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英汉缩略语名词对照

英文缩写 英文全称 中文全称

CITED1 Cbp/p300 interacting transactivator with 结合转化激活因子

glu/Asp rich carboxy-terminal domain 1

shRNA Short hairpin RNA 短发夹 RNA

PTC Papillary thyroid carcinoma 甲状腺乳头状癌

CCK-8 Cell counting kit 细胞计数试剂盒

FCM Flow Cytometry 流式细胞术

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 培养基

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链反应

ECL Enhanced chemiluminescence 增强化学发光法

DEPC Diethypyrocarbonate 焦碳酸二乙酯

TGF-β Transforming growth factor beta 转化生长因子β

EP Eppendorf 离心管

PVDF Polyvinylidine difuoride 聚偏二氟乙烯

PBS Phosphate buffered solution 磷酸盐缓冲液

OD Optical density 光密度
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CITED1通过Wnt/β-catenin信号通路促进甲状腺乳头

状癌恶性生物学行为

摘 要

背景

甲状腺癌是最常见的内分泌系统恶性肿瘤，其发病率在过去 10年

迅速上升。其中，乳头状甲状腺癌（papillary thyroid carcinoma，PTC）

是最常见的甲状腺癌病理类型，其属于一种分化型甲状腺癌。甲状腺

癌的发生和发展是一个涉及多种因素、多种基因和多种信号通路的复

杂过程。因此，探讨甲状腺癌生物学行为的分子机制，对进一步提高

甲状腺癌患者的治愈率与生存率具有重大意义。

CITED1 (Cbp/p300 interacting transactivator with Glu/Asp rich

carboxy-terminal domain 1, also known as MSG1)属于转录共激活因子家

族。近年来相关研究表明，甲状腺癌、黑色素瘤、Wilms 瘤、成肝细

胞瘤及其他肿瘤中 CITED1 表达异常，与肿瘤发生和发展密切相关，

表明 CITED1可能发挥着类似癌基因的作用。

目的

本研究将通过体内外实验明确 CITED1 对甲状腺乳头状癌生物学

行为的影响，并探讨其是否通过Wnt/β-catenin信号通路引起上述一系

列过程，为甲状腺乳头状癌的早期诊断及治疗提供新的思路。
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方法

（1）分别用 real-time PCR和 western blot方法检测三种甲状腺乳

头状癌细胞株 K1, BCPAP, TPC-1 和正常甲状腺组织细胞 Nthy-ori 3–1

中的 CITED1 mRNA 和蛋白表达水平，从中选取 CITED1表达水平最

高的甲状腺乳头状癌细胞进行下一步实验。

（2）分别用 CITED1-shRNA 及其阴性对照 NC-shRNA 的重组慢

病毒感染K1细胞，采用 real-time PCR和western blot方法检测 CITED1

基因沉默效率；然后采用 CCK-8 法检测细胞增殖，FCM 法检测细胞

周期和细胞凋亡，细胞划痕愈合实验和 transwell实验检测细胞迁移和

侵袭能力；最后通过western blot方法检测沉默CITED1表达后β-catenin、

c-myc和 cyclinD1蛋白表达变化。

（3）在裸鼠皮下接种 K1细胞，建立裸鼠移植瘤模型，观察小鼠

肿瘤形成情况。每 3 d测量裸鼠移植瘤长度及宽度，计算移植瘤体积。

于 27 d后处死裸鼠并取出完整的移植瘤组织，称取瘤重，并用 western

blot方法检测移植瘤中β-catenin、c-myc和 cyclinD1蛋白表达水平。

结果

（1）CITED1在甲状腺癌细胞中的表达明显高于正常甲状腺组织

细胞，但 CITED1在 K1细胞中的相对表达高于 BCPAP, TPC-1细胞，

因此将 K1细胞用作后续实验所需细胞。

（2）经携带 CITED1-shRNA 的重组慢病毒感染后，甲状腺乳头

状癌 K1细胞中 CITED1 mRNA 和蛋白的表达水平均明显降低，证明

成功获得了 CITED1基因沉默的 K1细胞株。沉默 CITED1基因表达
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后，K1 细胞的增殖能力显著降低，细胞凋亡率明显增加，G 0 /G 1 期

细胞比例明显增高，G 2 /M 及 S 期细胞比例降低，划痕实验表明细

胞迁移能力明显减弱，而且 transwell实验表明细胞迁移和侵袭能力均

减低；western blot实验检测到沉默 CITED1的表达可以增加β-catenin、

c-myc和 cyclinD1蛋白表达。

（3）裸鼠成瘤实验表明，CITED1-shRNA组裸鼠移植瘤生长速度

缓慢，移植瘤体积和重量均明显减小。western blot实验结果和体外实

验结果一致，CITED1-shRNA组裸鼠移植瘤β-catenin、c-myc和 cyclinD1

蛋白表达水平均增加。

结论

（1）CITED1在 PTC细胞中的表达相对于正常甲状腺组织细胞更

高。

（2）CITED1可以促进 PTC生长、侵袭和迁移，且抑制其凋亡。

（3）CITED1通过抑制Wnt/β-catenin信号通路来促进 PTC的发生

发展。

关键词：甲状腺乳头状癌,CITED1, Wnt/β-catenin信号通路,细胞增

殖,细胞迁移
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CITED1 CONTRIBUTES TO THE MALIGNANT

BEHAVIOR OF THYROID PAPILLARYCARCINOMAVIA

THEWNT/Β-CATENIN SIGNAL PATHWAY

ABSTRACT

Background

The incidence rate of thyroid cancer, the most common endocrine

malignancy, has increased rapidly over the past 10 years. Papillary thyroid

carcinoma (PTC) is the pathological types of thyroid cancer, which is a

kind of differentiated thyroid cancer. The occurrence and development of

thyroid cancer is a complex process involving multiple factors, genes and

signaling pathways. Therefore, it is of great significance to study the

process of invasion and metastasis of thyroid cancer and explore the

molecular mechanism of proliferation, apoptosis and metastasis of cancer

cells for further improving the cure rate and survival rate of thyroid cancer

patients.

CITED1 is the first member of the CITED family of cofactors. Its

overexpression has been observed in a variety of cancers including thyroid

cancer, melanoma, hepatoblastoma, Wilms’ tumor, and other cancer;

moreover, high CITED1 levels are strongly correlated with a poor

prognosis. Therefore, it is an oncogene in various cancers.
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Objective

We investigated the effects of CITED1 on the biological behavior and

tumor growth in in vitro and in vivo models of PTC, and determine whether

the transcriptional regulator acts via the Wnt/β-catenin pathway. Our study

provides a new idea for clinical diagnosis and molecular targeted therapy of

PTC.

Methods

(1) CITED1 mRNA and protein levels in normal human thyroid cells

(Nthy-ori 3–1) and human thyroid papillary cancer cell lines (K1, BCPAP,

and TPC-1) detected by qRT-PCR and Western blotting analyses. The

papillary thyroid cancer cells with the highest CITED1 expression were

selected for the next experiment.

