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【摘要】 　 目的　 探讨甲状腺素（Ｔ４）能否通过整合素 αｖβ３ 影响分化型甲状腺癌（ＤＴＣ）细胞增

殖、转移潜能及其分子机制。 方法　 体外培养甲状腺乳头状癌 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 及甲状腺滤泡状癌（ＦＴＣ）
１３３ 细胞株，采用免疫荧光和流式细胞术分析细胞表面整合素 αｖβ３ 的表达水平。 给予 Ｔ４、四碘甲状

腺乙酸（Ｔｅｔｒａｃ）、精氨酸⁃甘氨酸⁃天冬氨酸（ＲＧＤ）多肽单独或联合处理 ＤＴＣ 细胞后，应用细胞计数试

剂盒⁃８（ＣＣＫ⁃８）法及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室迁移和侵袭实验检测细胞增殖和转移潜能的变化。 通过小干扰

ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）转染模型验证整合素 αｖ 或 β３ 亚基沉默能否逆转 Ｔ４ 对 ＤＴＣ 细胞的作用。 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测下游信号蛋白磷酸化细胞外信号调节激酶（ｐ⁃ＥＲＫ）１ ／ ２、总细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）１ ／ ２
的表达水平。 应用丝裂原活化蛋白激酶的激酶（ＭＥＫ）１ ／ ２ 的抑制剂 ＧＳＫ１１２０２１２ 阻断 ＥＲＫ１ ／ ２ 磷酸

化，检测其对 Ｔ４ 处理细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响。 多组间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 法。 结果　 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 细胞整合素 αｖβ３ 表达均呈阳性，相对平均荧光

强度（ＭＦＩ）分别为 ６１．９３±１８．６１、１６．８９±２．４３ 和 ３２．３６±０．８３，阳性细胞百分比分别为（９４．３８±１．３０）％、
（７４．１１±３􀆰 ８７）％和（５０．６７±１．７８）％（Ｆ 值：１３．３６ 和 ２１７．３０，Ｐ 值：０．００６ 和＜０．００１）。 Ｔ４ 组 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和

ＦＴＣ１３３ 细胞的增殖、迁移和侵袭能力较对照组明显增强（９６ ｈ，Ｆ 值：６２􀆰 ６７ ～ ２９７．５０，ｑ 值：１３．１５ ～
２０􀆰 ７３，均 Ｐ＜０．００１）；Ｔ４＋Ｔｅｔｒａｃ 和 Ｔ４＋ＲＧＤ 多肽处理组 ＤＴＣ 细胞的增殖、迁移和侵袭能力较 Ｔ４ 组明

显减低（９６ ｈ，ｑ 值：８．６１～１７．５４，均 Ｐ＜０．００１）。 利用 ｓｉＲＮＡ 敲减整合素 αｖ 或 β３ 亚基可明显抑制 Ｔ４

对 ３ 种 ＤＴＣ 细胞的促增殖、迁移和侵袭作用（７２ ｈ，Ｆ 值：７．７５～ ７０．９８，ｑ 值：４􀆰 ７７～ １５．２１，均 Ｐ＜０．０５）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，Ｔ４ 处理导致 ＤＴＣ 细胞 ＥＲＫ１ ／ ２ 磷酸化水平明显升高，且 Ｔ４ 诱导的 ＥＲＫ１ ／ ２ 信

号通路激活可被 Ｔｅｔｒａｃ、ＲＧＤ 多肽、整合素 αｖ 或 β３ 亚基敲减所阻断。 ＧＳＫ１１２０２１２ 可以明显逆转 Ｔ４

诱导的细胞增殖、迁移和侵袭（９６ ｈ，Ｆ 值：４７．５３～１５１．４０，ｑ 值：１０􀆰 ３２～ １６．６５，均 Ｐ＜０．００１）。 结论　 Ｔ４

通过与整合素 αｖβ３ 结合，激活 ＥＲＫ１ ／ ２ 通路促进 ＤＴＣ 细胞的增殖和转移能力。
【关键词】 　 甲状腺肿瘤；整合素 αｖβ３；甲状腺素；细胞外信号调节 ＭＡＰ 激酶类；ＲＮＡ，小分子干扰
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１０．３２－１６．６５， ａｌｌ Ｐ＜０．００１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔ４ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ＤＴＣ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖβ３ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＥＲＫ１ ／ ２ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｔｈｙｒｏｉｄ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ； Ｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｌｐｈａＶｂｅｔａ３； Ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ； Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅｓ； ＲＮＡ， ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８１９０２３２２）； Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｂａｓｉｃ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （２０２０ＪＱ⁃５２６）

ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｃｎ３２１８２８⁃２０２３０５０４⁃００１１９

　 　 通过服用外源性甲状腺素（ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ， Ｔ４）抑制

血清促甲状腺激素 （ ｔｈｙｒｏｉｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，
ＴＳＨ）水平以减少肿瘤复发，是目前分化型甲状腺癌

（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｔｈｙｒｏｉｄ ｃａｎｃｅｒ， ＤＴＣ）综合治疗的重要

环节。 但近年研究表明，超量 Ｔ４ 使得更低的 ＴＳＨ
未能有效抑制肿瘤复发［１］。 一些 ＤＴＣ 的生长不依

赖于 ＴＳＨ，即使将 ＴＳＨ 抑制到很低的水平，仍很难

延缓此类患者的病情发展［２］，这提示对 ＤＴＣ 可能应

制定个体化的 ＴＳＨ 抑制治疗方案。 整合素 αｖβ３ 是

１ 种异二聚体跨膜受体，在多种肿瘤细胞高表达，对
肿瘤血管生成、侵袭和转移起着重要作用［３］，其与

高危 ＤＴＣ 患者预后不良密切相关［４］。 近期研究显

示，Ｔ４ 可通过 Ｔ４⁃αｖβ３ 复合物激活细胞外信号调节

激酶（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ， ＥＲＫ）１ ／ ２
信号通路，导致肿瘤进展［５］。 本研究通过体外实验

探究 Ｔ４ 能否通过整合素 αｖβ３ 促进 ＤＴＣ 进展，并探

索其相关机制。

材料与方法

１．主要试剂和药物。 胎牛血清（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒ⁃
ｕｍ， ＦＢＳ）购自上海吉泰依科赛生物科技公司。 活

性炭吸附 ＦＢＳ 购自以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ⁃Ｂｅｉｔ
Ｈａｅｍｅｋ 公司。 细胞计数试剂盒⁃８（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８，
ＣＣＫ⁃８）购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司。
Ｔ４ 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。 四碘

甲状腺乙酸（ｔｅｔｒａｉｏｄｏｔｈｙｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， Ｔｅｔｒａｃ）购自上

海源叶生物科技公司。 精氨酸⁃甘氨酸⁃天冬氨酸

（Ａｒｇ⁃Ｇｌｙ⁃Ａｓｐ， ＲＧＤ）多肽和 ＧＳＫ１１２０２１２ 购自美国

ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍ 公司。 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ

公司。 蛋白酶抑制剂购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。
２．细胞培养及整合素 αｖβ３ 表达水平测定。 甲

状腺乳头状癌（ｐａｐｉｌｌａｒｙ ｔｈｙｒｏｉｄ ｃａｎｃｅｒ， ＰＴＣ）细胞

株 ＴＰＣ⁃１ 和 Ｋ１、甲状腺滤泡状癌（ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｔｈｙｒｏｉｄ
ｃａｎｃｅｒ， ＦＴＣ）细胞株 ＦＴＣ１３３ 分别培养于含体积分

数 １％青霉素 ／链霉素、１０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 或

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中。 在 Ｔ４ 处理实验中，ＤＴＣ 细胞

培养使用体积分数 １０％活性炭吸附的 ＦＢＳ。 行免疫

荧光实验检测整合素 αｖβ３ 在 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３
细胞表面的表达和分布；行流式细胞术实验定量分析

其在 ３ 种 ＤＴＣ 细胞表面的表达水平。
３． Ｔ４ 对 ＤＴＣ 细胞增殖、迁移和侵袭的影响分

析。 分别将 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 细胞分为以下组

别：对照组、Ｔ４（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）组、Ｔｅｔｒａｃ（１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）
组、ＲＧＤ（５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）组、Ｔ４ ＋Ｔｅｔｒａｃ 组、Ｔ４ ＋ＲＧＤ 组。
（１）增殖实验。 在 ９６ 孔板接种细胞，ＦＴＣ１３３ 细胞

