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miR-146a-5p、SMAD4在甲状腺滤泡癌组织中表达变化
和对FTC-238细胞系增殖迁移侵袭影响及靶向关系

黄睿，刘红春，王昌敏

新疆维吾尔自治区人民医院临床检验中心，乌鲁木齐 830001

摘要：目的　通过观察甲状腺滤泡癌（FTC）组织中 miR-146a-5p、SMAD4 的表达变化及对细胞增殖、迁移、侵

袭能力的影响，分析miR-146a-5p与 SMAD4之间的靶向关系，以探讨miR-146a-5p是否通过靶向 SMAD4促进FTC增

殖、迁移、侵袭。方法　收集 FTC 组织标本 30 例份，非肿瘤甲状腺或距离肿瘤边缘>2 cm 癌旁组织 30 例份，采用

RT-qPCR 法检测 FTC组织及癌旁组织中 miR-146a-5p、SMAD4 mRNA。将 FTC-238细胞系分为 miR-146a-5p mimics
组和阴性对照（miR - NC组）分别转染miR-146a-5p mimics（使细胞过表达miR-146a-5p）及miR-NC。采用CCK8法观

察两组培养12、24、48 h时的细胞增殖能力，划痕实验观察两组细胞迁移能力，Transwell小室实验观察两组细胞侵袭

能力。分别采用 RT-qPCR 及免疫印迹法检测两组细胞中 SMAD4 mRNA 及蛋白。双荧光素酶报告基因实验验证

miR-146a-5p 与 SMAD4的靶向关系。结果　与癌旁组织相比，FTC组织中miR-146a-5p相对表达量降低（P <0. 05）；

SMAD4 mRNA 相对表达量升高（P <0. 05）。与 miR-NC 组相比，各个时间点 miR-146a-5p mimics 组细胞 OD 值降低

（P 均< 0. 05）；与miR-NC组相比，miR-146a-5p mimics 组细胞迁移、侵袭数目减少（P 均< 0. 05）。与 miR-NC 组相

比，miR-146a-5p mimics 组 SMAD4 mRNA 及蛋白相对表达量降低（P 均 <0. 05）。miR-146a-5p 与 SMAD4 存在靶向

关系。结论　FTC 组织中 miR-146a-5p 表达降低、SMAD4 表达升高；miR-146a-5p 过表达可抑制 FTC-238 细胞系增

殖、迁移、侵袭； miR-146a-5p 与 SMAD4 之间存在靶向关系。miR-146a-5p 可能通过靶向抑制 SMAD4 促进 FTC 癌

细胞的增殖、迁移、侵袭。
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Expression changes of miR-146a-5p and SMAD4 in thyroid follicular carcinoma tissues， their effects on 
proliferation， migration， and invasion of FTC-238 cells， and verification of the targeted relationship
HUANG Rui， LIU Hongchun， WANG Changmin
Clinical Laboratory Center， People's Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous Region， Urumqi 830001， China

Abstract： Objective　 To analyze the targeted relationship between miR-146a-5p and SMAD4 by observing the ex⁃
pression changes of microRNA-146a-5p （miR-146a-5p） and SMAD4 homolog 4 （SMAD4） in follicular thyroid carcinoma 
（FTC） tissues and their effects on cell proliferation migration and invasion abilities， in order to explore whether miR-146a-

5p promotes invasion and metastasis of FTC by targeting SMAD4.  Methods　 We collected 30 samples of FTC tissues and 
30 samples of non-tumor thyroid tissues or tissues adjacent to the tumor margin （>2 cm） from patients with FTC.  We used 
RT-qPCR to detect miR-146a-5p and SMAD4 mRNA in the FTC tissues and adjacent tissues.  The FTC-238 cells were di⁃
vided into the miR-146a-5p mimics group and the negative control （miR-NC group）， which were transfected with miR-

146a-5p mimics （to overexpress miR-146a-5p in the cells） and miR-NC， respectively.  CCK-8 was used to observe the cell 
proliferation abilities of the two groups at 12， 24， and 48 h of culture.  The scratch test was used to observe the migration 
abilities of the two groups， and the Transwell chamber experiment was used to observe the invasion abilities of the two 
groups.  RT-qPCR and Western blotting were used to detect SMAD4 mRNA and protein in the two groups， respectively.  
The dual luciferase reporter gene experiment was used to verify the targeted relationship between miR-146a-5p and 
SMAD4.  Results　 The relative expression level of miR-146a-5p in FTC tissues was lower than that in the adjacent tissues 
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（P<0. 05）.  The relative expression level of SMAD4 mRNA in FTC tissues was higher than that in adjacent tissues （P<
0. 05）.  The OD value at each time point in the miR-146a-5p mimics group was lower than that in the miR-NC group （all P<
0. 05）.  The number of migration and invasive cells after transfection in the miR-NC group was larger than that in the miR-

