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摘要 目的：探讨 UPF1甲基化和 miR-744-5p/CCND1在甲状腺乳头状癌中的作用机制研究。方法：将人甲状腺乳头状癌细胞株

TCP-1和正常甲状腺上皮细胞 Nthy-ori-3分别用去甲基化试剂 5-Aza-CdR进行干预，分别在干预前后采用甲基化特异性 PCR技

术检测 UPF1基因甲基化变化，采用Western-Blotting检测干预 UPF1、DNMT1、miR-744-5p、CCND1蛋白相对表达，采用 transwell

细胞侵袭实验检测细胞侵袭情况。结果：PCR扩增显示，UPF1基因在 Nthy-ori-3组仅出现非甲基化引物扩增条带（U条带），在

TCP-1组仅出现甲基化引物扩增条带（M条带）。经 5-Aza-Cdr作用后，UPF1基因甲基化扩增条带减少，甲基化表达降低。各组

UPF1、DNMT1、miR-744-5p、CCND1蛋白相对表达差异具有统计学意义（P＜0.05）。与 Nthy-ori-3 组比较，TCP-1组 DNMT1、

UPF1蛋白相对表达明显提高，miR-744-5p、CCND1蛋白相对表达明显降低（P＜0.05）；与 TCP-1组比较，TCP-1干预组 DNMT1、

UPF1蛋白相对表达明显降低，miR-744-5p、CCND1蛋白相对表达明显提高（P＜0.05）。与 TCP-1组比较，TCP-1干预组细胞侵袭、

迁移数量明显减少（P＜0.05）。结论：UPF1 甲基化存在于甲状腺乳头状癌中，UPF1 基因甲基化的表达缺失可能抑制

miR-744-5p/CCND1轴，在甲状腺乳头状癌发生发展中发挥关键作用。
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Mechanism of UPF1 Methylation and miR-744-5p/CCND1
in Papillary Thyroid Carcinoma*

To investigate the mechanism of UPF1 methylation and miR-744-5p/CCND1 in papillary thyroid cancer.

The human papillary thyroid cancer cell line TCP-1 and normal thyroid epithelial cell Nthy ori-3 were intervened with

demethylation reagent 5-Aza CdR, respectively. Methylation specific PCR technology was used to detect the methylation changes of

UPF1 gene before and after the intervention, and Western blotting was used to detect the relative expression of intervention UPF1, DN-

MT1, miR-744-5p, and CCND1 proteins. PCR amplification showed that the UPF1 gene only showed non methylated primer

amplification bands (U bands) in the Nthy ori-3 group, and only methylated primer amplification bands (M bands) in the TCP-1 group.

After the action of 5-Aza-Cdr, the methylation amplification bands of UPF1 gene decreased, and the methylation expression decreased.

There was a statistically significant difference in the relative expression of UPF1, DNMT1, miR-744-5p, and CCND1 proteins among

each group (P<0.05). Compared with the Nthy ori-3 group, the relative expression of DNMT1 and UPF1 proteins in the TCP-1 group was

significantly increased, while the relative expression of miR-744-5p and CCND1 proteins was significantly reduced (P<0.05); Compared
with the TCP-1 group, the relative expression of DNMT1 and UPF1 proteins in the TCP-1 intervention group was significantly reduced,

while the relative expression of miR-744-5p and CCND1 proteins was significantly increased (P<0.05). Compared with the TCP-1 group,
the number of cell invasion and migration in the TCP-1 intervention group was significantly reduced (P<0.05). UPF1 methy-

lation is present in papillary thyroid cancer, and the expression loss of UPF1 gene methylation may inhibit the miR-744-5p/CCND1 axis,

playing a key role in the occurrence and development of papillary thyroid cancer.
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前言