的接种密度为 ２×１０３ 个细胞 ／孔，ＴＰＣ⁃１ 和 Ｋ１ 细胞

的接种密度为 ８００ 个细胞 ／孔。 ３７ ℃ 培养过夜贴

壁。 分别处理 ０、２４、４８、７２、９６ ｈ 后，每孔加入 １０ μｌ
ＣＣＫ⁃８ 溶液，３７ ℃温育 ２ ｈ。 采用 ＦｌｅｘＳｔａｔｉｏｎ ３ 酶标

仪测定各孔 ４５０ ｎｍ 处的吸光度（Ａ），计算细胞增殖率。
细胞增殖率 ＝ Ａ实验组 ／ Ａ对照组 ×１００％。 实验重复 ３ 次。
（２）迁移和侵袭实验。 采用 １ ｍｇ ／ ｍｌ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质

胶覆盖 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室底部进行侵袭实验［６］。 上述

组别处理细胞 ２４ ｈ 后，消化收集细胞，重悬于无血

清的培养基。 在 ２４ 孔板中加入含体积分数 １０％
ＦＢＳ 的培养基，放入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室，在上室接入 ６×
１０４ 个细胞。 培养箱中温育 ２４ ｈ 后，体积分数 ７０％
冰乙醇固定细胞并用质量分数 ０．５％结晶紫染色。
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在光学显微镜下对不同组小室进行拍照观察。
４．小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ， ｓｉＲＮＡ）

敲减对 Ｔ４ 发挥作用影响的探讨。 （１） ｓｉＲＮＡ 转染。
按说明使用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａ ｍｉｎｅ ２０００ 试剂进行

αｖ ｓｉＲＮＡ、β３ ｓｉＲＮＡ 或阴性对照 （ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，
ＮＣ） ｓｉＲＮＡ 转染 ＤＴＣ 细胞。 其序列是 ｓｉ⁃αｖ（正义：
５′⁃ＧＣＡＧＧＵＣＵＣＡＧＵＧＵＣＵＣＵＡＴＴ⁃３′， 反 义： ５′⁃ＵＡ⁃
ＧＡＧＡＣＡＣＵＧＡＧＡＣＣＵＧＣＴＴ⁃３′）和 ｓｉ⁃β３（正义：５′⁃ＧＵ⁃
ＧＵＣＡＣＣＡＵＡＣＡＵＧＵＡＵＡＴＴ⁃３′， 反义：５′⁃ＵＡＵＡＣＡＵＧ⁃
ＵＡＵＧＧＵＧＡＣＡＣＴＴ⁃３′）。 （２） ｓｉＲＮＡ 敲减后的影响。
分析 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 组、ＮＣ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）组、αｖ

ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组、β３ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组的 ＤＴＣ 细胞增殖、迁
移和侵袭情况。

５． ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路的探讨。 ＥＲＫ１ ／ ２ 是将细胞

外信号传递到细胞核的重要环节，ＥＲＫ１ ／ ２ 磷酸化后

才能发挥生物学效应。 （１）磷酸化 ＥＲＫ（ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ＥＲＫ， ｐ⁃ＥＲＫ）１／ ２ 蛋白水平测定。 行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，检
测对照组、Ｔ４ 组、Ｔ４＋Ｔｅｔｒａｃ 和 Ｔ４＋ＲＧＤ 组的 ｐ⁃ＥＲＫ１／ ２
和总 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白水平；另检测 αｖ 或 β３ 亚基敲减

后 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 组、ＮＣ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组、αｖ ｓｉＲＮＡ 组、αｖ

ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组、β３ ｓｉＲＮＡ 组、β３ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组的 ｐ⁃ＥＲＫ１／ ２
和总 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白水平。 （２）阻断 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通

路的影响。 丝裂原活化蛋白激酶的激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ， ＭＥＫ）１ ／ ２ 是 ＥＲＫ１ ／ ２
信号通路磷酸化的上游调节激酶。 应用 ＭＥＫ１／ ２ 抑

制剂 ＧＳＫ１１２０２１２ 阻断下游 ＥＲＫ１／ ２ 的磷酸化，分析对

照组、Ｔ４（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）组、Ｔ４＋ＧＳＫ１１２０２１２（１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）组
的 ＤＴＣ 细胞增殖、迁移和侵袭情况。

６．统计学处理。 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２２．０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ６．０ 软件进行统计分析。 符合正态分布的定