(2)The recombinant lentivirus carrying CITED1-shRNA or

thenegative control (NC)-shRNA was successfully infected into thyroid

cancer K1 cells. The silencing efficiency of CITED 1 gene was detected

by real-time fluorescent quantitative PCR and Western blotting. The cell

proliferation was detected by CCK-8 method, the cell cycle distribution and

apoptosis were detected by FCM, and the cell migration and invasion

ability was detected by cell scratch healing assay and transwell experiments.

Finally, the expression changes of β-catenin, c-myc, cyclinD1 after slicing

CITED1 were detected by Western blotting analyses.

(3) Human thyroid papillary cancer K1 cells were inoculated under the
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skin to established the tumor model in nude mice. The length and width of

transplanted tumor in nude mice were measured every 3 days, and the

volume of transplanted tumor was calculated. After 27 days, the nude mice

were sacrificed and the whole transplanted tumor tissue was collected and

weighed, and the expression levels ofβ-catenin, c-myc, cyclinD1 in the

transplanted tumor were detected by Western blotting analyses.

Results

(1) CITED1 was overexpressed in PTC cells compared to normal

thyroid cells .Furthermore, CITED1 expression in the K1 cells was

relatively high in the three PTC cell lines. Therefore, K1 cells were

subjected to stable transfection with CITED1-shRNA.

(2) After the recombinant lentivirus carrying CITED1-shRNA was

successfully infected into papillary thyroid carcinoma K1 cells, the

expression levels of CITED1 mRNA and protein were significantly

decreased, which suggested that the K1 cells with CITED1gene silencing

was successfully obtained. After silencing CITED1 gene expression, the

cell proliferation was significantly inhibited, the apoptosis rate was

significantly increased, the proportion of G0 /G1 phase cells increased

significanlty, the proportion of G2 /M and S phase cells decreased

significanlty, and the cell migration abilities at 12h and 24h were

significantly decreased. Transwell assay showed that the ability of cell

migration and invasion were both reduced. And the expression ofβ-catenin,
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c-myc, cyclinD1 were increased after silencing CITED1.

(3) The growth rate of transplanted tumor in the CITED1-shRNA

group was slow, the volume and weight of transplanted tumor were also

significantly reduced. The results of western blot were consistent with the

results in vitro. The expression levels ofβ-catenin, c-myc, cyclinD1 in

transplanted tumor in nude mice in the CITED1-shRNA group were

increased.

Conlcusion

(1) The expression of CITED1 in PTC cells was significantly higher

than that in normal thyroid tissue cells.

(2) CITED1 can promote the proliferation , migration and invasion of

PTC and inhibit apoptosis of tumor.

(3) CITED1 contributes to progression of the malignant phenotype of

PTC via the Wnt/β-catenin signal pathway.

Key words: papillary thyroid carcinoma, CITED1, Wnt/β-catenin

signal pathway, cell proliferation, cell migration
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CITED1通过Wnt/β-catenin信号通路促进甲状腺乳头

状癌恶性生物学行为

引 言

甲状腺癌是最常见的内分泌系统来源恶性肿瘤，其发病率在头颈部肿瘤中居

于首位。据报道，2018年美国预计有 53，990名新发甲状腺癌患者，其中有 2，

060人因此死亡。并且甲状腺癌发病率已经跃升至女性肿瘤发病率的第 5位[1]。乳

头状甲状腺癌(papillary thyroid carcinoma，PTC)和滤泡性甲状腺癌(follicular thyroid

carcinoma，FTC)是最常见的甲状腺癌病理类型，属于分化型甲状腺癌，其发病率

占所有甲状腺癌的 90% ~ 95%[2, 3]。绝大多数分化型甲状腺癌患者可以通过 “手术

＋131 I 治疗＋促甲状腺激素抑制”治疗模式获得良好的预后，而一小部分（2–5%）

分化型甲状腺癌患者在治疗或自然病程进展中，肿瘤细胞形态和功能将发生退行

性，分化表型缺失，从而成为碘难治型甲状腺癌[4-7]。因此，探讨 PTC发生的分子

机制，寻找潜在的治疗分子靶点具有重要临床意义。

本课题组在前期研究中发现，共转录因子 CITED1（Cbp/p300 interacting

transactivator with Glu/Asp rich carboxy-terminal domain 1）基因在 PTC 组织中

mRNA 表达水平显著高于癌旁组织[8]。CITED1最早在小鼠的黑色素瘤细胞中发现

[9]，后来发现在脊椎动物的发育过程中，CITED1也在心脏、四肢、轴向骨骼、肾

脏和胎盘的祖细胞中表达。另外，还发现 CITED1 可能在肾上皮形态形成过程中

起关键的协调作用，并参与乳腺的发育[10]。近年来大量研究还表明，CITED1可能

与 PTC的发展密切相关[11-14]，然而，其发挥作用的机制尚不清楚。目前，有研究

报道 CITED1在多种肿瘤中通过调控 Wnt/β-catenin 信号通路来促进肿瘤的恶性生

物学行为[10, 15, 16]。因此，CITED1 在 PTC中发挥的作用及其分子机制值得我们探

讨。

总之，本研究通过 RNA干扰技术研究了 CITED1基因沉默对体内和体外 PTC

细胞生长的抑制作用，并探讨了其是否通过Wnt/β-catenin信号通路起作用。希望

为探讨 CITED1的生物学作用及寻找潜在的分子治疗靶点提供依据。
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第一部分 CITED1通过Wnt/β-catenin信号通路促进

甲状腺乳头状癌恶性生物学行为的体外研究

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系及病毒载体

人甲状腺乳头状癌细胞系（K1、BCPAP、TPC-1）和人正常甲状腺组织细胞

Nthy-ori 3–1购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心。携带特异性靶向

CITED1 基 因 shRNA （ CITED1-shRNA ） 及 其 阴 性 对 照 shRNA （ negative

control-shRNA，NC-shRNA）的重组慢病毒[含有增强型绿色荧光蛋白（enhanced

green fluorescent protein，EGFP ）基因序列]均购自上海锐赛生物技术有限公司。

1.1.2 主要仪器与试剂

超净工作台 美国 Baker公司

恒温水浴箱 北京长风仪器仪表公司

恒温摇床 上海智成分析仪器有限公司

超纯水系统 日本 Tomy公司

低温高速离心机 德国 IKA公司

制冰机 美国 Thermo公司

酶标仪 美国 BioRod公司

微量移液器 法国 Eppendorf公司

荧光定量 PCR仪 Applied Biosystems

分光光度计 Therno scientific

化学发光成像仪 美国 BioRod公司

DMEM高糖培养基 美国 Gibco公司

胎牛血清 美国 Hyclone公司

PCR试剂盒 日本 Takara公司
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引物 日本 Takara公司

