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摘     要             背景与目的：长链非编码 RNA （lncRNA） 可通过结合 mircoRNA （miRNA） 来间接调控下游 mRNA 的转

录及降解，从而调控肿瘤发生与发展。lncRNA FOXP4-AS1 是近年来发现的一种新的肿瘤相关生物标志

物 ， 在 不 同 的 肿 瘤 中 发 挥 着 不 同 的 调 控 作 用 ， 笔 者 前 期 研 究 发 现 ， FOXP4-AS1 在 甲 状 腺 乳 头 状 癌

（PTC） 中呈低表达，发挥抑癌作用。此外，笔者通过数据库预测 miR-507 可与 FOXP4-AS1 互补结合。

因此，本研究探讨 FOXP4-AS1 通过调控 miR-507 及其下游靶 mRNA 抑制 PTC 细胞的生长的作用与机制。

方法：通过 TCGA 数据库分析 miR-507 在甲状腺癌 （TC） 中的表达水平及其在 TC 中的临床意义。qRT-PCR

检测 PTC 细胞系 （TPC-1、K1） 和正常甲状腺滤泡上皮细胞 （Nthy-ori3-1） 中 miR-507 的表达水平，以及

过表达及敲低 FOXP4-AS1 后检测 miR-507 表达水平的变化。用双荧光素酶报告基因实验验证 FOXP4-AS1

与 miR-507 靶向关系。分别在 FOXP4-AS1 过表达及敲低稳转株上转染 miR-507 的模拟物、抑制物，并分

别用 CCK-8 实验、克隆形成实验、Transwell 实验、划痕愈合实验以及流式细胞术检测细胞功能的变化。

用生物信息学方法分析 miR-507 下游靶点并用 qRT-PCR 验证。

结果：TCGA 数据库分析结果显示，miR-507 在 TC 中高表达，且其表达水平 TC 患者与临床病理分期、

T 分期、腺外浸润等临床病理特征有关 （均 P<0.05）。qRT-PCR 结果显示，与 Nthy-ori3-1 细胞比较，miR-507

在两种 PTC 细胞中呈高表达，且过表达和敲低 FOXP4-AS1 后，两种 PTC 细胞中 miR-507 的表达水平随之

反向改变 （均 P<0.05）。双荧光素酶报告基因实验结果显示，FOXP4-AS1 与 miR-507 靶向结合，并抑制

miR-507 的表达。细胞功能实验及功能回复实验显示，FOXP4-AS1 过表达后，PTC 细胞的增殖活力、迁

移能力和抗凋亡能力明显减弱，同时加入 miR-507 的模拟物后，PTC 细胞以上功能回复 （均 P<0.05）；

敲低 FOXP4-AS1 后，PTC 细胞的增殖活力、迁移能力和抗凋亡能力明显升高，同时加入 miR-507 的抑制

物后，PTC 细胞以上功能回复 （均 P<0.05）。数据库预测与 GO、KEGG 富集分析结果显示，miR-507 下游

可能涉及 CAMK4，qRT-PCR 验证结果显示，CAMK4 的表达水平随 FOXP4-AS1 表达水平的上调、下调呈

同向改变，且其表达水平随 miR-507 模拟物和抑制物的加入而反向改变 （均 P<0.05）。

结论：FOXP4-AS1 可以靶向结合 miR-507，并可能通过海绵作用抑制 miR-507 表达水平调控 PTC 细胞的

增殖、迁移及细胞凋亡。CAMK4 可能是 FOXP4-AS1/miR-507 通路发挥抑癌作用的下游靶点之一。
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Abstract             Background and Aims: Long non-coding RNAs (lncRNAs) can indirectly regulate the transcription 

and degradation of downstream mRNAs by binding to microRNAs (miRNAs), thereby regulating the 

occurrence and development of tumors. LncRNA FOXP4-AS1 is a recently discovered tumor-related 

biomarker, playing different regulatory roles in different tumors. Our previous study found that FOXP4-AS1 

is downregulated in papillary thyroid carcinoma (PTC) and is a tumor suppressor. In addition, 

bioinformatics analysis predicted that miR-507 could complementarily bind to FOXP4-AS1. Therefore, 

this study was conducted to explore the role and mechanism of FOXP4-AS1 in inhibiting the growth of 

PTC cells by regulating miR-507 and its downstream target mRNA.

Methods: The expression levels of miR-507 in thyroid cancer (TC) and its clinical significance were 

analyzed using the TCGA database. The expression levels of miR-507 in PTC cell lines (TPC-1, K1) and 

normal thyroid follicular epithelial cells (Nthy-ori3-1) were detected by qRT-PCR and the changes in 

miR-507 expression levels after overexpression and knockdown of FOXP4-AS1 were measured. The 

dual-luciferase reporter gene assay was used to verify the targeting relationship between FOXP4-AS1 

and miR-507. miR-507 mimic and inhibitor were transfected into stable cell lines overexpressing or 

knockdown of FOXP4-AS1, and changes in cell function were detected by CCK-8 assay, colony 

formation assay, Transwell assay, scratch healing assay, and flow cytometry. Bioinformatics analysis was 

used to predict the downstream targets of miR-507, and qRT-PCR was used for validation.