量资料用 􀭰ｘ±ｓ 表示。 采用单因素方差分析比较多组

样本间的统计学差异，组间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 法。
Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１．整合素 αｖβ３ 在 ３ 种 ＤＴＣ 细胞表面的表达情

况。 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 细胞表面均表达整合素

αｖβ３，但表达水平不同。 三者整合素 αｖβ３ 表达的相

对平均荧光强度（ｍｅａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ， ＭＦＩ）
分别为 ６１．９３±１８．６１、１６．８９±２．４３ 和 ３２．３６±０．８３，阳
性细胞百分比为（９４．３８±１．３０）％、（７４．１１±３．８７）％和

（５０．６７±１．７８）％，差异均有统计学意义（Ｆ 值：１３．３６
和 ２１７．３０，Ｐ 值：０．００６ 和＜０．００１）。

２． Ｔ４ 通过与整合素 αｖβ３ 结合促进 ＤＴＣ 细胞增

殖、迁移和侵袭。 （１）增殖实验结果。 对照组、Ｔ４

组、Ｔｅｔｒａｃ 组、ＲＧＤ 组、Ｔ４＋Ｔｅｔｒａｃ 组、Ｔ４＋ＲＧＤ 组 ３ 种

ＤＴＣ 细胞处理后 ９６ ｈ， ＴＰＣ⁃１ 细胞增殖率分别为

（１００．００±１．９０）％、（１２１．４１±１．４５）％、（６９．９５±２．２６）％、
（８４．７５±１．１３）％、（１０７．９２±２．５５）％和（１０３．０８±１．２１）％，
Ｋ１ 细胞增殖率分别为（１００． ００ ± ２． ３７）％、（１１８． ２２ ±
２􀆰 ３１）％、（９１．２９±２．８１）％、（８８．０９±１．１２）％、（１０６．１７±
２􀆰 ７４）％、（１０４．６２±２．３８）％，ＦＴＣ１３３ 细胞增殖率分

别为（１００．００±１．４２）％、（１２０．８３±１．６４）％、（８７．３７±
１􀆰 ０６）％、（８５．８４±２．１０）％、（１０７．１８±２．５８）％、（１０４．１７±
３􀆰 ５１）％。 与 对 照 组 相 比， Ｔ４ 组 ＴＰＣ⁃１、 Ｋ１ 和

ＦＴＣ１３３ 细胞的增殖能力明显增强（Ｆ 值：２９７． ５０、
６２􀆰 ６７、１１４． ５０， ｑ 值： ２０． ７３、 １３． １５、 １７． ０４， 均 Ｐ ＜
０􀆰 ００１）；Ｔｅｔｒａｃ 与 ＲＧＤ 能够明显抑制 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和

ＦＴＣ１３３ 细胞增殖（ｑ 值：６􀆰 ４５ ～ ２８．３８，均 Ｐ＜０．０１）。
与 Ｔ４ 组相比，Ｔ４＋Ｔｅｔｒａｃ 组或 Ｔ４＋ＲＧＤ 组 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１
和 ＦＴＣ１３３ 细胞的增殖能力明显减弱（ ｑ 值：８．６１ ～
１７．５４，均 Ｐ＜０􀆰 ００１）。 （２）迁移和侵袭实验结果（图
１）。 与对照组相比，Ｔ４ 处理后 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３
细胞的迁移和侵袭能力明显增强；Ｔｅｔｒａｃ 或 ＲＧＤ 处

理后 ＤＴＣ 细胞迁移和侵袭能力明显减弱；且 Ｔｅｔｒａｃ
和 ＲＧＤ 能明显逆转 Ｔ４ 对 ＤＴＣ 细胞迁移和侵袭的

促进作用。
３． ｓｉＲＮＡ 敲减整合素 αｖ 或 β３ 亚基对 Ｔ４ 促

ＤＴＣ 细胞增殖、迁移和侵袭作用的影响。 （１）增殖实

验结果。 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 组、ＮＣ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组、αｖ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４

组、β３ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组 ３ 种 ＤＴＣ 细胞处理后 ７２ ｈ，ＴＰＣ⁃１
细胞增殖率分别为 （ １００． ００ ± １． ７４）％、 （ １１８． １２ ±
３􀆰 ４４）％、（１０８．１６±２．９７）％、（１０９．２９±２．４７）％，Ｋ１ 细