甲状腺癌是内分泌系统常见恶性肿瘤，近年来全球发病率

均呈现持续攀升的态势[1]。GLOBOCAN数据库显示，2020年全

球范围内，甲状腺癌的年龄标准化发病率为女性 10.1/10万，男

性 3.1/10万[2]。尽管甲状腺乳头状癌通常预后良好，但是仍有部

分患者术后出现复发或转移，并表现为放射性碘抗性。针对甲

状腺乳头状癌发病机制进行更深入的研究寻找合适的治疗靶

点是临床努力的方向之一。报道显示，上游移码突变体

（up-frame shift mutant 1，UPF1）在结直肠癌[3]、乳腺癌[4]、膀胱癌[5]

等多种肿瘤中发挥作用；非编码 RNA是新靶向治疗的主要研

究方向之一，MicroRNA（miRNA）异常表达在垂体腺瘤、胶质

瘤、肝癌等多种肿瘤的发生和进展中起到关键作用；

miR-744-5p在肾癌[6]、膀胱癌[7]、喉癌[8]等诸多恶性肿瘤细胞增

殖、迁移、侵袭中发挥作用。本研究旨在探讨 UPF1甲基化和

miR-744-5p/CCND1在甲状腺乳头状癌中的作用和机制，为甲

状腺乳头状癌临床治疗提供新的手段。

1 材料与方法

1.1 细胞株

人甲状腺乳头状癌细胞株 TCP-1和正常甲状腺上皮细胞

Nthy-ori-3购自中国科学院上海分院细胞库。

1.2 主要试剂与仪器

去甲基化试剂 5-Aza-CdR（美国 sigma公司）；甲基化修饰

试剂盒（美国 ZYKO公司）；RPMI 1640培养基（美国 Gibco公

司）；D180 CO2细胞培养箱（深圳市瑞沃德生命科技有限公

司）；7500P实时荧光定量 PCT仪（美国 Thermo Fisher公司）；

垂直电泳槽、电泳仪（伯乐公司）。

1.3 细胞培养、复苏、传代

（1）细胞培养：人甲状腺乳头状癌细胞株 TCP-1和正常甲

状腺上皮细胞 Nthy-ori-3置于 RPMI-1640培养基（10%FBS）在

37℃、5%CO2环境下孵育，按 1:3的比例传代，2~3 d传代 1次。

（2）细胞复苏：全程在超净工作台进行，严格无菌操作。在 10 mL

无菌离心管中加入 6 mL 1640完全培养基；冻存的细胞在 37℃

水浴解冻融化，细胞悬浮液即刻加入无菌离心管中（稀释比例

1:10），移液枪换忙吹打使其充分悬浮后以 1200 r/min离心分离

5 min，去除上清液；1 mL的完全培养基加入到离心管中，吹散

细胞，变成均匀的细胞悬液，转移至细胞培养瓶，37℃、5%CO2

细胞培养箱中培养。次日观察复苏细胞状态，弃置死细胞，加入

新鲜培养基，根据细胞生长情况换液。显微镜下观察细胞形态，

每日 1次，待细胞密度超过 80%时进行传代。（3）细胞传代：细

胞生长状态良好且密度达到 80%以后，分殖至新的培养瓶，按

1:5的比例稀释。弃置旧培养基，加入 2 mL PBS溶液清洗培养

瓶，洗脱代谢物，操作 2次。清洗好的培养皿中加入 1 mL胰蛋白

酶（含 EDTA），无菌、37℃、5% CO2条件下孵育 4 min，显微镜

下观察细胞消化过程，待细胞间隙变大、分离，呈现圆形时清清

敲打培养瓶，使其脱落后即刻加入新鲜培养基终止消化。使用

电动移液枪反复吹打培养瓶，使瓶壁和瓶底附着的细胞脱落，

细胞悬液转移至预先准备好的离心管中，以 1200 r/min离心分

离 5 min后弃置上清液。得到的细胞团块继续加入 1 mL培养

基，使用移液枪反复吹打直至形成均匀的细胞悬液。分别移入

培养皿，无菌、37℃、5% CO2条件下继续培养，多次进行细胞传

代直至细胞数量满足后续实验要求。

1.4 分组

将人甲状腺乳头状癌细胞株 TCP-1和正常甲状腺上皮细

