 miR-221抑制组能增加细胞的凋亡，转染

无关对照对细胞凋亡没有影响。

3 讨论

图 1 miR-221在甲状腺乳头癌细胞株 BCPAP、K1和 TPC-1的表达

Fig.1 The expression level of miR-221 in papillary thyroid carcinoma cell

lines BCPAP, K1, and TPC-1

Note: **P< 0.01 vs. Nthy-ori 3-1.
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图 5各组细胞凋亡率的变化

Fig. 5 Changes of apoptosis rate in each group

Note: A: Flow cytometry results; B: Protein expression rate; **P< 0.01 vs. blank, ***P< 0.001 vs. blank.

甲状腺乳头癌是甲状腺癌最常见的类型，女性患者和青少

年的发病率较高，在临床上主要表现为缓慢生长的肿块，目前

采取的治疗方法主要是手术，但预后一般不理想[13,14]。而且肿瘤

细胞的再次增殖、转移、凋亡会给生命造成严重的威胁[15]。近些

年的研究发现，miRNA可作为肿瘤的标志物，已成为研究热

点。因此，本研究对 miR-221在甲状腺乳头癌的生物学特性进

行了研究。

研究某个分子在肿瘤细胞中的作用，首先要证实这个分子

在肿瘤细胞中的表达情况。研究 miRNA的作用也是如此，首先

要证实 miRNA在肿瘤中的表达情况[16]。当证实某个 miRNA在

某一个肿瘤细胞株的表达与其他肿瘤有差别时，研究这个细胞

才更有意义 [17]。本研究选择了三个甲状腺乳头癌细胞株 BC-

PAP、K1和 TPC-1，以正常甲状腺细胞株 Nthy-ori 3-1 作为对

照，检测 miR-221 在各个细胞中的表达情况，结果发现，

miR-221在甲状腺乳头癌细胞株 TPC-1的表达最高，因此选择

甲状腺乳头癌细胞株 TPC-1作为后续的研究。

上调或是下调 miRNA需要构建 miRNA模拟物和 miRNA

抑制物，将 miRNA模拟物转染到细胞，能被加工为成熟的

miRNA，从而增加了 miRNA的表达量，在细胞中的作用更强。

将 miRNA抑制物转染到细胞后，使 miRNA表达量下降，抑制

该 miRNA与靶基因结合，从而使 miRNA的功能减弱[18]。本研

究将 miR-221模拟物和抑制物以及无关对照转染到甲状腺乳

头癌细胞株 TPC-1，以空白对照作为参照，结果显示，miR-221

模拟物的表达量显著高于空白对照组，miR-221抑制物的表达

显著低于空白对照组，无关序列与空白对照物无差异，这说明

转染是成功的，能继续后续的试验研究。

细胞的增殖、凋亡是生命活动的基础，是生物生长、发育、

繁殖的必备条件，然而，当细胞增殖失控，就会引起肿瘤的发生
[19,20]。前人的研究已经证实 miR-221在肿瘤中高表达，我们想进

一步证实 miR-221对甲状腺乳头癌增殖、凋亡、迁移的影响。我

们将构建的 miR-221模拟物和抑制物以及无关对照转染到甲

状腺乳头癌细胞株 TPC-1，以空白对照作为参照，结果显示，与

空白对照组相比，转染 miR-221模拟物组可促进甲状腺乳头癌

细胞株 TPC-1的增殖和迁移，抑制细胞的凋亡，转染 miR-221

抑制物可降低甲状腺乳头癌细胞株 TPC-1的增殖和迁移，增加

细胞的凋亡。这说明过表达 miR-221可促进细胞增殖、迁移，抑

制细胞凋亡。抑制 miR-221表达可降低细胞增殖、迁移，增加细

胞凋亡。

图 4 miR-221对甲状腺乳头癌细胞 TPC-1迁移的影响

Fig. 4 Effects of miR-221 on the migration of TPC-1 papillary thyroid

carcinoma cells

Note: 221 mi:miR-221 mimics group; 221 in:miR-221 inhibitor group;

blank: blank control group; Scr: Scramble control group;

**P<0.01 vs. blank
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综上所述，过表达 miR-221 可促进细胞增殖、迁移，抑制

细胞凋亡。抑制 miR-221表达可降低细胞增殖、迁移，增加细

胞凋亡。
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