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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 RNA 结合蛋白———单核细胞趋化蛋白诱导蛋白 4(MCPIP4)在甲状腺乳头

状癌细胞中的作用及机制。 方法　 用脂质体转染法分别在甲状腺乳头状癌细胞系 TPC-1 细胞中过

表达外源性 MCPIP4 或靶向人MCPIP4 基因的 shRNA,并筛选稳定表达单细胞克隆;四甲基偶氮唑蓝

(MTT)法检测细胞增殖;流式细胞计量技术检测细胞周期;实时荧光定量聚合酶链反应( qPCR)检测

靶基因半衰期;RNA 免疫沉淀法(RNA-IP)检测 MCPIP4 结合的靶基因 mRNAs;荧光素酶报告基因实

验检测靶向基因 3′非编码区的能力。 结果　 甲状腺乳头状癌细胞系 TPC-1 中 MCPIP4
 

mRNA 表达

水平显著低于正常甲状腺组织;过表达 MCPIP4 显著抑制 TPC-1 细胞增殖(P<0. 05),而敲低 MCPIP4
显著促进该细胞增殖(P<0. 05);并分别显著增加或降低 G1 期细胞百分比(P<0. 05);MCPIP4 显著降

低细胞周期素依赖性激酶 ( CDK ) 4、 CDK6、 周期蛋白 D1 和周期蛋白 E1 mRNAs 的半衰期

(P 均<0. 01);MCPIP4 结合上述细胞周期相关基因(P<0. 05);MCPIP4 显著降低含不同 3′UTR 的报

告基因荧光素酶活性(P<0. 05)。 结论　 MCPIP4 在甲状腺乳头状癌细胞 TPC-1 中发挥抑癌作用,诱
导细胞周期 G1 期停滞可能是其发挥抑癌功能的机制之一。
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【Abstract】 　 Objective　 To

 

investigate
 

the
 

functions
 

of
 

monocyte
 

chemotactic
 

protein-induced
 

protein
 

4
 

(MCPIP4)
 

in
 

human
 

papillary
 

thyroid
 

cancer
 

cell
 

line
 

TPC-1.
 

Methods　 TPC-1
 

cells
 

were
 

transfected
 

with
 

GFP-tagged
 

MCPIP4
 

by
 

Tet-on
 

inducing
 

expression
 

system.
 

Endogenous
 

MCPIP4
 

was
 

knocked
 

down
 

by
 

stable
 

expressing
 

shRNA.
 

MTT
 

assay
 

was
 

performed
 

to
 

measure
 

the
 

growth
 

of
 

TPC-1
 

cells
 

after
 

overex-
pression

 

or
 

knockdown
 

of
 

MCPIP4.
 

FACS
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analysis
 

cell
 

cycle
 

in
 

TPC-1
 

cells.
 

Real-
time

 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

test
 

the
 

expression
 

of
 

cell
 

cycle-related
 

mRNAs
 

expression
 

and
 

their
 

half-life.
 

RNA-IP
 

experiment
 

was
 

conducted
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

directly
 

enriched
 

by
 

MCPIP4.
 

Luciferase
 

assay
 

was
 

performed
 

to
 

determine
 

whether
 

the
 

mRNA
 

decay
 

was
 

mediated
 

through
 

3′UTR.
 

Results　 The
 

expression
 

of
 

MCPIP4
 

mRNA
 

in
 

papillary
 

thyroid
 

carcinoma
 

cell
 

line
 

TPC-1
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

normal
 

thyroid
 

tissue;
 

MCPIP4
 

overexpression
 

inhibited
 

cell
 

proliferation
 

significantly
 

(P<0. 05),
 

while
 

knockdown
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MCPIP4
 

promoted
 

cell
 

proliferation
 

with
 

statistical
 

significance
 

(P<0. 05).
 

MCPIP4
 

induced
 

cell
 

cycle
 

ar-
rest

 

in
 

TPC-1
 

with
 

statistical
 

significance
 

(P<0. 05).
 