胞 Nthy-ori-3作为对照组，分别为 TCP-1组和 Nthy-ori-3组；采

用去甲基化试剂 5-Aza-CdR对 TCP-1和 Nthy-ori-3进行干预，

作为实验组，分别为 TCP-1甲基化组和 Nthy-ori-3甲基化组。

1.5 甲基化特异性 PCR技术

（1）提取 DNA：实验组细胞经胰蛋白酶消化后置于 1.5 mL

离心管离心。弃置上清液后加入 200 滋L GA缓冲液，充分震荡
后使细胞悬浮。同样步骤加入 20 滋L Proteinase K，充分摇匀后
在 70℃水浴锅中水浴 10 min，待溶液清亮后短暂离心（10s）。加

入 200 滋L无水乙醇，振荡器震荡 30s后出现絮状沉淀，短暂离

心（10s）。将所得絮状沉淀溶液加入到 CB3吸附柱，以 12000

r/min离心 1 min，弃置废液。加入 500 滋L GD缓冲液，12000

r/min离心 1 min后弃置废液；继续加入 600 滋L PW漂洗液，处

理同上；废液倒掉后吸附柱 12000 r/min离心 3 min，室温晾干。

将吸附柱套入无菌离心管，使用移液枪在吸附柱中加入 50 滋L
TE洗脱缓冲液，室温静置 5 min后 12000 r/min离心 3 min，离

心管中收集所有溶液。提取的 DNA使用微光分光光度计检测

含量和纯度，-80℃保存。（2）基因 DNA纯化和修饰：PCR管中

加入 20 滋L DNA样品和 130 滋L预先根据 DNA甲基化修饰试

剂盒说明书配制 CT Conversion Reagent溶液（避光条件下配

制），混匀后 98℃反应 10 min，64℃充分作用 150 min。Zy-

mo-Spin IC Column中加入 600 滋L M-Binding Buffer，充分颠倒

混匀后离心 30s，加入 200 滋L M-Wash Buffer，离心 30 s；柱中

分别依次加入 200 滋L M-Desulphonation Buffer 和 M-Wash

Buffer，离心 30 s；加入 10 滋L M-Elution Buffer，放在 1.5 mL试

管中进行 DNA洗脱，离心 2 min；DNA经修饰和纯化后用于甲

基化扩增。（3）PCR反应：反应体系：4 滋L DNA模板，UPF1上

下游引物各 1 滋L，2× Real SYBY Mixture 12.5 滋L，DNA tem-

plate 4 滋L，水 6.5 滋L。引物序列：UPF1 甲基化，上游：
5'-GGATAGTCTGGTCTGGATGC-3'， 下 游 ：5'-CCAGCTCT-

CTGGATAGA-3'；UPF1 非 甲 基 化 ， 上 游 ：5'-GGAG-

GTATTGATTGGATGTT-3'，下游：5'-CAACGCTCTCTAAAT-

ACA-3'；反应条件：94℃预变性 5 min，变性 94℃ 30 s；56℃退

火 30 s；72℃延伸 1 min；35cycles，总延伸 5 min。（4）琼脂糖凝

胶电泳：锥形瓶中加入 0.4 g琼脂糖和 20 mL TBE溶液，加热

融化；底盘放在搅拌上插入梳子，待琼脂糖凝胶冷却到 50-60℃

时加入溴化乙锭 1 滋L，彻底融合后倒入胶板内，使用枪头消除
起泡，静置 30 min，垂直拔掉梳子后取出胶体置于电泳槽内。胶
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板第一跑道内加入 DNA Marker 2 滋L，其余一次性加入 5 滋L
扩增产物；完成加样后进行电泳，电压维持在 100 V，待溴酚蓝