抗 CITED1抗体 美国 Abcam 公司

抗 beta-catenin抗体 美国 Abcam 公司

抗 c-myc抗体 美国 Abcam 公司

抗 cyclinD1抗体 美国 Abcam 公司

抗β-actin抗体 Proteintech公司

Western blot试剂盒 上海碧云天生物技术有限公司

ECL 化学发光试剂盒 美国 GeneCopoeia 公司

CCK-8试剂盒 北京博奥龙免疫技术有限公司

细胞凋亡检测试剂盒 上海碧云天生物技术有限公司

Transwell小室 美国 Corning公司

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养

人甲状腺乳头状癌细胞株（K1、BCPAP、TPC-1）和人甲状腺正常组织细胞

Nthy-ori 3–1在 DMEM培养液中（高糖且含 10%胎牛血清），37 ℃、CO2体积分

数为 5%及常规湿度条件下培养。待细胞生长至培养瓶的 80%～90%时，用 0.125%

胰蛋白酶消化并常规传代。

1.2.2 mRNA的检测

1.2.2.1 细胞总 RNA的提取

（1）当 6 孔板的细胞生长至 90% ~ 100% 时,取出并去其上清。然后用 PBS

洗涤两次，每孔加入 TRIZOL试剂 1 ml ,吹打均匀后将其移至 1.5 ml 无酶 EP管中。

（2）12000 rpm，5 min，4℃，离心。加氯仿 0.2 ml，轻摇 15 s。震荡混匀后

放置 15 min。

（3）12000 rpm，15 min，4℃，离心。然后将上清无色水相移至新的无酶 EP

管，加入 0.5 ml异丙醇，在室温下静置 10 min。

（4）12000 rpm，10 min，4℃，离心。观察管底的白色沉淀，弃去上清液，

用 1.0 ml 75% 乙醇洗涤。
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（5）7500 rpm，5 min，4℃，离心。弃上清，用小 Tip吸干液体。风干沉淀

后，加入 20μl DEPC处理过的水，吹打均匀，溶解总 RNA，并用分光光度计测量

OD值。

1.2.2.2 逆转录反应

（1）本实验使用的逆转录试剂盒为 takara 的 PrimeSciptTMRT reagent Kit with

gDNA Eraser，所有操作均在冰上进行。配制反应体系于 0.2 ml PCR管中。

Master Mix

试剂 使用量

5×gDNA Eraser Buffer 2.0 ul

gDNA Eraser 1.0 ul

Total RNA 1.0 ug

Rnase Free dH2O Up to 10 ul

室温下 5 min

（2）反转录反应：SYBR Green qPCR法

Master Mix

试剂 使用量

步骤 1的反应液 10.0 ul

PrimeScript RT Enzyme Mix I 1.0 ul

RT Primer Mix 4.0 ul

5×PrimeScript Buffer 2 4.0 ul

Rnase Free dH2O 1.0 ul

Total 20.0 ul

反应条件：37℃ 15 min → 85℃ 5 s → 4℃ ∞

1.2.2.3 Real Time PCR

(1) 反应体系（反应液在冰上配制）
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试剂 使用量

SYBR Premix Ex TaqⅡ 5.0 ul

PCR Forward Primer 0.4 ul

PCR Reverse Primer 0.4 ul

cDNA反应液 0.8 ul

dH2O 3.4 ul

Total 10.0 ul

PCR反应条件：95℃ 30 s；95℃ 5 s，60℃ 60 s

（2）基因引物：

CITED1基因的上游引物序列为 5’-CGGTGAAAGATCCCAAAGC-3’，

下游引物序列为 5’-GATCAAGGAGCCCTAGAG-GTT-3’；

内参β-actin基因的上游引物序列为 5’-GCACCCAGCACAATGAAGA-3’，

下游引物序列为 5’-ACTCTAACCGTACCGAAATAA-3’。

1.2.3 蛋白的检测

1.2.3.1 细胞总蛋白的提取

（1）PBS洗涤细胞 2次，用细胞刮将细胞刮下，移至 EP管中。

（2）5000 rpm，5 min，4℃，离心。弃上清，加入 80 ul细胞裂解液。

（3）冰上裂解 30min，每隔 5分钟震荡一次，期间全程在冰上进行。

（4）12000 rpm，15 min，4℃，离心。将其转移至新的 EP管中，按 4:1比

例加入 5×上样缓冲液将其稀释为 1×，混匀，然后在 100℃下煮 10 min，于-20℃

保存备用。

1.2.3.2 Western blot检测

（1）电泳：两块玻璃板之间灌注 12%分离胶，待其凝固之后，继续加入浓缩

胶，并插上齿梳，待浓缩胶凝固后，拔出齿梳，每孔加入 50 ug蛋白上样量，内外

槽加满电泳液后，于 80 V电压电泳 2.5 h。

（2）转膜：在 marker 指示下将目的胶切下，按照从负极到正极（海绵-滤纸-

胶-PVDF膜-滤纸-海绵）的三明治结构依次摆放，于 100 V电压转膜 60 min。

万方数据



重庆医科大学硕士研究生学位论文

14

（3）封闭：在室温条件下，将 PVDF膜浸泡在 5 %脱脂奶粉中，在摇床上封

闭 1.5 h。

（4）一抗孵育：将配制好的一抗孵育在膜蛋白面，并在 4℃冰箱中孵育过夜。

（5）二抗孵育：回收一抗，使用新配制的 TBST于摇床上反复洗涤膜，为 8

min×4 次；然后在室温下用配制好的二抗继续孵育膜 1 h，再在摇床上用 TBST清

洗膜，分别为 8 min×4 次。

（6）ECL显影。

1.2.4 慢病毒感染 K1细胞

取处于对数生长期的 K1细胞，用 0.125%胰蛋白酶溶液消化并制成细胞悬液。

按每孔 5×104个接种细胞于 6孔板中，然后置于培养箱中继续培养，至细胞融合度

约 30%时取出 6孔板；根据病毒的感染复数（multiplicity of infection，MOI）为 50，

加入滴度为 1×108 TU/mL、携带 CITED1-shRNA的重组慢病毒，5 μL/孔。72 h后，

在荧光显微镜下观察细胞中绿色荧光蛋白的表达，用绿色荧光显色细胞所占的百

分比表示感染效率。感染效率为 80%以上时进行后续实验。

1.2.5 CCK-8法检测细胞活力

收集感染效率为 80%以上的 K1细胞，将其接种于 5块 96孔板（每孔细胞数

为 3×10 3 个）中，每组设置 4个复孔。待细胞分别培养 1、2、3、4和 5 d后，向

每个孔中加入 10 μL CCK-8试剂，再于培养箱中继续培养 1 h后，用酶联免疫检测

仪测量每孔 450 nm波长处的 OD值，以此反映细胞的增殖活力。

1.2.6 FCM法检测细胞凋亡和细胞周期

收集感染效率为 80%以上的 K1细胞，用 PBS 缓冲液吹打成细胞悬液并移至

EP管中，每管细胞数约为 5×105个；加 入 5 uLAnnexinⅤ-EGFP并混匀后，再加

入 10 μL PI并混匀；置于室温、避光条件下，反应 15 min，最后通过流式细胞仪

检测细胞凋亡率。

另外，收集感染效率为 80%以上的 K1细胞，用 0.5 mL PBS重悬细胞并移至

灭菌试管中，于每管中加入 4℃预冷的 75%乙醇溶液 4.5 mL，将细胞固定 24 h，

然后用 PBS洗涤细胞。将细胞悬液转移到 EP 管中（每管细胞数为 1×106个）并
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加入 500 μL的 PI 溶液，4℃避光条件下进行常规染色反应 30 min，最后通过流式