146a mimics group （P<0. 05）.  The relative expression levels of SMAD4 mRNA and protein in the miR-146a-5p mimics 
group were lower than those in the miR-NC group （both P<0. 05）.  There was a targeted relationship between miR-146a-5p 
and SMAD4.  Conclusion　 In FTC tissues， the expression of miR-146a-5p decreases while the expression of SMAD4 in⁃
creases.  Overexpression of miR-146a-5p can inhibit the proliferation， migration， and invasion of the FTC-238 cells.  There 
is a targeted relationship between miR-146a-5p and SMAD4.  MiR-146a-5p may promote the proliferation， invasion， and 
migration of FTC cells by targetedly inhibiting SMAD4.

Key words： microRNA-146a-5p； SMAD homolog 4； cell proliferation； cell invasion； cell metastasis； thyroid fol⁃
licular carcinoma

甲状腺滤泡癌（FTC）是一种罕见的内分泌恶性

肿瘤，起源于甲状腺滤泡上皮细胞，占甲状腺癌的

75％~85％，其发病率呈逐年上升趋势［1］。尽管 FTC
的总体预后较好，但部分患者仍会出现复发和转移，

导致治疗失败和不良预后。因此，深入研究 FTC的

侵袭转移机制，寻找有效的治疗靶点，对于提高FTC
患者的生存率和生活质量具有重要意义［2］。近年，

microRNA（miRNA）在肿瘤发生、发展和转移中的作

用日益受到关注［3］，miRNA 是一类长度为 20~22 核

苷酸的非编码 RNA，通过靶向调控基因表达，影响

多种生物学过程，在多种疾病的发生发展中起到重

要调控作用。已有研究［4-5］表明，miR-146a-5p 在多

种类型肿瘤中表达异常，并参与肿瘤的侵袭和转移

过程。有文献报道 miR-146a-5p在甲状腺癌中异常

表达，然而，其在 FTC 中的表达变化及作用尚不清

楚。miR-146a-5p可能通过调控下游蛋白发挥作用，

SMAD4是潜在的靶蛋白，也是TGF-β通路的信号转

导分子，但 miR-146a-5p 与 SMAD4 之间是否存在靶

向关系仍未可知。SMAD4 的失活或缺失已在多种

肿瘤中被发现，并与肿瘤的发生和发展密切相关［6］。

SMAD4与 FTC 的关系少见报道。研究时间 2023年

1月—2024年5月，本研究通过观察甲状腺滤泡癌组

织中 miR-146a-5p、SMAD4 mRNA的表达变化，以及

过表达miR-146a-5p的人 FTC细胞系 FTC-238增殖、

迁移、侵袭能力的变化，并验证 miR-146a-5p 与

SMAD4 是否存在靶向关系，以探讨 miR-146a-5p 是

否通过靶向 SMAD4 促进 FTC 癌细胞的增殖、迁移、

侵袭。

1 材料与方法 
1. 1　组织、细胞、试剂、仪器　收集 2019 年 1 月—

2022年12月新疆维吾尔自治区人民医院临床检验中

心FTC标本30例份，非肿瘤甲状腺或距离肿瘤边缘>
2 cm 癌旁组织30例份。FTC-238（货号：BES-2385HC）

购自上海博尔森生物科技有限公司。DMEM培养基

及胎牛血清购自上海齐源生物科技有限公司；

TRIzol、反转录试剂盒由上海联迈生物工程有限公

司提供；兔抗小鼠 β-actin抗体、兔抗小鼠 SMAD4抗

体购自上海语纯生物科技有限公司；miR-146a-5p 
mimics、阴性对照mimics-NC以及引物均由上海华雅

思创生物科技有限公司提供；CCK-8试剂盒由北京博

奥森（Bioss）生物技术有限公司提供；结晶紫购自上

海碧云天生物技术有限公司；ROS试剂盒由北京索

莱宝（Solarbio）科技有限公司提供；Erastin来源于美

国MedChemexpress生物科技公司；RT-PCR试剂盒由

南京博研生物科技有限公司提供。 BPN-50CH培养

箱购自上海灯晟仪器制造有限公司；XSP-BM-2CE
生物光学显微镜购自青岛明博环保科技有限公司；

QuantiFast SYBR Green PCR Kit实时荧光定量 PCR7
由深圳子科生物科技有限公司提供；96孔细胞培养