指示剂电泳到胶板 4-5格时关闭电源，停止电泳。取出胶板在

凝胶自动成像仪器上观察并分析。

1.6 蛋白质免疫印迹

细胞悬液以 1200 r/min、4℃离心 5min，弃置上清液；6孔板

中加入 RIPA裂解液 100 滋L，以 1:100的比例加入蛋白酶抑制

剂 PMSF共 1 滋L。样品经超声破碎仪超声后 12000 r/min、4℃

离心 15 min，吸取上清液得到的液体为全蛋白。采用 BCA试剂

盒测定总蛋白浓度计算每孔上样量。根据 SDS-PAGE凝胶制

备试剂盒配制 12%SDS-PAGE 分离胶和 5%SDS-PAGE 浓缩

胶；根据每个样品计算的上样量逐一上样；浓缩胶 80V电压电

泳 30 min，待溴酚蓝进入分离胶后调整电压至 120V，待溴酚蓝

达到分离胶底部后停止电泳。根据目的蛋白胶带裁剪适合大小

的 PVDF膜，按顺序置于转膜夹中转膜，100 min转膜完成后使

用 5%脱脂牛奶封闭 1h；TBST冲洗液在摇床上冲洗，每次 5min，

共 3次；根据试剂盒说明书配制 UPF1、DNMT1、miR-744-5p、

CCND1抗体浓度，4℃过夜；次日回收二抗后再次洗膜，按 1:

5000的比例孵育二抗 1 h；弃置二抗后再次 TBST洗膜，每次

10 min，共 3次，加入 ECL显影剂显影；使用 ImageJ软件对目

的蛋白条带和内参蛋白进行半定量分析，以茁-actin抗体为内参
计算蛋白相对表达量。

1.7 transwell实验

使用预冷的 DMEM培养基稀释 Matrigel基质胶（4℃过

夜），稀释比例为 1:8；在 transwell小室上室中加入 80 滋L稀释
后的基质胶，培养 5 h。取生长状态良好的细胞制成单细胞悬

液，1000 r/min离心 5 min，弃置上清后加入培养基重悬细胞（不

含血清），细胞计数并调整细胞密度。下室内加入 600 滋L完全
培养基（含 20% FBS），上室中加入 100 滋L细胞悬液（含 5× 104

个 BCPAP细胞）。培养 24 h后取出 24孔板，将上室内的培养

基弃置。新的 24孔板加入 4%多聚甲醛 600 滋L，并加入经 PBS

缓冲液清洗 3遍的小室，多聚甲醛固定 15 min。继续使用 PBS

缓冲液清洗小室，加入 600 滋L经稀释（10:1）的 0.1%结晶紫溶

液，染色 15 min。小室经 PBS缓冲液清洗 3次后将上室内未发

生转移侵袭的细胞和基质胶清清擦拭去，使用显微镜观察小室

外层滤膜上的穿孔细胞，随选取 5个视野（200× ）拍照，Imgae J

软件计数，评估细胞迁移或侵袭的能力。

1.8 统计学方法

采用 SPSS24. 0软件进行分析，计量资料符合正态分布以

（均值± 标准差）表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 LSD-t法。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 UPF1基因甲基化状态