细胞仪检测细胞周期分布。

1.2.7 划痕愈合实验检测细胞迁移

收集感染效率为 80%以上的 K1细胞并调整细胞浓度至 4×105个/mL。使用记

号笔在 6 孔板背后均匀的划线，然后将每组细胞接种于 6孔板中，置于细胞培养

箱中孵育。24 h后，取出 6孔板，在每孔中央用黄色枪头水平划痕，然后用 PBS

洗涤 3次；在光学显微镜下观察划痕的相对距离并拍照，将其作为 0 h划痕距离；

然后更换培养液为无血清的 DMEM培养液，置于培养箱中继续培养 12 h和 24 h，

分别在显微镜下观察划痕创面距离并拍照。使用 Image J软件分析细胞相对迁移率。

12或 24 h细胞相对迁移率（%）＝（0 h细胞划痕距离－12或 24 h细胞划痕距离）

/ 0 h细胞划痕距离×100%。

1.2.8 transwell实验检测细胞迁移和侵袭能力

收集感染效率为 80%以上的 K1 细胞，在 transwell 小室的下室中加入含 20%

FBS的细胞培养基 700 ul，再在其上室中加入 100 ul无血清培养基培养的细胞（细

胞数为 1×106个），将其放入 37℃、CO2 体积分数为 5%的培养箱中继续培养。24 h

后，取出小室，首先用棉签擦去上室中没有穿膜的细胞，用多聚甲醛来固定细胞

30 min，然后用结晶紫染色液染色细胞，显微镜下计数细胞数目。

1.2.9 统计

采用 SPSS 19.0软件对各实验结果进行统计学分析。本研究中所有实验均独立

重复 3次，结果中计量资料用 x ± s表示。通过方差分析进行多组间均数的比较，

并通过 LSD- t检验进行组内两两比较。以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CITED1在不同 PTC细胞中的表达鉴定

实时荧光定量 PCR结果（图 1.1 A）显示，CITED1在 PTC细胞 K1、BCPAP、

TPC-1中的mRNA 表达均较正常甲状腺组织细胞 Nthy-ori 3–1中的mRNA表达量
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高（F＝144.061，P＜0.001；LSD - t检验的 P值均＜0.001），并且还发现 K1细胞

中 CITED1的表达含量显著高于 BCPAP、TPC-1细胞。蛋白质印迹法（图 1.1 B）

也得到一样的结论（F＝240.039，P＜0.001；LSD - t检验的 P值均＜0.001），因此

K1细胞被选择用于下一步实验。

图 1.1 CITED1在人 PTC细胞中的过表达

Fig. 1.1 CITED1 was overexpressed in human PTC cells. ***P<0.001 compared to the

Negative and Control groups.

2.2 慢病毒成功感染 K1细胞

将 CITED1-shRNA 重组慢病毒及阴性空载体 NC-shRNA 慢病毒分别感染 K1

细胞 72 h后，荧光显微镜下观察发现，干扰组（图 1.2）和阴性对照组（图 1.2）

的绝大多数细胞都可见绿色荧光着色，与背景反差明显。结果提示，2组细胞中目

的 shRNA的转染效率均较高。

图 1.2 荧光显微镜下观察 CITED1-shRNA和 NC-shRNA慢病毒感染 72 h 后K1 细胞中的

绿色荧光蛋白表达情况

Fig. 1.2 The expression of green fluorescent protein in K1 cells after infection with the

CITED1-shRNA and the NC-shRNA 72 h was observed by fluorescence microscopy.
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2.3 CITED1基因被有效沉默

实时 real-time PCR 结果（图 1.3 A）显示，干扰组、阴性对照组和空白组的

CITED1 mRNA相对表达量分别为 0.16±0.03、0.99±0.15和 1.00±0.12；统计学分析

表明，干扰组的 CITED1 mRNA表达量明显低于阴性对照组和空白组（F＝55.94，

P＜0.001；LSD - t检验，P＜0.01，P＜0.001）。蛋白质印迹法检测结果（图 1.3 B）

显示，干扰组、阴性对照组和空白组的 CITED1 蛋白的相对表达水平分别为

0.425±0.07、1.038±0.03和 1.12±0.21；统计学分析结果显示，与阴性对照组和空白

组相比，干扰组的 CITED1 蛋白表达量明显降低（F＝26.30，P＝0.001；LSD - t

检验的 P 值均＜0.01）。上述结果表明，成功感染 CITED1-shRNA 慢病毒后，K1

细胞中 CITED1 mRNA和蛋白表达均被明显抑制，即 CITED1基因沉默的 K1细胞

株构建成功。

图 1.3 实时荧光定量 PCR（A）和蛋白质印迹法（B）分别检测 CITED1-shRNA转染后

K1 细胞中 CITED1 mRNA 和蛋白的表达水平

Fig. 1.3 The expressions of CITED1 mRNA and protein in K1 cells after transfection with

CITED1-shRNAwere detected by real-time fluorescent quantitative PCR (A) and Western

blotting (B), respectively. **P<0.01,***P<0.001 compared to the Negative and Control groups.

2.4 沉默 CITED1基因对 K1细胞增殖的影响

CCK-8实验结果（图 1.4）显示，继续培养细胞 1 d后，各组细胞的增殖活力

无明显差异（F＝1.256，P＞0.05）；然后继续培养 2、3、4及 5 d后，与空白组及

阴性对照组相比，干扰组的细胞增殖活力明显下降（LSD - t检验的 P值均＜0.01）；

而阴性对照组与空白组之间细胞增殖活力无显著差异（P值均＞0.05）。结果表明，

感染 CITED1-shRNA重组慢病毒后，K1细胞的增殖能力明显减弱。
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图 1.4 CCK-8 法检测 CITED1-shRNA转染后 K1细胞增殖改变

Fig. 1.4 The proliferation of K1 cells transfected CITED1-shRNAwas detected by CCK-8

method. *P<0.05 compared to the Negative and Control groups.