板购自江苏晶创生物科技有限公司；优云谱 YP-96A
酶标仪购自山东宏科量子科技有限公司。

1. 2　FTC 癌组织及癌旁组织 miR-146a-5p、SMAD4 
mRNA 检测　采用 RT-qPCR 法。按照 RNA 提取试

剂盒及反转录试剂盒说明书进行 cDNA 文库构建，

通过 RT-qPCR 技术检测 FTC 组织与癌旁组织中

miR-146a-5p、SMAD4 mRNA，实验步骤按试剂盒说

明书进行。PCR 反应条件：95 ℃ 15 min，1 个循环；

94 ℃ 15 s，55 ℃ 30 s，70 ℃ 30 s，完成 40个循环。引

物序列：GAPDH 上游：5'-AGGAATTCCCAGTAAGT⁃
GCG-3'，下 游 ：5'-GCCTCACTAAACCATCCAA-3'；
miR-146a-5p 上游：5'-GGGTGAGAACTGAATTCCA-

3'，下游：5'-CAGT-GCGTGGTGGAGT-3'；SMAD4 上

游：5'-CAGC-CATC-GTTGTCCACT-3'，下游：5'-GGT⁃
GGGGTGCT-GTATGTC-3'。结果以荧光定量分析仪

进行判定，采用2-ΔΔCt法计算目的基因相对表达量。

1. 3　FTC-238细胞系分组及miR-146a-5p mimics转
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染　将 FTC-238 细胞系分为 miR-146a-5p mimics 组
和阴性对照组（miR-NC组）。将miR-146a-5p mimics
转染到 miR-146a-5p mimics组细胞中，将 miR-NC 转

染到 miR-NC组细胞中，37 ℃、5%CO2的培养箱中培

养 48 h。培养完成后通过 RT- qPCR 检测是否转染

成功。判定标准：与 miR-NC 组相比，miR-146a-5p 
mimics组miR-146a-5p相对表达量显著升高，则说明

转染成功。

1. 4　各组细胞增殖能力观察　采用 CCK8 法。取

上述转染成功的各组细胞，加入 96 孔细胞培养板

中，100 μL细胞悬液对应 1个孔，每孔所含细胞数为

300个，在 5% CO2培养箱中培养。培养温度设置为

37 ℃，分别培养12、24、48 h，在每个时间点培养结束

后，取 20 μL 混合液加入各培养孔，轻轻摇晃细胞培

养板，确保混合液能够与培养液混合均匀。然后在 
37 ℃ CO2环境下进行培养，培养 6 h后，将混合液吸

出，并加入正常的培养基，在同等培养环境下培养

24 h。然后在每个孔中加入CCK8 10 μL，37 ℃培养

6 h后，采用酶标仪检测各孔450 nm波长的OD值。

1. 5　各组细胞迁移、侵袭能力观察　采用细胞划痕

实验观察各组细胞迁移能力：将上述各组 FTC-238
细胞消化为单细胞悬液，浓度 1×106/mL。取适量细

胞悬液接种于6孔培养板中，在6孔培养板背面使用

马克笔间隔均匀地绘制横线，使用 200 μL移液枪吸

取细胞悬液，使枪头垂直于6孔板背后的横线进行划

痕操作。划痕完成后，更换为无血清培养基，将培养

板置于细胞培养箱中继续培养。在0 h和24 h时，于

显微镜下对细胞进行拍照，统计视野中的细胞数目。

采用 Transwell 小室法观察各组细胞侵袭能力：

从培养皿中收获经过处理的上述两组细胞，并用无

血清培养基清洗两次以去除残留的培养基和生长因

子。将各组细胞样品重新悬浮在无血清培养基中，

并调整细胞浓度至适合的浓度。不同分组的细胞样

品添加到 Transwell小室的顶部，并确保所有细胞都

贴附在小室的上膜上。将适量的培养基和生长因子

添加到 Transwell 小室的底部。将 Transwell 小室放

入培养箱中培养 48 h。将 Transwell小室取出，并弃

去培养基。擦去上室未穿膜细胞，使用结晶紫染色

剂对迁移到小室底部的细胞进行染色。在显微镜下

观察染色后的细胞，并计数迁移到小室底部的细胞

数量。

1. 6　各组细胞中 SMAD4蛋白及mRNA的检测　采

用免疫印迹法。取上述两组细胞，分别将各组细胞

与裂解液混合离心取上清。用 BCA 法测蛋白浓度

后 – 80 ℃保存。取蛋白样品电泳后转至PVDF膜。

转膜后封闭，4 ℃孵育一抗过夜，室温孵育二抗 1 h。
洗膜显色，用凝胶图象处理系统拍照并分析目标带

的分子量和光密度值，结果以 SMAD4 光密度值/

GAPDH光密度值比值表示。采用RT- qPCR法检测

SMAD4 mRNA，步骤同1. 2。
1. 7　miR-146a-5p 与 SMAD4 之间的靶向关系验

证　采用双荧光素酶报告基因实验。将FTC-238细胞

分为miR-146a-5p+wt组、NC+wt组、miR-146a-5p+mut
组、NC+mut组，miR-146a-5p+wt组转染 miR-146a-5p 
mimics 与野生型（wt）质粒，NC+wt 组转染阴性对照