MCPIP4
 

overexpression
 

reduced
 

the
 

half-life
 

of
 

cell
 

cycle
 

mRNAs
 

(CDK4,
 

CDK6,
 

Cyclin
 

D1,
 

Cyclin
 

E1,
 

respectively)
 

with
 

significance
 

( all
 

P<0. 01).
 

In
 

addition,
 

cell
 

cycle-related
 

mRNAs
 

were
 

able
 

to
 

be
 

pulled
 

down
 

by
 

GFP-MCPIP4
 

but
 

not
 

by
 

isotype
 

IgG
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

control
 

vector,
 

MCPIP4
 

significantly
 

suppressed
 

luciferase
 

activities
 

of
 

all
 

four
 

3′UTR
 

reporters
 

(P<0. 05).
 

Conclusion　 MCPIP4
 

can
 

function
 

as
 

a
 

tumor
 

suppressor
 

in
 

human
 

papillary
 

thyroid
 

cancer
 

cell
 

line
 

TPC-1
 

through
 

inducing
 

G1
 

cell
 

cycle
 

arrest.
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　 　 甲状腺癌是内分泌系统中最常见的恶性肿瘤,
主要病理分型包括甲状腺乳头状癌、甲状腺滤泡状

癌、甲状腺髓状癌及未分化甲状腺癌等[1] 。 近年,
全球甲状腺癌发病率逐年上升,在我国的发病率亦

呈上升趋势,形势异常严峻[2] 。 然而目前甲状腺癌

的发病机制尚不清楚。 因此,鉴定与甲状腺癌相关

的基因将为阐明甲状腺癌的发生、发展机制提供重

要的理论依据。
RNA 结合蛋白( RNA-binding

 

protein, RBP ) 是

细胞内一类特异性识别并结合 RNA 的分子,可通过

调节 mRNA 的稳定性、细胞核输出以及选择性剪切

等活动调控基因表达[3] 。 肿瘤细胞中 RBPs 可调节

肿瘤细胞的增殖、凋亡及细胞周期进展等行为从而

发挥促癌或抑癌功能[4] 。 最新的研究发现,多种

RBP 分子参与甲状腺癌进展,包括聚 r(C)结合蛋白

(PCBP)
 

1、人类抗原 R(Hu-antigen
 

R,HuR)、SMAD
家族成员 3( SMAD3)和 AU 富集元件 RNA 结合因

子 1(AUF1)等[5-8] 。 因此,RBPs 可能是一类防治甲

状腺癌的有效靶点。
单核细胞趋化蛋白诱导蛋白 4( MCPIP4)是一

种 RBP,可通过降解靶基因的 mRNA 参与调控炎性

反应,最初被认为是一种肿瘤抑制基因,其在散发

性肺癌及转化滤泡淋巴瘤中发挥抑癌功能[9-10] 。 此

外,研究发现 MCPIP4 的表达与多种癌症的预后相

关[11-14] ,这表明 MCPIP4 参与多种人类癌症进展;然
而,MCPIP4 在甲状腺癌进展中的作用仍不清楚,
MCPIP4 是否也是甲状腺癌的一种肿瘤抑制基因亟

需开展相关研究进行阐明。 本研究旨在探索

MCPIP4 在甲状腺乳头状癌细胞周期进展中的作用

及其机制,为揭示甲状腺乳头状癌的病因寻找新的

基因靶点。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1 　 细 胞 系 　 人 甲 状 腺 正 常 细 胞 株

(Nthy-ori
 

3-1、 HTori-3)、 甲状腺乳头状癌细胞株

(TPC-1、K1、BCPAP) 及 HEK293T 细胞(美国模式

培养物包藏所) 培养在含 10% 胎牛血清的高糖

DMEM 完全培养基中,于 37℃ ,5%
 

CO2 条件下细胞

孵箱中培养。
1. 1. 2　 主要试剂　 DMEM 培养基、胎牛血清(美国

Hyclone 公司)、RNA 提取试剂盒与反转录试剂盒

(大连宝生物公司)。 引物合成购自上海生工生物

公司。 LipofectamineTM2000、G418、四甲基偶氮唑蓝

(MTT)、多西环素(doxycycline)和放线菌酮 D( acti-
nomycin

 