胞增殖率分别为（１００．００±１．３６）％、（１１４．７９±１．１４）％、
（１０３．９８±１．５２）％、（１０６．０２±０．７７）％，ＦＴＣ１３３ 细胞增

殖率分别为（１００． ００ ± １． ３８）％、（１１８． ００ ± ６． ３９）％、
（１００．８０±５．７９）％、（１０３．４０±５．５７）％。 与 ＮＣ ｓｉＲＮＡ
组相比，整合素 αｖ 或 β３ 亚基敲减后，Ｔ４ 对 ＴＰＣ⁃１、
Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 细胞增殖的促进作用明显减弱 （Ｆ
值：２１． ２０、 ７０． ９８、 ７． ７５， ｑ 值： ４． ７７ ～ １５． ２１，均 Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 （２）迁移和侵袭实验结果（图 ２）。 与 ＮＣ
ｓｉＲＮＡ 组相比，Ｔ４ 对 αｖ 或 β３ 亚基敲减的 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１
和 ＦＴＣ１３３ 细胞促迁移和侵袭能力明显降低。 这些

结果提示，Ｔ４ 通过整合素 αｖβ３ 实现对 ＤＴＣ 细胞的

增殖及转移能力的促进作用。
４． Ｔ４ 通过整合素 αｖβ３ 影响 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路

及促进 ＤＴＣ 进展。 （ １） ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白水平测定。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果见图 ３。 与对照组相比，Ｔ４ 组 ＴＰＣ⁃１、
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图 １　 不同处理组甲状腺乳头状癌（ＰＴＣ）细胞株 ＴＰＣ⁃１（上）、Ｋ１（中）细胞和甲状腺滤泡状癌（ＦＴＣ）细胞株 ＦＴＣ１３３（下）细胞迁移（Ａ）和
侵袭（Ｂ）能力的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果（结晶紫染色 ×２００）。 ＲＧＤ 为精氨酸⁃甘氨酸⁃天冬氨酸，Ｔ４ 为甲状腺素，Ｔｅｔｒａｃ 为四碘甲状腺乙酸；可

见 Ｔ４ 组 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 细胞迁移和侵袭细胞数多于对照组，Ｔｅｔｒａｃ 和 ＲＧＤ 组 ３ 种细胞迁移和侵袭细胞数少于对照组，Ｔ４ ＋Ｔｅｔｒａｃ 组

和 Ｔ４＋ＲＧＤ 组 ３ 种细胞迁移和侵袭细胞数少于 Ｔ４ 组

图 ２　 不同处理组 ＰＴＣ 细胞株 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 细胞和 ＦＴＣ 细胞株 ＦＴＣ１３３ 细胞迁移（Ａ）和侵袭（Ｂ）能力的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果（结晶紫染色 ×

２００）。 每列图从上到下分别为阴性对照（ＮＣ）小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、ＮＣ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４、αｖ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４、β３ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组；可见 αｖ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组和

β３ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 细胞迁移和侵袭细胞数少于 ＮＣ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组
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图 ３　 甲状腺素（Ｔ４）通过整合素 αｖβ３ 对不同类别分化型甲状腺癌（ＤＴＣ）细胞磷酸化细胞外信号调节激酶（ ｐ⁃ＥＲＫ） １ ／ ２ 表达影响的

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果。 Ａ．泳道 １～４ 分别为对照组、Ｔ４ 组、Ｔ４＋四碘甲状腺乙酸（Ｔｅｔｒａｃ）组、Ｔ４＋精氨酸⁃甘氨酸⁃天冬氨酸（ＲＧＤ）组 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 和

总细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）１ ／ ２ 的表达水平；可见 Ｔ４ 组甲状腺乳头状癌（ＰＴＣ）细胞株 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 细胞和甲状腺滤泡状癌（ＦＴＣ）细胞株

ＦＴＣ１３３ 细胞 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 表达高于对照组，Ｔ４ ＋Ｔｅｔｒａｃ 组与 Ｔ４ ＋ＲＧＤ 组 ３ 种细胞 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 表达低于 Ｔ４ 组；Ｂ．泳道 １ ～ ６ 分别为阴性对照

（ＮＣ）小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）组、ＮＣ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组、αｖ ｓｉＲＮＡ 组、αｖ ｓｉＲＮＡ ＋Ｔ４ 组、β３ ｓｉＲＮＡ 组、β３ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、总 ＥＲＫ１ ／ ２、αｖ 和