2.5 沉默 CITED1基因对 K1细胞凋亡率的影响

FCM法检测细胞凋亡的结果（图 1.5）显示，与空白组细胞凋亡率[（12.9±3.2）%]

及阴性对照组细胞凋亡率[（13.9±2.8）%]相比，干扰组细胞凋亡率[（28.2±3.1）%]

明显升高（F＝23.24，P＝0.001；LSD - t检验的 P值均＜0.01）；而阴性对照组与

空白组之间细胞凋亡率无显著差异（P＞0.05）。结果表明，感染 CITED1-shRNA

重组慢病毒后，K1细胞凋亡率明显增高。

图 1.5 FCM法检测 CITED1-shRNA转染后 K1细胞凋亡改变

Fig. 1.5 The apoptosis of K1 cells transfected CITED1-shRNAwas detected by CCK-8

method. **P<0.01 compared to the Negative and Control groups.

2.6 沉默 CITED1基因对 K1细胞周期的影响

FCM法检测细胞周期的结果（图 1.6）显示，与空白组及阴性对照组相比，干

扰组 G 0 /G 1期细胞比例明显增加（F＝13.27，P＝0.007；LSD - t检验的 P值均＝

0.007），而 G 2 期（F＝9.48，P＝0.014；LSD - t 检验，P＜0.05，P＜0.001）和 S

期（F＝5.54，P＝0.043；LSD - t 检验的 P值均＜0.05）细胞所占的比例明显减少；
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阴性对照组与空白组之间各期细胞所占比例无明显差异（P值均＞0.05）。结果表

明，感染 CITED1-shRNA重组慢病毒后，K1细胞周期被阻滞在了 G 0 /G 1期。

图 1.6 FCM法检测 CITED1-shRNA转染后 K1细胞周期改变

Fig. 1.6 The cell cycle distribution of K1 cells transfected CITED1-shRNAwas detected by

CCK-8 method. *P<0.05，**P<0.01 compared to the Negative and Control groups.

2.7 沉默 CITED1基因对 K1细胞迁移和侵袭的影响

划痕愈合实验结果（图 1.7 A）显示，划痕 12 h（F＝18.85，P＝0.003；LSD -

t检验的 P值均＝0.002）及 24 h（F＝215.28，P＜0.001；LSD - t检验的 P值均＜

0.01）后，干扰组的细胞相对迁移距离较空白组及阴性对照组明显减少，差异均有

统计学意义；而与阴性对照组及空白组相比，划痕 12 h及 24 h后的细胞相对迁移

距离均无显著差异（P值均＞0.05）。

Transwell实验结果（图 1.7 B）也显示，与空白组及阴性对照组相比，干扰组

细胞侵袭能力和迁移能力均显著减弱（F＝60.299，P＜0.001；LSD - t检验的 P值

均＜0.01）和（F＝106.251，P＜0.001；LSD - t检验的 P值均＜0.001）；而 K1 细

胞侵袭能力和迁移能力在阴性对照组与空白组之间均无统计学意义上的改变（P

值均＞0.05）。结果表明，感染 CITED1-shRNA 重组慢病毒后，K1细胞的迁移能

力和侵袭能力均明显减弱。
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图 1.7 细胞划痕愈合实验（A）和 transwell实验(B)检测 CITED1 基因沉默对 K1 细胞迁移

和侵袭能力的影响

Fig. 1.7 Effect of CITED1 gene silencing on the cell migration and invasion ability of K1 cells

was detected by cell scratch healing assay and transwell assay. **P<0.01, ***P<0.001

compared to the Negative and Control groups.
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2.8 沉默 CITED1基因对Wnt/β-catenin信号通路的影响

免疫印记法结果（图 1.8）显示，干扰组 Wnt/β-catenin 信号通路下游蛋白

beta-catenin、c-myc、cyclinD1的表达含量均较阴性组与空白组表达量增加，统计

学结果分别为（F＝8.887，P＝0.016；LSD - t检验的 P值均＜0.05）、（F＝10.034，

P＝0.012；LSD - t检验的 P值均＜0.01）和（F＝14.736，P＝0.005；LSD - t检验

的 P值均＝0.003）。结果表明，CITED1在 PTC 中可能通过抑制 Wnt/β-catenin 信

号通路来起作用。

图 1.8 蛋白质印迹法检测 CITED1-shRNA转染后Wnt/β-catenin信号通路的改变

Fig. 1.8 The ptotein of Wnt/β-catenin pathway in K1 cells transfected CITED1-shRNAwas

detected by CCK-8 method. *P<0.05，**P<0.01 compared to the Negative and Control groups.

3 讨论

甲状腺癌的发生和发展是一个涉及多种因素、多种基因、多种信号通路的复

杂过程。致癌基因的激活、肿瘤抑制基因的缺失及相关蛋白的异常表达均可导致

甲状腺滤泡细胞的异常增殖和突变，最终诱发肿瘤的形成。已有研究发现，鼠类

肉瘤滤过性毒菌致癌同源体 B1基因（v-raf murine sarcomaviral oncogene homolog，

BRAF）和 Ras 基因的突变、原癌基因酪氨酸激酶受体（proto-oncogenetyrosine

-protein kinase receptor，RET）/ PTC和配对盒基因 8（paired box gene 8，PAX 8）

/过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（peroxisome proliferator-activated receptor gamma，

PPARγ）染色体的重排，以及丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，
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MAPK）和磷脂酰肌醇 3激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）- 蛋白激酶 B