D,
 

Act. D,Sigma 公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞转染与感染　 将细胞接种于 6 孔板,待
细胞丰度达到 60% ~ 75% 时, 利用 Lipofectami-
neTM2000 运载 shRNA 转染至 HEK293T 细胞内,包
装成慢病毒感染靶细胞并用 G418 筛选单克隆细

胞。 转染表达绿色荧光蛋白(GFP)-MCPIP4 的诱导

表达质粒构建 TPC-1 可诱导过表达细胞系。
1. 2. 2 　 MTT 法检测细胞增殖 　 取对数增殖期细

胞,以 5×103 / 孔接种 96 孔板,每孔 100
 

μl,每组设 4
个平行孔对照,过表达以及敲低组细胞每隔 24

 

h 加

入 MTT(5
 

g / L),过表达组对照细胞为表达 GFP 细

胞,敲低组对照细胞为 Scramble 细胞,每孔 20
 

μl,
继续培养 4

 

h,小心弃掉培养基,每孔加入 150
 

μl 二
甲基亚砜,摇床震摇 10

 

min,酶标仪检测,检测波长

为 490
 

nm。
1. 2. 3　 细胞周期检测　 MCPIP4 被诱导表达或敲低

后,36
 

h 时收集细胞,磷酸盐缓冲液(PBS)清洗 3 次,

·78·国际内分泌代谢杂志 2023 年 3 月第 43 卷第 2 期　 Int
 

J
 

Endocrinol
 

Metab,March
 

2023,Vol. 43,No. 2　



70%乙醇固定,4℃保存,采用流式方法检测细胞周期。
1. 2. 4　 总 RNA 的提取,逆转录及 qPCR　 Trizol 法
提取总 RNA, 取 1

 

μg 总 RNA 进行反转录获得

cDNA。 将特异性引物, cDNA 以及聚合酶链反应

(PCR)荧光试剂混合于 ABI-7500 仪上进行分析检

测,以 GAPDH 作为内参分析获得靶基因 mRNA 的

表达量。 RT-PCR 反应条件: 95℃ , 5
 

min; 95℃ ,
30

 

s, 58℃ , 60
 

s, 72℃ , 30
 

s, 40 个 循 环; 72℃ ,
10

 

min;4℃ ,12
 

h。 所用引物如下(表 1)。
表 1　 引物序列

基因 序列

CDK4 正链 5′-ATGGCTACCTCTCGATATGAGC-3′
负链 5′-CATTGGGGACTCTCAVACTCT-3′

CDK6 正链 5′-CCAGATGGCTCTAACCTCAGT-3′
负链 5′-AACTTCCACGAAAAAGAGGCTT-3′

Cyclin
 

D1 正链 5′-CCCTCGGTGTCCTACTTCAAA-3′
负链 5′-CACCTCCTCCTCCTCCTCTTC-3′

Cyclin
 

E1 正链 5′-CCATCATGCCGAGGGAGC-3′
负链 5′-GGTCACGTTTGCCTTCCTCT-3′

GAPDH 正链 5′-AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT-3′
负链 5′-CATGTTCGTCATGGGTGTGAACCA-3′

1. 2. 5　 mRNA 半衰期检测　 使用Act. D 处理细胞以终

止新 mRNA 合成,分别于不同时间点收集总 RNA,用
qPCR 检测不同时间点上细胞周期基因的含量。
1. 2. 6　 报告子试验　 在 HEK293T 细胞中共转染含

有不同细胞周期基因 3′UTR 的报告子质粒以及

MCPIP4 质粒或其对照载体,36
 

h 后收集总蛋白,利
用荧光素酶报告子检测系统(Promega 公司)测量荧

光素酶活性。 以内参基因 β-actin 的 3′UTR 报告子

作为阴性对照。
1. 2. 7　 RNA-IP 试验 　 在 TPC-1 细胞中诱导表达

GFP-MCPIP4 融合蛋白,24
 

h 后收集细胞裂解液,
4℃与 GFP 抗体以及蛋白

 