mimics-NC 与野生型质粒，miR-146a-5p+mut 组转染

miR-146a-5p mimics与突变型（mut）质粒，NC+mut组
转染阴性对照 mimics-NC 与突变型质粒，在细胞达

70%~80%汇合度时进行转染，转染 24 h后收集各组

细胞并裂解细胞。 使用双荧光素酶检测试剂盒检

测各组Renilla荧光素酶和萤火虫荧光素酶的活性，

计算两者的比值。

1. 8　统计学方法　采用 SPSS25. 0 统计软件。符

合正态分布的计量资料以 -x ± s 表示，比较采用 t 
检验或方差分析，进一步组间比较采用 LSD-t 法；

若不符合正态分布，则以M（P25，P75）表示，比较采用 
Mann-Whitney U 检验；计数资料以频次或百分比表

示，比较采用 χ2检验或 Fisher 精确检验。以P<0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果 
2. 1　FTC 癌组织及癌旁组织 miR-146a-5p、SMAD4 
mRNA相对表达量比较　FTC癌组织中miR-146a-5p
相对表达量为 0. 10 ± 0. 12，癌旁组织中为 1. 00 ± 
0. 00，FTC癌组织中miR-146a-5p相对表达量低于癌

旁组织（P < 0. 05）。FTC癌组织中 SMAD4 mRNA相

对表达量为 0. 34 ± 0. 12、癌旁组织中为 0. 06 ± 
0. 01，FTC癌组织中 SMAD4 mRNA相对表达量高于

癌旁组织（t分别为12. 395、13. 842，P均< 0. 05）。

2. 2　各组细胞增殖能力比较　miR-146a-5p mimics
组培养 12、24、48 h OD 值分别为 0. 14 ± 0. 04、
0. 62 ± 0. 15、0. 82 ± 0. 25， miR-NC组分别为 0. 22 ± 
0. 06、0. 79 ± 0. 14、1. 02 ± 0. 16，miR-146a-5p mimics
组各个时间点的 OD 值均低于 miR-NC 组（t 分别为

1. 923、1. 791、1. 372，P均< 0. 05）。

2. 3　各组细胞迁移、侵袭能力比较　miR-NC 组的

细胞迁移数目为（59. 52 ± 3. 27）个/视野，miR-146a 
mimics 组的细胞迁移数目为（28. 62 ± 2. 42）个/视

野，miR-NC 组细胞迁移数目高于 miR-146a mimics
3
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组（t=13. 143，P < 0. 05）。

2. 4　各组细胞中 SMAD4蛋白及mRNA比较　miR-

146a-5p mimics组、miR-NC组 SMAD4 mRNA 相对表

达量分别为 1. 0 ± 0. 1、2. 0 ± 0. 2，蛋白相对表达量

分别为 0. 28 ± 0. 01、0. 49 ± 0. 01， 与 miR-NC 组相

比，miR-146a-5p mimics 组 SMAD4 mRNA 及蛋白相

对表达量升高（t分别为 28. 68、69. 57，P均< 0. 05）。

SMAD4免疫印迹结果见图1。

2. 5　miR-146a-5p 与 SMAD4 之间的靶向关系　

miR-146a-5p+wt组荧光强度比值为0. 72 ± 0. 13，NC + 
wt 组为 1. 21 ± 0. 24，miR-146a-5p+wt组荧光强度比

值低于NC + wt组（t=3. 114，P < 0. 05）。miR-146a-5p+ 
mut 组荧光强度比值为 1. 25 ± 0. 16，NC + mut 组为