对 TCP-1组、Nthy-ori-3组、TCP-1干预组和 Nthy-ori-3干

预组细胞进行甲基化特异性 PCR扩增，结果显示 UPF1基因在

Nthy-ori-3组出现非甲基化引物扩增条带（U），而在 TCP-1 组

出现甲基化引物扩增条带（M），提示甲状腺乳头状癌细胞存在

UPF1 基因甲基化。TCP-1 干预组和 Nthy-ori-3 干预组经

5-Aza-Cdr作用后，UPF1基因甲基化扩增条带减少，甲基化表

达降低。见图 1。

2.2 DNMT1蛋白相对表达情况

由图 2可知，各组 DNMT1蛋白相对表达比较差异具有统

计学意义（F=10.352，P＜0.05）。Nthy-ori-3组和 Nthy-ori-3干预

组 DNMT1蛋白相对表达较少，两组间比较差异无统计学意义

（P＞0.05）；相较于 Nthy-ori-3组，TCP-1组 DNMT1蛋白相对

表达明显提高，差异有统计学意义（P＜0.05）；相较于 TCP-1

组，TCP-1干预组 DNMT1蛋白相对表达明显降低，差异有统

计学意义（P＜0.05）。

2.3 UPF1蛋白相对表达情况

由图 3可知，各组 UPF1蛋白相对表达差异具有统计学意

义（F=8.562，P＜0.05）。Nthy-ori-3组和 Nthy-ori-3干预组 UPF1

蛋白相对表达较少，两组间比较差异无统计学意义（P＞0.05）；

相较于 Nthy-ori-3组，TCP-1组 UPF1蛋白相对表达明显提高，

差异有统计学意义（P＜0.05）；相较于 TCP-1组，TCP-1干预组

UPF1蛋白相对表达明显降低，差异有统计学意义（P＜0.05）。

2.4 mir-744-5p蛋白相对表达

由图 4可知，各组 mir-744-5p蛋白相对表达差异具有统计

学意义（F=7.216，P＜0.05）。Nthy-ori-3组和 Nthy-ori-3干预组

mir-744-5p蛋白相对表达较多，两组间比较差异无统计学意义

（P＞0.05）；相较于 Nthy-ori-3组，TCP-1组 mir-744-5p蛋白相

对表达明显降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；相较于 TCP-1

组，TCP-1干预组 mir-744-5p蛋白相对表达明显提高，差异有

统计学意义（P＜0.05）。

图 1 UPF1基因甲基化特异性 PCR扩增结果

Fig.1 Methylation specific PCR amplification results of UPF1 gene

图 2 Western blotting检测各组 DNMT1蛋白相对表达

Fig.2 Western blotting detection of relative expression of DNMT1 protein

in each group

Note: *P<0.05, compared with the Nthy ori-3 group; #P<0.05, compared
with the TCP-1 group.
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图 3 Western blotting检测各组 UPF1蛋白相对表达

Fig.3 Western blotting detection of relative expression of UPF1 protein in

each group

Note: *P<0.05, compared with the Nthy ori-3 group; #P<0.05, compared
with the TCP-1 group.

2.5 CCND1蛋白相对表达

由图 4可知，各组 CCND1蛋白相对表达差异具有统计学

意义（F=5.872，P＜0.05）。Nthy-ori-3 组和 Nthy-ori-3 干预组

CCND1蛋白相对表达较多，两组间比较差异无统计学意义

（P＞0.05）；相较于 Nthy-ori-3组，TCP-1组 CCND1蛋白相对表

达明显降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；相较于 TCP-1组，

TCP-1干预组 CCND1蛋白相对表达明显提高，差异有统计学

意义（P＜0.05）。

2.6 UPF1去甲基化对细胞侵袭、迁移的影响

Nthy-ori-3组和 Nthy-ori-3干预组细胞侵袭、迁移数量比较

差异无统计学意义（P＞0.05）；与 TCP-1组比较，TCP-1组干预

组细胞侵袭、迁移数量明显减少（P＜0.05）。见图 6、图 7。

图 4 Western blotting检测各组 mir-744-5p蛋白相对表达

Fig.4 Western blotting detection of relative expression of mir-744-5p

protein in each group

Note: *P<0.05, compared with the Nthy ori-3 group; #P<0.05, compared
with the TCP-1 group.

图 5 Western blotting检测各组 CNDD1蛋白相对表达

Fig.5 Western blotting detection of relative expression of CNDD1 protein

in each group

Note: *P<0.05, compared with the Nthy ori-3 group; #P<0.05, compared
with the TCP-1 group.

图 6 UPF1去甲基化对细胞侵袭的影响

Fig.6 Effect of UPF1 demethylation on cell invasion

图 7 UPF1去甲基化对细胞迁移的影响

Fig.7 Effect of UPF1 demethylation on cell migration
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3 讨论