A / G 免疫磁珠孵育 4
 

h,
离心,清洗孵育 5 次。 用 Trizol 法提取沉淀下来的

总 RNA,利用 RT-PCR 方法检测相关基因的表达。
1. 3 　 统计学处理 　 采用 SPSS18. 0 和 GraphPad

 

Prism
 

5. 0 软件对各实验结果进行统计学分析,每个

实验均重复 3 次。 结果数据以 x±s 表示,组内比较

采用student-t 检验。
2　 结果

2. 1　 MCPIP4 在甲状腺乳头状癌细胞中呈低表达

　 测定正常甲状腺细胞及甲状腺乳头状癌细胞系

MCPIP4
 

mRNA 表达水平,甲状腺乳头状癌细胞系

中 MCPIP4
 

mRNA 表达水平显著低于正常甲状腺组

织(图 1,P<0. 01)。

图 1 人甲状腺正常细胞株及甲状腺乳头状癌细胞株
MCPIP4 mRNA 表达水平
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注：MCPIP4：单核细胞趋化蛋白诱导蛋白 4；a：与正常甲状腺
组织 （Nthy鄄ori 3鄄1、HTori鄄3） 比甲状腺乳头状癌细胞系中（TPC鄄1、
K1、BCPAP）MCPIP4 mRNA 表达水平显著降低（P<0.01）

2. 2
 

　 MCPIP4 抑制甲状腺乳头状癌细胞系 TPC-1
增殖 　 MTT 法检测细胞增殖试验显示:MCPIP4 过

表达组甲状腺乳头状癌细胞系 TPC-1 增殖速度较

慢,MCPIP4 过表达组的甲状腺乳头状癌细胞系

TPC-1 增殖能力显著低于对照组(P< 0. 05),见图

2A、图 2C;而 MCPIP4 敲低组的甲状腺乳头状癌细

胞系 TPC-1 与对照组相比,其增殖能力明显增加

(P<0. 05),见图 2B、图 2D。
2. 3　 MCPIP4 诱导甲状腺乳头状癌细胞系 TPC-1
细胞周期停滞 　 与对照组相比,MCPIP4 过表达组

细胞周期处于 G1 期的细胞百分数显著 增 加

(P<0. 05),见图 3A、图 3B,MCPIP4 敲低组 G1 期细

胞百分数显著降低(P<0. 05),见图 3C、图 3D;同

时,过表达组中处于 S 期细胞百分数显著降低

(P<0. 01),见图 3A、图 3B,而敲低组 S 期细胞百分

数明显增加(P<0. 05),见图 3C、图 3D。
2. 4　 MCPIP4 降低甲状腺乳头状癌细胞系 TPC-1
细胞周期相关基因的半衰期　 与对照组相比,过表

达 MCPIP4 可显著降低细胞周期相关基因 CDK4,
CDK6, Cyclin

 

D1, Cyclin
 

E1
 

mRNAs 的 半 衰 期

(P 均<0. 01),见图 4。
2. 5　 MCPIP4 直接靶向结合甲状腺乳头状癌细胞

系 TPC-1 细胞周期基因 mRNA　 与同型 IgG 对照组

比较,GFP 抗体组可显著富集细胞周期相关基因的

mRNAs(P<0. 05),见图 5。
2. 6 　 MCPIP4 靶向甲状腺乳头状癌细胞系 TPC-1
细胞周期基因的 3′UTR 　 与空载体对照组相比,
MCPIP4 可显著降低含有不同细胞周期基因 3′UTR
的报告子活性(P<0. 05),β-actin 的 3′UTR 报告子