β３ 的表达水平；可见 αｖ ｓｉＲＮＡ ＋Ｔ４ 组和 β３ ｓｉＲＮＡ ＋Ｔ４ 组 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 细胞 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 表达低于 ＮＣ ｓｉＲＮＡ ＋Ｔ４ 组。 ＧＡＰＤＨ 为甘

油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶，是 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白质标准化的内参

图 ４　 不同处理组 ＰＴＣ 细胞株 ＴＰＣ⁃１（上）、Ｋ１（中）细胞和 ＦＴＣ 细胞株 ＦＴＣ１３３（下）细胞迁移（Ａ）和侵袭（Ｂ）能力的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果

（结晶紫染色 ×２００）。 可见 Ｔ４＋ＧＳＫ１１２０２１２ 组 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 迁移和侵袭细胞数少于 Ｔ４ 组

Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 细胞的总 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达无明显差

异，而 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白水平明显升高；与 Ｔ４ 组相比，
Ｔ４＋Ｔｅｔｒａｃ 和 Ｔ４＋ＲＧＤ 组的 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白水平明显

降低。 αｖ 或 β３ 亚基敲减后，与 ＮＣ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组比较，
αｖ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 和 β３ ｓｉＲＮＡ＋Ｔ４ 组 ｐ⁃ＥＲＫ１／ ２ 蛋白水平明

显降低。 此外，Ｔ４ 可以上调 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 细胞

αｖ 和 β３ 蛋白的表达。 （２） ＧＳＫ１１２０２１２ 处理后的增

殖、迁移和侵袭实验结果。 对照组、 Ｔ４ 组、 Ｔ４ ＋
ＧＳＫ１１２０２１２ 组 ３ 种 ＤＴＣ 细胞处理后 ９６ ｈ，ＴＰＣ⁃１细

胞增殖率分别为（１００．００±１．８９）％、（１２０．３０±１．２６）％、
（１０５．９１±０．９８）％，Ｋ１ 细胞增殖率分别为（１００．００±

１􀆰 ７６）％、（１１９．０３±２．３９）％、（１０２．２０±２．９９）％，ＦＴＣ１３３
细胞增殖率分别为 （ １００． ００ ± １􀆰 ４２）％、 （ １１８． ９４ ±
２􀆰 ６９）％、 （ １０４． ０８ ± ２． ９６）％。 与 Ｔ４ 组相比， Ｔ４ ＋
ＧＳＫ１１２０２１２ 组 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 细胞的增殖能

力明显降低（Ｆ 值：１５１．４０、５９．１６、４７．５３，ｑ 值：１６．６５、
１２􀆰 ３７、１０．３２，均 Ｐ＜０．００１）。 ＧＳＫ１１２０２１２ 明显抑制 Ｔ４

诱导的 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１ 和 ＦＴＣ１３３ 细胞迁移和侵袭（图 ４）。
以上结果表明，ＥＲＫ１ ／ ２ 的激活是 Ｔ４ 诱导 ＤＴＣ 细胞

增殖、迁移和侵袭的必要条件。 相关机制图见图 ５。

讨　 　 论

本研究表明，整合素αｖβ３在ＰＴＣ细胞株ＴＰＣ⁃１、
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图 ５　 甲状腺素（Ｔ４）促进整合素 αｖβ３ 表达阳性分化型甲状腺