（protein kinase B，PKB）信号通路的激活都是诱发甲状腺癌发生的分子机制[17]。

因此，探讨甲状腺癌生物学行为的分子机制，对进一步提高甲状腺癌患者的治愈

率与生存率具有重大意义。

CITED1又名为黑色素细胞特异基因（melanocyte-specific gene 1， MSG1），

属于转录共激活因子家族。由 CITED1 基因编码的蛋白常作为转录辅助激活因子

来发挥生理作用，因此广泛参与 Cbp/P300依赖的转录调节反应，其转录调节能力

还受细胞周期中磷酸化调节[18]。随后研究发现，CITED1主要表达在肾源性的祖细

胞中，当细胞分化为肾上皮细胞时其表达水平明显降低[19, 20]。在前期研究中发现，

甲状腺癌组织中 CITED1 的表达水平较周围正常组织明显升高，但是关于其表达

增加的分子机制目前还不清楚[8]。有研究指出，CITED1在甲状腺组织中的高表达

与其启动子异常甲基化相关[11]。WATANABE [21]等发现，CITED1 基因在 PTC中

高表达与 BRAF基因突变有病理生理性的相关性，其中 BRAF基因突变是甲状腺

癌中最显著的基因突变。

临床研究发现，在 CITED1 高表达的成肾细胞瘤裸鼠移植瘤中肿瘤生长体积

明显增加[16, 22]。同样有研究表明，CITED1高表达可促进 Hep293TT成肝细胞瘤细

胞增殖[15]。VALERIE[10] 等发现，CITED1基因缺失的肠管肿瘤裸鼠模型生存时间

由 203.5 d延长到了 515 d。本研究采用 CCK-8实验检测到，通过 RNA 干扰技术

沉默 CITED1基因表达后的 PTC K1细胞增殖能力明显降低，同时 FCM法检测到

细胞凋亡率明显增高。这些发现都表明 CITED1能够促进肿瘤细胞的生长。

恶性肿瘤最基本的生物学特征之一是由细胞周期调控紊乱引起的细胞发生恶

性转化和肿瘤细胞的不可控增殖。本研究发现，沉默 CITED1基因表达后，K1细

胞处于 G 0 /G 1期细胞数目明显增加，G 2和 S期细胞数明显减少，表明细胞周期

阻滞在 G 0 /G 1期，细胞周期的阻滞从而使细胞生长能力受阻，这与细胞凋亡率

的增加和增殖能力的降低一致。

本研究还发现，在沉默 CITED1基因表达后，PTC K1细胞的迁移和侵袭能力

均显著减弱。CANTELLI[23]等研究发现，CITED1 在黑素瘤及其转移组织中表达丰

富，并且通过转化生长因子β（transforming growth factor-β，TGF-β）-Smad2-CITED1

轴的方式促进肿瘤转移。SCHULTEN[24]等比较了 PTC脑转移瘤、甲状腺癌及脑肿
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瘤的微阵列表达谱，发现 CITED1基因在 PTC脑转移瘤中表达水平明显上调。上

述结果表明，CITED1在恶性肿瘤的侵袭中发挥了重要作用。

综上所述，本研究初步探讨了 CITED1 基因在 PTC中的作用，发现 CITED1

基因高表达可能促进 PTC细胞增殖与迁移等生物学行为。
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第二部分 CITED1通过Wnt/β-catenin信号通路促进

甲状腺乳头状癌恶性生物学行为的体内研究

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株

同第一部分

1.1.2 实验动物

15只 4-5周龄雌性裸鼠，由重庆医科大学实验动物中心提供并饲养。

1.1.3 主要仪器与试剂

同第一部分

1.2 实验方法

1.2.1 裸鼠移植瘤模型的建立

在注射细胞悬液之前，用碘伏局部消毒裸鼠皮肤。将细胞悬液吹打均匀，用

1ml注射器抽取细胞悬液（细胞浓度为 2×108个/ ml），然后平行进针至右侧腋窝皮

下，慢慢向前约 1.5 cm，吸吮，无血液，推注 0.1 mL细胞悬液后快速拔针，用棉

签按压数秒，并观察局部是否有漏液、出血等情况发生。每隔 3天观察一次老鼠

精神状态，用游标卡尺测量并记录瘤体长度（L）与宽度(W)，计算肿瘤体积：

V=L×W2×0.5。27天后，处死裸鼠，取出完整的移植瘤并称取瘤重，于液氮中储存

用于后续实验。

1.2.2 Western blot检测

同第一部分
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1.2.3 统计

同第一部分

2 结果

2.1 瘤体生长实验

本实验成功建立人甲状腺乳头状癌 K1细胞裸鼠移植瘤模型，一周左右观察到

除干扰组有 1只裸鼠未见明显移植瘤以外，其余 14只裸鼠均形成肉眼可见皮下肿

瘤。从图 2.1 中可得知，干扰组裸鼠瘤体生长速度更慢，生长受到明显抑制。第

27天后，三组体积分别为：干扰组：301.13 ± 140.13，阴性组：1408.77 ± 368.84，

空白组：1554.41 ± 394.43，统计学具有显著差异（F＝22.980，P＜0.001；LSD - t

检验，均 P＜0.001）。同时观察到干扰组裸鼠移植瘤的体重也明显低于阴性组和空

白组（F＝10.411，P＝0.003；LSD - t检验，均 P＜0.01）。

图 2.1 裸鼠移植瘤实验

Fig. 2.1 Tumor transplantation in nude mice. **P<0.01 compared to the Negative and

Control groups

2.2 Western blot检测

与第一部分体内实验结果一致，免疫印迹法结果显示，沉默 CITED1基因后

的移植瘤内 beta-catenin、myc、cyclinD1蛋白表达含量增加，统计学结果分别为（F

＝5.927，P＝0.038；LSD - t检验的 P值均＜0.05）、（F＝19.729，P＝0.002；LSD -

t检验的 P值均＜0.01）和（F＝7.80，P＝0.021；LSD - t检验的 P值均＜0.05）。

实验结果说明 CITED1基因抑制Wnt/beta-catenin信号通路。
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图 2.2蛋白质印迹法检测 CITED1-shRNA转染后Wnt/β-catenin信号通路的改变

Fig. 2.2 The ptotein of Wnt/β-catenin pathway in K1 cells transfected CITED1-shRNAwas

detected by CCK-8 method. *P<0.05，**P<0.01 compared to the Negative and Control groups.

3 讨论

本研究在第一部分通过 RNA 干扰技术沉默 CITED1 基因的表达后，观察到

K1细胞的增殖活力减低，细胞凋亡率增加，细胞周期阻滞在 G 0 /G 1期，细胞迁

移及侵袭能力减弱，从而证明了 CITED1有促进 PTC恶性生物学行为的作用。为

进一步验证该作用，本部分实验采用将甲状腺乳头状癌 K1细胞注射入裸鼠皮下，

构建皮下移植瘤模型的方式，在体内验证 CITED1基因在 PTC中的作用。本部分

实验结果显示，干扰组裸鼠移植瘤生长速度明显低于空白组及阴性组；并且 27天

处死裸鼠后，取出的瘤体体积及瘤重也均低于另外两组，说明 CITED1 促进裸鼠

PTC移植瘤的生长。该结果与体外实验结果一致，均提示 CITED1促进 PTC的恶

性生物学行为，CITED1在 PTC中具有一定的致瘤作用。

在正常成年人中，Wnt信号通路涉及细胞许多的重要功能，通过调节上皮细

胞的增殖、干细胞活化及自我更新来维持组织稳态；同时，Wnt信号通路也参与

许多肿瘤的发生，包括乳腺癌、肺癌、甲状腺癌和肠道肿瘤[25-28]。Wnt信号通路有

多种参与途径，包括经典途径和非经典途径，典型的经典途径就是Wnt/beta-catenin

信号通路途径，当 Wnt 蛋白与受体结合后，通过一系列的反应使细胞核内的

beta-catenin蛋白表达含量相应增加，Wnt途径被激活，beta-catenin下游蛋白 c-myc、

cyclinD1、c-jun 蛋白表达也相应增加。在甲状腺癌中，Wnt信号通路的大量激活
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使得甲状腺肿瘤生长，并且在甲状腺癌中主要是Wnt /beta-catenin通路激活发挥作