1. 29 ± 0. 21，miR-146a-5p + mut 组荧光强度比值与

NC+mut 组相比差异无统计学意义（t=0. 261，P > 
0. 05）。

3 讨论 
FTC的发病率在全球范围内呈上升趋势。据统

计，近年来 FTC的发病率以每年 2%的速度递增，尤

其是在女性和年轻人中更为常见。流行病学研究［7］

显示，FTC 的发病可能与多种因素有关，包括遗传、

环境、生活习惯、辐射暴露等。FTC的临床表现通常

包括颈部肿胀、吞咽困难、呼吸困难、声音改变等。

此外，还可能伴有其他症状，如疲劳、消瘦、发热等。

这些症状可能会因人而异，取决于肿瘤的大小、位置

以及扩散情况。相关研究［8］表明，FTC 具有侵袭和

转移的能力，这是其恶性行为的重要表现。侵袭是

指肿瘤突破基底膜，进入周围组织结构的能力；而转

移则是指肿瘤细胞通过血液循环或淋巴系统，转移

到身体的其他部位，这些行为都严重影响了肿瘤的

治疗效果和患者的生存期。目前，关于 FTC侵袭转

移的研究主要集中在探索相关的分子机制上。已经

发现的一些关键分子包括上皮细胞—间质转化

（EMT）相关基因、细胞外基质降解相关酶类等。这

些分子在肿瘤细胞的迁移、黏附、增殖过程中都发挥

了重要作用［9-10］。此外，还发现了一些与侵袭转移相

关的信号通路，如 PI3K/Akt/mTOR 通路、MAPK 通

路等。这些通路在肿瘤细胞的生长、分化、迁移过程

中都起到了关键作用。

近年来，越来越多的研究［11］表明 miR-146a-5p
与 FTC 的发生和发展密切相关。有研究［12］表明，

miR-146a-5p 的表达水平与 FTC 的侵袭性和淋巴结

转移呈负相关。进一步的研究［13］发现，miR-146a-5p
可以抑制FTC细胞的增殖、迁移和侵袭，并通过调节

相关信号通路来抑制肿瘤进展。miR-146a-5p 可以

直接靶向作用于一些与 FTC侵袭转移相关的基因，

如 EGFR、MET、NF-κB 等。这些基因在 FTC 细胞的

增殖、迁移、侵袭和血管生成中起着关键作用［14-15］。

miR-146a-5p通过直接抑制这些基因的表达，从而抑

制 FTC 细胞的恶性行为［16-18］。研究［19］表明，SMAD4
基因的缺失或突变与FTC的侵袭性和远处转移密切

相关。在FTC中，SMAD4基因的缺失或突变会导致

肿瘤细胞失去对其生长和转移的控制，这种基因的

异常表达还会影响肿瘤细胞与周围环境的相互作

用，使肿瘤更容易侵袭和转移［20］。

本研究结果显示 miR-146a-5p 在 FTC 组织中的

表达水平低于癌旁组织，提示miR-146a-5p在FTC的

发生中有一定的参与作用。转染试验结果显示与

miR-NC组相比，miR-146a-5p mimics组的miR-146a-5p
相对表达量较高。且细胞活力会随着培养时间的延

长而降低，结果表明过表达miR-146a-5p 对FTC-238
细胞系增殖起到抑制作用。本实验结果显示，

miR-146a-5p可以与SMAD4的mRNA结合，抑制其表

达，进而抑制 FTC-238细胞系的增殖。miR-146a-5p 
mimics在转录后水平上过度表达，从而对细胞功能

产生重要影响。因此，推测 miR-146a-5p 在转染过

程中的相对高表达可能对细胞生命活动产生广泛影

响。miR-146a-5p 过表达后的 FTC-238 细胞迁移侵

袭数目低于转染 miR-NC 的 FTC-238。说明过表达

miR-146a-5p 显著抑制了 miR-146a-5p 细胞迁移侵

袭。本研究研究结果显示， FTC组织中 SMAD4高表

达，提示它可能参与了FTC的发生。与miR-NC组相

比，miR-146a-5p mimica 组 SMAD4 基因及蛋白表达

均上调，说明 miR-146a-5p 与 SMAD4 的 mRNA 结

合，可以抑制 SMAD4 的降解，导致 SMAD4 的积累

和表达水平的提高。此外，SMAD4 的上调可能与

图1　各组SMAD4蛋白表达情况（免疫印迹法）

4



山东医药2024 年第 64 卷第 27 期
miR-146a-5p 的免疫调节功能有关。双荧光素酶报

告基因结果显示 miR-146a-5p-mimics+wt 组荧光强

度比值低于 miR-146a-5p -mimics NC+wt 组，表明

miR-146a-5p与SMAD4存在靶向关系。

综上所述，miR-146a-5p 可能通过靶向 SMAD4
促进 FTC 癌细胞的增殖、迁移、侵袭。本研究分析

了 miR-146a-5p 对 FTC 侵袭转移的影响，对其与

SMAD4 的靶向关系进行了研究，但关于 miR-146a-

5p靶基因的研究尚不充分，仍需进一步探讨。
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