癌（ＤＴＣ）细胞增殖及转移的机制图（采用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ ＣＳ６ 软件

绘制）。 ＥＲＫ１ ／ ２ 为细胞外信号调节激酶 １ ／ ２，ＲＧＤ 为精氨酸⁃
甘氨酸⁃天冬氨酸，Ｔｅｔｒａｃ 为四碘甲状腺乙酸

Ｋ１ 和 ＦＴＣ 细胞株 ＦＴＣ１３３ 均存在不同程度的表达，
Ｔ４ 对 ＴＰＣ⁃１、Ｋ１、ＦＴＣ１３３ 细胞的增殖、迁移和侵袭

有促进作用。 Ｔ４ 的促肿瘤作用可被 Ｔｅｔｒａｃ 或 ＲＧＤ
多肽阻断，亦可通过敲减整合素 αｖ 或 β３ 亚基所抑

制。 进一步的研究表明，整合素 αｖβ３ 介导 Ｔ４ 激活

ＥＲＫ１ ／ ２ 信 号 通 路， ＭＥＫ１ ／ ２ 小 分 子 抑 制 剂

ＧＳＫ１１２０２１２ 可有效阻断 Ｔ４ 对细胞增殖、迁移和侵

袭的影响，提示整合素 αｖβ３ 介导的 Ｔ４ 的促肿瘤作

用依赖于 ＥＲＫ１ ／ ２ 通路的激活。
整合素是由 α 和 β ２ 个亚基组成的跨膜异二聚

体蛋白，介导细胞间以及细胞和细胞外基质之间的

相互作用［７］。 迄今已知有 ２０ 余种整合素，其中整合

素 αｖβ３ 因其促血管生成和致瘤活性而成为肿瘤治

疗领域的研究热点。 Ｃｈｅｎｇ 等［８］ 报道了 ＰＴＣ 细胞

株 ＴＰＣ⁃１ 和 Ｋ１ 表达整合素 αｖβ３。 本课题组既往临

床研究通过９９ Ｔｃｍ⁃联肼尼克酰胺⁃３ 聚乙二醇⁃ＲＧＤ
环肽二聚体｛ｈｙｄｒａｚｉｎｏｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ⁃（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙ⁃
ｃｏｌ ） ４⁃Ｅ ［（ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ） ４⁃ｃ （ ＲＧＤｆｋ ）］ ２，
３ＰＲＧＤ２｝显像发现高危 ＤＴＣ 组织表达整合素 αｖβ３，
且其表达是高危 ＤＴＣ 进展的独立预测因子［４］。 本

研究进一步发现，ＤＴＣ 细胞表面的整合素 αｖβ３ 介

导 Ｔ４ 激活 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路来发挥促肿瘤作用。
Ｙａｌｃｉｎ 等［９］发现 Ｔ４ 通过与整合素 αｖβ３ 结合来增强

ＦＴＣ 细胞的在体肿瘤增殖和血管生成能力，与本研

究结果一致。 因此，Ｔ４ 通过与整合素 αｖβ３ 结合的促

增殖和转移作用可能是 ＴＳＨ 抑制治疗的 ＤＴＣ 患者疾

病进展的机制之一。
有基础研究表明，甲状腺激素可诱导肿瘤细胞

体外增殖，并有促进在体肿瘤生长和血管生成的作

用［１０］。 Ｋｌｕｂｏ⁃Ｇｗｉｅｚｄｚｉｎｓｋａ 等［１］ 追踪了 ８６７ 例行甲

状腺全切术和１３１Ｉ 治疗后的中、高危 ＤＴＣ 患者（中位

随访时间 ７ 年），发现与接受 ＴＳＨ 抑制治疗的患者相

比，未接受 ＴＳＨ 抑制治疗患者的 ３ 年总生存率更高。
本研究结果也显示，Ｔ４ 有促进整合素 αｖβ３ 表达阳

性 ＤＴＣ 细胞增殖及转移的作用。 因此，ＴＳＨ 抑制治

疗可能需要根据患者疾病的特点开展个体化评估。
对于整合素 αｖβ３ 表达阳性的 ＤＴＣ 患者，可能应综

合考量其甲状腺激素剂量。 目前，已有多种基于

ＲＧＤ 多肽的 ＰＥＴ ／ ＣＴ 或 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像剂应用于

临床，如６８Ｇａ⁃１，４，７，１０⁃四氮杂环十二烷⁃１，４，７，１０⁃
四乙酸（１， ４， ７， １０⁃ｔｅｔｒａａｚａｃｙｃｌｏｄｏｄｅｃａｎｅ⁃１， ４， ７，
１０⁃ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＤＯＴＡ）⁃ＲＧＤ２