用[29]。国外多项研究发现 CITED1与Wnt/beta-catenin 信号通路相关，CBP和 P300

参与Wnt信号通路的调节，而 CITED1 广泛参与 CBP/P300依赖的转录调节反应,

因此，CITED1 可能作为一个辅助调节因子来辅助调节 CBP/P300参与的干细胞维

护及细胞分化等作用[30, 31]。我们的研究中发现，CITED1-shRNA 组Wnt信号通路

下游蛋白 beta-catenin、c-myc、cyclinD1表达量较空白组及阴性明显增加，体内外

Western blot实验均证明了 CITED1抑制肿瘤的Wnt/beta-catenin信号通路。然而有

趣的是肿瘤的发生却多是Wnt通路的激活导致细胞增殖失控所致，这看似矛盾的

现象在 CITED1过表达的多种肿瘤均有出现，CITED1缺失的肠道肿瘤Wnt通路明

显激活，CITED1核内富集的Wlims瘤Wnt通路受到抑制，这些研究均发现 CITED1

在不同肿瘤中通过抑制Wnt通路发挥作用。针对这一现象 Murphy 给出的解释是

CITED1缺失使Wnt通路的异常激活，肿瘤增殖、凋亡都明显增加，分化能力降低，

但凋亡水平大于增殖水平，所以 CITED1 缺失的小鼠生存时间明显延长[10, 15, 16]。

我们认为可能是 CITED1的磷酸化作用使Wnt通路关键蛋白 beta-catenin核内表达

降低，因此该通路受到抑制，下游 c-myc、cyclinD1蛋白表达也相应降低。因此，

CITED1在不同肿瘤中均抑制Wnt/beta-catenin信号通路。

在体内外实验中，CITED1 干扰组 PTC细胞及移植瘤生长能力均明显下降，

并且干扰组Wnt/beta-catenin信号通路下游蛋白 beta-catenin、c-myc、cyclinD1表达

量增加。以上研究结果表明 CITED1通过Wnt/beta-catenin信号通路促进 PTC的恶

性生物学行为。
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全文总结

本研究通过慢病毒介导构建 CITED1 基因干扰 PTC 细胞株的方法研究了

CITED1基因在 PTC中的作用及发挥作用的相关信号通路。现总结如下：

一、本研究中发现所有 PTC细胞株 CITED1 mRNA及蛋白含量均较正常甲状

腺组织细胞表达更高，并且 K1细胞是所有 PTC细胞中相对表达量最高的细胞株，

因此我们选择 K1细胞用于后续实验。

二、在体外实验中，CCK-8实验检测到 CITED1-shRNA组细胞生长速度明显

低于阴性组及空白组；流式实验发现 CITED1-shRNA组细胞凋亡率显著增加，细

胞周期阻滞在了 G 0 / G1期；细胞划痕实验及细胞迁移实验均发现 CITED1-shRNA

组细胞迁移和侵袭能力明显减弱。以上研究结果表明 CITED1促进 PTC细胞的恶

性生物学行为。

三、在体内实验中，通过皮下成瘤方法，成功构建 CITED1-shRNA裸鼠 PTC

移植瘤；在 27d的观察中我们发现 CITED1-shRNA 组裸鼠移植瘤的生长速度明显

低于阴性组及空白组，并且最终剥离出的瘤组织体积及重量均显著小于另外两组。

以上研究结果表明 CITED1促进 PTC裸鼠移植瘤的生长。

四、本研究通过 Western blot 实验检测 Wnt/beta-catenin 信号通路下游蛋白

beta-catenin、c-myc、cyclinD1的表达量，发现 CITED1-shRNA 组各蛋白表达量均

显著增加，以上结果说明 CITED1 可能是通过抑制 Wnt/beta-catenin 信号通路在

PTC中来发挥作用。
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文献综述

碘难治性分化型甲状腺癌治疗的研究进展

摘要：大多数分化型甲状腺癌(differentiated thyroid cancer，DTC)可以通过 “手

术＋131 I 治疗＋促甲状腺激素抑制”治疗模式获得良好的预后；然而，一小部分

DTC 的患者在治疗或自然病程进展中丧失了碘摄取能力而发展成为碘难治性

DTC(radioiodine-refractory DTC，RAIR-DTC)。随着对 RAIR-DTC分子生物学的深

入研究，靶向药物治疗为 RAIR-DTC 提供了新的治疗方法。为进一步提升治疗

RAIR-DTC患者的临床疗效，改善患者预后，本研究就 RAIR-DTC 的治疗进展进

行综述。

关键词：分化型甲状腺癌，碘难治性，靶向治疗，进展

甲状腺癌是临床上较为常见的头颈部恶性肿瘤，常根据病理将甲状腺癌分为

乳头状甲状腺癌、滤泡状甲状腺癌、髓样甲状腺癌及未分化型甲状腺癌 4种类型，

其中乳头状甲状腺癌（PTC）及滤泡状甲状腺癌(FTC)均属于分化型甲状腺癌

(differentiated thyroid cancer，DTC)。DTC细胞具有共同的生理特性，即在促甲状

腺激素(thyroid stimulating hormone，TSH) 的调节作用下从血液中摄取碘并合成甲

状腺激素，放射性碘(radioiodine，RAI)治疗正是利用这一共同特征来达到治疗效

果的。绝大多数的 DTC患者可通过“手术＋131 I治疗＋促甲状腺激素抑制”治疗获

得良好的预后[1, 2]，但是一小部分（2–5%）DTC 在治疗过程或自然病程中，肿瘤

细胞形态和功能将发生退行性变化，分化表型逐渐缺失导致摄碘能力丧失，从而

发展成为碘难治型分化型甲状腺癌(radioiodine-refractory DTC，RAIR-DTC)[3-6]。

DTC患者主要的死因是远处转移。研究表明，远处转移病灶的碘摄取能力与 DTC

患者的预后密切相关[7, 8]，摄碘的患者 10年生存率可达 56%，而不摄碘患者 10年

生存率低于 10% [8]。因此，RAIR-DTC 的相关研究已成为目前甲状腺癌领域研究

的难点和热点。本文将结合国内外相关文献，详细阐述现阶段 RAIR-DTC的治疗

进展。
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1 局部治疗

当 DTC复发或转移的癌灶局限、在身体的关键部位构成致命风险或者伴随临

床症状时，局部治疗需要被考虑。治疗方式包括手术切除、化疗药物栓塞、体外

放疗、射频消融术和冷冻消融术等方式。DTC患者约 15-30%发生转移，而远处转

移占其中的 5-10%。在所有的远处转移部位中，肺转移是最常见的，发生率约 50%；