作为阴性对照(图 6)。
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3　 讨论

RBPs 是细胞生命活动中的一类重要调节分子,
可在转录后水平或翻译水平上调节肿瘤相关基因

mRNA 的转录、核输出、选择性剪切及翻译等细胞内

活动,进而调控多种肿瘤细胞的增殖、凋亡、迁移

等,发 挥 抑 癌 或 促 癌 功 能[3-4] 。 本 研 究 探 讨 了

MCPIP4 在甲状腺乳头状癌细胞株 TPC-1 中的作

用,发现过表达 MCPIP4 显著抑制甲状腺乳头状癌

细胞增殖,并诱导细胞周期停滞,其分子机制是通

过直接靶向细胞周期相关基因的 3′UTR 从而去稳

定化基因的 mRNAs,这说明 MCPIP4 在甲状腺乳头

状癌细胞系 TPC-1 细胞中发挥抑癌作用。

图 2 MTT 法检测甲状腺乳头状癌细胞系 TPC鄄1 各组细胞增殖活性

注：GFP鄄MCPIP4 过表达组与对照组免疫印迹试验; B. MCPIP4 敲低组与对照组免疫印迹试验; C.过表达 MCPIP4 抑制 TPC鄄1 增殖，与
对照组相比，aP<0.05; D.敲低 MCPIP4 促进 TPC鄄1 增殖，与对照组相比，bP<0.05；GFP鄄MCPIP4：表达绿色荧光蛋白的单核细胞趋化蛋白诱导
蛋白 4；Endo鄄MCPIP4：内源性单核细胞趋化蛋白诱导蛋白 4;MTT:四甲基偶氮唑蓝
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图 4 qPCR 检测 MCPIP4 对细胞周期相关基因 mRNA 半衰期的影响

注：A.MCPIP4 过表达组和对照组 CDK4 mRNA 半衰期; B.MCPIP4 过表达组和对照组 CDK6 mRNA 半衰期；C.MCPIP4 过表达组和对
照组 Cyclin D1 mRNA 半衰期；D.MCPIP4 过表达组和对照组 Cyclin E1 mRNA；MCPIP4 过表达组和对照组相比 P<0.001；MCPIP4: 单核细
胞趋化蛋白诱导蛋白 4；CDK:细胞周期素依赖性激酶；Cyclin:周期蛋白
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图 5 RNA鄄IP 检测各组中沉淀的细胞周期相关基因表达
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　 　 MCPIP4 具有多种调节功能,包括免疫调节、血
管发生调控、miRNA 合成等[12] 。 MCPIP4 可调节多

个靶基因的 mRNA 稳定性, 比如 Bcl-2、 BIRC3、
BclA1 等从而参与肿瘤进展[9-11] 。 本研究利用 MTT
法检测 MCPIP4 对甲状腺乳头状癌 TPC-1 细胞增殖

的影响,发现 MCPIP4 诱导细胞周期停滞;MCPIP4
调控细胞周期停滞的机制显示,该分子可直接靶向

甲状腺乳头状癌细胞系 TPC-1 细胞周期基因的

3′UTR 从而去稳定化其 mRNA 致使细胞周期停滞。
本研究从细胞水平上证明:过表达 MCPIP4 可

下调细胞周期促进基因 CDK4、CDK6、Cyclin
 

D1、
Cyclin

 

E1
 

mRNA 的表达水平及稳定性,从而抑制甲

状腺乳头状癌细胞系 TPC-1 增殖并诱导细胞周期

停滞。 在体内实验及临床患者中,MCPIP4 与细胞

周期相关基因表达水平的相关性仍值得进一步研究,
(下转第 95 页)
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另外,Silva 等[14] 报道,MCPIP4 可作为一种表观遗

传学标志物,用来鉴定血液、唾液及精液等样本;并
有研究提示在晚期子宫内膜癌中 MCPIP4 可作为一

个显著的预后因子[13] ,而 MCPIP4 在乳头状甲状腺

癌中是否可作为特异性诊断和评价预后的临床标

志物,也值得进一步研究探讨。
综上所述,MCPIP4 在甲状腺乳头状癌细胞系

TPC-1 中发挥抑癌基因功能,其可通过直接靶向

3′UTR 降解细胞周期促进基因的 mRNA,是该分子

发挥抑癌作用的机制之一。
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