［１１］、９９ Ｔｃｍ⁃Ｇａｌａｃｔｏ⁃
ＲＧＤ２

［１２］和９９Ｔｃｍ⁃３ＰＲＧＤ２
［４］，相关分子影像方法可

能用于整合素 αｖβ３ 表达阳性的识别，为 ＤＴＣ 患者

的个体化用药提供基础。 但本研究结果还有待体内

实验及大样本临床研究予以验证。
Ｔｅｔｒａｃ 和 ＲＧＤ 多肽与整合素 αｖβ３ 结合后没有

兴奋受体活性，但可以阻止 Ｔ４ 与整合素 αｖβ３ 的结

合。 有研究表明，整合素 αｖβ３ 与血管内皮生长因子

受体和碱性成纤维细胞生长因子受体间存在串话，
因此 Ｔｅｔｒａｃ 和 ＲＧＤ 多肽也可抑制这些受体配体引

起的促肿瘤作用［９］。 本研究中，Ｔｅｔｒａｃ 和 ＲＧＤ 多肽

对整合素 αｖβ３ 阳性 ＤＴＣ 细胞的增殖、迁移和侵袭

有明显的抑制作用，且能有效阻断 Ｔ４ 通过整合素

αｖβ３ 诱导的促肿瘤效应和下游 ＥＲＫ１ ／ ２ 通路的激

活。 Ｓｃｈｍｏｈｌ 等［１３］ 的在体研究显示，Ｔｅｔｒａｃ 能够抑

制整合素 αｖβ３ 阳性的甲状腺未分化癌细胞裸鼠异

种移植瘤的生长、延长裸鼠生存时间。 Ｔｅｔｒａｃ 可被

细胞内化，并作用于细胞核内甲状腺激素受体发挥

低水平的拟甲状腺素活性，且 Ｔｅｔｒａｃ 在抑制血清

ＴＳＨ 方面可能比 Ｔ４ 更有效，亦不会引起亚临床甲状

腺功能亢进或心脏不良反应［１４］。 Ｔｅｔｒａｃ 可能是

ＴＳＨ 抑制治疗的理想替代药物，在 ＤＴＣ 患者的辅助

治疗中具有很大的应用前景。 此外，用放射性核素

标记 ＲＧＤ 多肽（如１７７ Ｌｕ⁃ＤＯＴＡ⁃ＲＧＤ２）靶向整合素

αｖβ３ 的治疗已开始用于整合素 αｖβ３ 显像阳性的放

射性碘难治性 ＤＴＣ 患者［１５］，本研究的结果也为这

一治疗提供了新的理论依据。
本研究存在一定的局限性。 首先，上皮⁃间质转

化是恶性肿瘤细胞获得迁移和侵袭能力的重要生物

学过程，本研究尚未探讨上皮⁃间质转化在 Ｔ４⁃整合

素 αｖβ３ 轴促进 ＤＴＣ 转移潜能中的作用。 其次，本
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研究仅开展了体外细胞实验，未来需要动物实验及

临床研究进一步明确 Ｔ４ 对整合素 αｖβ３ 阳性 ＤＴＣ
的在体作用及其临床应用价值。 第三，本研究发现

Ｔ４ 有上调整合素 αｖβ３ 表达的作用，这与之前在慢

性淋巴细胞白血病及骨髓瘤细胞中的研究一

致［１６⁃１７］，但具体的调节机制还有待深入研究。
综上，本研究发现 ＤＴＣ 细胞表面的整合素 αｖβ３

介导 Ｔ４ 的促增殖、迁移和侵袭作用，ＤＴＣ 患者 ＴＳＨ
抑制治疗的适应证可能需要通过基于 ＲＧＤ 多肽的

整合素 αｖβ３ 分子影像重新评估。 使用 Ｔｅｔｒａｃ 或放

射性标记的 ＲＧＤ 多肽阻断整合素 αｖβ３ 的功能是很

有前景的 ＤＴＣ 治疗的临床转化方案。
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ｉｎｔｅｇｒｉｎ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１１， ９（１０）： １３８５⁃１３９４． ＤＯＩ：１０．
１１５８ ／ １５４１⁃７７８６．ＭＣＲ⁃１１⁃０１８７．

［１７］ Ａｂａｄｉ Ｕ， Ｗｅｉｓｚ Ａ， Ｋｉｄｒｏｎ Ｄ， ｅｔ ａｌ． αｖβ３ ｉｎｔｅｇｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｍｉｔｏｇｅｎｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｂｙ ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅ⁃
ｍｉａ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｅｄ， ２０２１， １０ （ ８ ）： １７６６． ＤＯＩ： １０． ３３９０ ／
ｊｃｍ１００８１７６６．

（收稿日期：２０２３⁃０５⁃０４） 　 　

·８５４· 中华核医学与分子影像杂志 ２０２３ 年 ８ 月第 ４３ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ Ｍｏｌ Ｉｍａｇｉｎｇ， Ａｕｇ． ２０２３， Ｖｏｌ． ４３， Ｎｏ． ８