甲状腺癌已经成为增长速度最快的恶性肿瘤，在美国是女

性常见的第三大癌症，在我国女性恶性肿瘤发病中位居第四

位[9,10]。甲状腺乳头状癌是甲状腺癌主要临床分型，发病数占总

数的 80%以上[11]。临床上对于甲状腺乳头状癌主要采取手术、

放射性碘元素治疗、术后内分泌治疗等，取得良好的治疗效果，

我国部分三甲医院数据显示，10年生存率可达 90%[12]。

当下研究显示，表观遗传学修饰在多种生理病理过程中扮

演的十分重要的角色。DNA甲基化是指在 DNA甲基化转移酶

（DNA methyltransferases，DNMTs）的作用下，活性的甲基被转

移到胞嘧啶残基的第 5个碳上，形成 5-甲基胞嘧啶[13]。作为表

观遗传学修饰的一种，其能调节下游基因的表达且不改变

NDA序列，在肿瘤发病的过程中发挥重要作用。无义介导的

mNRA降解途径（nonsense-mediated mRNA decay，NMD）能够

降解异常 mRNA，预防异常蛋白质的产生，被称为 mRNA质量

的监控系统[14,15]。UPF1作为 NMD中的关键蛋白，能够通过复

杂的步骤降解异常 mRNA，阻止其翻译 [16]。诸多研究证实，

UPF1不仅在 NMD降解异常 mRNA中发挥作用，还参与多种

正常基因的表达和细胞增殖、分化[17]。UPF1与肿瘤之间的关系

近年来成为研究的重点，在多种恶性肿瘤中扮演不同的角色。

甲状腺癌从低级向高级发展过程中，遗传学变异在其中发

挥的作用不可忽视[18]，其中表观遗传学修饰作用即为重要。作

为表观遗传学修饰最常见的方式之一，DNA甲基化在肿瘤发

展过程中地位极其重要[19,20]。异常的 DNA甲基化会导致基因结

构和功能受到抑制，从而影响其转录，推动癌症不同程度的进

展[21]。本次研究甲基化特异性 PCR扩增结果显示，UPF1 DNA

在甲状腺症状细胞中出现非甲基化引物扩增，TCP-1细胞出现

甲基化引物扩增，说明 UPF1甲基化可能是甲状腺乳头状癌诊

断的潜在分子标志物。

本次研究显示，TCP-1细胞中 DNMT1蛋白高表达，而经

过 5-Aza-CdR 干预后，DNMT1 蛋白表达显著降低，提示

5-Aza-CdR可抑制 TCP-1细胞中 DNMTs的表达，逆转高甲基

化状态而恢复其正常的表达。TCP-1细胞中 UPF1蛋白高表达，

经过 5-Aza-CdR干预后，UPF1蛋白表达显著降低，UPF1基因

在 TCP-1中的甲基化引物扩增条带减少甚至消失。抑癌基因

UPF1启动子区域的高甲基化导致 UPF1基因转录沉默[22,23]，提

示 5-Aza-CdR能够逆转 UPF1基因甲基化状态，恢复 UPF1蛋

白的重新表达，达到治疗的目的。

miRNA 表达水平与多种癌症具有紧密联系 [24,25]。

mir-744-5p在恶性肿瘤中的作用首先在 2017年被发现，大量

研究证实其余多种恶性肿瘤的发生与进展联系密切 [26]。如

mir-744-5p在前列腺癌中低表达，过表达 mir-744-5p能够抑制

乳腺癌癌细胞增殖、侵袭，减缓 EMT进程[27,28]。本次研究中，我

们发现 TCP-1细胞中 mir-744-5p、CCND1 表达水平明显低于

正常细胞。CCND1是细胞周期蛋白家族中重要的一员，其主要

功能是调节细胞周期进程，促进细胞由 G1期转变为 S期[29,30]。

作为 mir-744-5p的下游靶基因，被发现存在与 miR-744-5p的

结合位点。经过去甲基化 5-Aza-CdR 干预后，TCP-1 细胞

mir-744-5p、CCND1表达明显提高。对细胞侵袭能力的研究显

示，UPF1去甲基化对正常甲状腺上皮细胞侵袭能力无影响，但

是 TCP-1细胞侵袭、迁移能力大幅度降低，提示 UPF1去甲基

化能抑制 TCP-1细胞侵袭能力。

综上所述，UPF1甲基化存在于甲状腺乳头状癌中，UPF1

基因甲基化的表达缺失可能抑制 miR-744-5p/CCND1轴，在甲

状腺乳头状癌发生发展中发挥关键作用。
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