骨转移仅随其后，发生率约 25%；而同时发生肺转移与骨转移者占 20% [8]。立体

定向放疗 (stereotactic body radiotherapy，SBRT)、调强放疗 (intensity-modulated

radiotherapy，IMRT)、射频消融(radiofrequency ablation，RFA)及冷冻治疗为较常采

用的局部治疗手段。2015年 ATA指南强烈推荐：对于具有局部并发症伴高危风险

的远处转移 RAIR-DTC患者，在进行全身系统治疗之前，应优先选择 SBRT、RFA

或冷冻治疗等局部治疗方法[9]。研究报道，发生局部肺转移的患者在进行手术治疗

或者外放射治疗（external beam radiotherapy treatment，EBRT)等局部治疗控制后，

患者反应治疗疗效较好[10]。同样对于 DTC伴骨转移的患者，尤其是骨折风险高、

骨痛明显和存在脊髓压迫潜在风险的患者，可以考虑应用体外放疗减轻相应临床

症状以改善患者生存质量[11]。

2 全身治疗

随着对 RAIR-DTC分子生物学的深入研究，许多分子靶向治疗药物已显示出

良好的应用前景。分子靶向药物通过干预或阻止肿瘤细胞特定的基因/分子改变，

从而在分子生物学层面遏制肿瘤的恶性生物学行为。在未来，分子靶向药物治疗

有望成为 RAIR-DTC患者的主要治疗方式，它所针对的靶点包括血管内皮生长因

子( VEGF )、磷脂酰肌醇激酶( P13K )和丝裂原活化蛋白激酶( MAPK )信号通路。

2.1 索拉非尼

索拉非尼是一种口服多激酶抑制剂，可抑制 RAF-1、B-RAF 激酶活性，以及

VGFR-2、VGFR-3、PDGFR-β、KIT 等多种受体的酪氨酸激酶活性[12]。2005年 FDA

批准索拉非尼用于治疗晚期肾癌患者；2007年该药物的适应证又再次扩大，也可

用于治疗不能手术切除的肝癌患者。一项Ⅲ期临床试验研究表明，索拉非尼应用

万方数据



重庆医科大学硕士研究生学位论文

34

于局部晚期、转移性和 RAIR-DTC患者时有显著的疗效，该研究是将来自 18个国

家 77个中心的 417例患者随机分为索拉非尼组和安慰剂组进行观察，随着疾病的

进展，安慰剂组患者可进入索拉非尼组，其主要观察结果为无进展生存期。结果

显示索拉非尼组无进展生存期显著长于安慰剂组( 10．8个月比 5．8个月)[13]，这

一研究成果使索拉非尼在美国获得了继转移性肾癌和进展期肝癌之后的第三项适

应证，索拉非尼于 2017年 3月在中国也获得了批准。

2.2 乐伐替尼

乐伐替尼是另一种口服多受体酪氨酸激酶抑制剂，可抑制 VEGFR1-3、

PDGFR、RET、FGFR1-4和 c-Kit等激酶活性。2015年 2月乐伐替尼在美国上市，

其适应症主要是针对有局部复发、转移或进展性 DTC及 RR-DTC患者的治疗[14]。

其第 Ⅲ 阶段临床试验主要研究对比了乐伐替尼与安慰剂在 RAIR-DTC患者的作

用。结果显示，乐伐替尼显著延长了患者的无进展生存期（18．3个月比 3．6个

月）。同时这项研究中的 392例患者应用乐伐替尼后出现了前所未有的反应率，其

反应率为 64.8%，而安慰剂组仅仅只有 1. 5% [15]。2018 年，Hewett[16]等综合阐述

了乐伐替尼的临床应用前景。除此之外，乐伐替尼还被用于治疗MTC。因此，无

论是 RR-DTC患者还是MTC患者，乐伐替尼作为新型靶向药物均有较高的潜在应

用价值[17]。

2.3 凡德他尼

凡德他尼也是一种口服的小分子多靶点酪氨酸激酶抑制剂，它主要成分是化

学合成的苯胺喹唑啉。除可同时抑制多种酪氨酸激酶外，还可选择性地抑制丝氨

酸/苏氨酸等激酶。由于它的多靶点联合阻断信号传导作用，凡德他尼成为了一种

肿瘤多通道信号传导抑制剂。2012年，Lancet上发表了关于凡德他尼的随机、对

照、双盲的Ⅱ期临床试验[18]。该研究纳入了来自 16个欧洲医学中心的 145例进展

性或转移性 RR-DTC患者，其中 HTC 57例(39. 3%)、PTC 49例(33. 8%)、FTC 20

例(13. 8%)。结果显示，凡德他尼组的无进展生存期明显长于安慰剂组( 11. 1个月

比 5. 9个月)。凡德他尼的Ⅲ期临床研究共纳入了 331例MTC患者，其按 2∶ 1比

例平均分为凡德他尼组(500mg/d)和安慰剂组，主要研究终点为 PFS。24个月的中
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位随访时间后，结果表明，37%的患者进展，15%的患者死亡；与安慰剂组相比，

治疗组的 PFS风险比为 0. 46 [19]。

2.4 分子靶向治疗挑战

近年来，随着 RAIR-DTC的分子机制研究取得不断进步，许多分子靶向治疗

药物已显示出广阔的应用前景。但同时，我们可以发现即使一些 RAIR-DTC患者

已经处在碘的难治性状态下，其仍可生存相当长时间，因此有关靶向治疗的最佳

时机的选择仍是当前的难点。当 RAIR-DTC患者处于病情稳定或缓慢无快速进展

状态时，目前各指南均建议不必立即开始其他相关的治疗。TSH抑制治疗可以继

续，并且每 3~12个月密切监测血清学及影像学改变[20-22]。且分子靶向治疗药物虽

然延长了患者的无进展时间，但是现阶段没有确切证据表明其可以延长 DTC患者

的生存时间，故患者靶向药物治疗对患者长远影响来看是否真的受益并不明确；

同时 RAIR-DTC易发于老年人群，该人群对靶向药物不良反应如腹泻、厌食、乏

力、手足皮肤反应以及高血压等耐受能力较差，故对于同时患有高血压的老年患

者而言，应用靶向药物无疑还会增加该类患者心脑血管疾病的发生率，其对患者

也会带来一定的危害，对于此类患者应当权衡利弊，决定是否使用靶向药物，或

适当减量[23]。另外关于分子靶向治疗药物的停药时机，肿瘤学的停药原则是:在治

疗过程中疾病再次出现进展时，或出现难以耐受的不良反应时停药。然而，一旦

停止这些增殖通路的抑制剂，肿瘤生长可能会激增[24]，目前没有较好的应对方法。

3 总结

RAIR-DTC是目前甲状腺癌治疗的难点。通过对 RAIR-DTC患者进行个体化

的管理和治疗，能明显控制患者的病情进展。因此，如何进行 RAIR-DTC的个体

化治疗，如何平衡疗效与不良反应，以及如何改善这些患者的生存率，这将是未

来临床研究的重点和努力的方向。
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