Results: Analysis of the TCGA database showed that miR-507 was highly expressed in TC, and its 

expression level was associated with clinical pathological features such as clinical stage, T stage, and 

extrathyroidal infiltration (all P<0.05). qRT-PCR results showed that compared with Nthy-ori3-1 cells, 

miR-507 was highly expressed in both PTC cell lines, and the expression levels of miR-507 in both PTC 

cells changed inversely after overexpression and knockdown of FOXP4-AS1 (all P<0.05). The results of 

the dual-luciferase reporter gene assay showed that FOXP4-AS1 targeted and inhibited the expression of 

miR-507. Cell function experiments and functional recovery experiments showed that after 

overexpression of FOXP4-AS1, the proliferation, migration, and anti-apoptotic ability of PTC cells were 

significantly weakened, and these functions were restored after the addition of miR-507 mimic (all P<

0.05); knockdown of FOXP4-AS1 in PTC cells resulted in a significant increase in proliferation, 

migration, and anti-apoptotic ability, and these functions were restored after the addition of the miR-507 

inhibitor (all P<0.05). Bioinformatics prediction and GO, KEGG enrichment analysis results showed that 

miR-507 downstream may involve CAMK4. qRT-PCR validation results showed that the expression 

level of CAMK4 changed in the same direction as the expression level of FOXP4-AS1, and its 

expression level changed inversely with the addition of miR-507 mimic and inhibitor (all P<0.05).

Conclusion: FOXP4-AS1 can target miR-507, and may regulate the proliferation, migration, and 
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apoptosis of PTC cells by inhibiting the expression level of miR-507 through a sponge mechanism. 

CAMK4 may be one of the downstream targets of the FOXP4-AS1/miR-507 pathway in exerting its 

anticancer effects.

Key words           Thyroid Neoplasms; RNA, Long Noncoding; MicroRNAs; Cell proliferation; Apoptosis
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甲状腺癌 （thyroid cancer，TC） 是最常见的内

分泌恶性肿瘤，我国 TC 发病率增长迅速，国家癌

症中心数据显示 2022 年 TC 发病率上升至所有恶性

肿 瘤 中 第 三 位[1]。 甲 状 腺 乳 头 状 癌 （papillary 

thyroid cancer，PTC） 是 TC 中最常见的类型，约占

85%~90%。多数 PTC 病程缓慢，表现出高度惰性，

预后较好，但仍有 5%~20% 的 PTC 侵袭性和病死率

较 通 常 PTC 较 显 著 ， 预 后 相 对 较 差[2-3]。 因 此 ， 深

入探索 PTC 发病发展的分子机制，对 PTC 患者的诊

断、治疗、长期管理及预后判断具有重要意义。

长 链 非 编 码 RNA （long non-coding RNA，

lncRNA） 在调控肿瘤的发生发展中起着重要作用。

lncRNA FOXP4-AS1 是 近 年 来 出 现 的 一 种 新 的 肿 瘤

相 关 生 物 标 志 物 ， 在 不 同 的 肿 瘤 中 作 用 不 同[4-11]，

本 课 题 组 对 其 开 展 了 研 究[12-14]， 结 果 发 现 ：

FOXP4-AS1 在 PTC 中呈低表达，且其低表达是 PTC

区 域 淋 巴 结 转 移 的 独 立 危 险 因 素 ， 进 一 步 发 现

FOXP4-AS1 的 亚 细 胞 定 位 在 细 胞 质 中 ， 因 而 推 测

FOXP4-AS1 在 PTC 中可能通过两种方式发挥肿瘤抑

制 作 用 ： 作 为 mircoRNA （miRNA） 分 子 海 绵 或 调

节其结合蛋白的稳定性。但目前关于 FOXP4-AS1 的

研究中尚未有 PTC 中 FOXP4-AS1 作为 miRNA 分子海

绵 参 与 的 ceRNA 通 路 的 文 献 报 道 。 为 此 ， 笔 者 前

期 使 用 miRDB 数 据 库 （https://mirdb.org） 预 测 发 现

miR-507 可能是 FOXP4-AS1 的调控靶 miRNA （图 1）。

因此，本研究对 FOXP4-AS1 可能靶向海绵的 miRNA

并进行实验验证，同时探索该 ceRNA 通路对 PTC 细

胞功能的影响。

1     材料与方法 

1.1 材料　

1.1.1 miR-507 在 TC 与 泛 癌 中 的 表 达 分 析　 从

TCGA 数据库 （https://portal.gdc.cancer.gov） 下载并整

理肿瘤的 miRNA-seq 数据并提取 RPM 格式的数据，

分 析 miR-507 在 TC 及 泛 癌 中 的 表 达 水 平 及 其 在 TC

中的临床意义，使用 ggplot2 包可视化结果。

1.1.2 主要试剂及耗材　人 PTC 细 胞 TPC-1 （武 汉

普诺赛生命科技有限公司，中国），人 PTC 细胞 K1

及人正常甲状腺滤泡上皮细胞 Nthy-ori3-1 （上海市

长 海 医 院）； RPMI 1640 培 养 基 、 DMEM 高 糖 培 养

图1　FOXP-AS1与miR-507的结合靶点预测

Figure 1　Prediction of the binding sites between FOXP4-AS1 and miR-507

基 、（Gibco， 美 国）； 细 胞 培 养 皿 、 细 胞 培 养 板 、

离心管、Transwell 小室、细胞冻存管 （广州洁特生

物过滤股份有限公司，中国）；胎牛血清、无血清

冻 存 液 、 Annexin V-APC/PI 荧 光 双 染 细 胞 凋 亡 检 测

试剂盒 （武汉普诺赛生命科技有限公司，中国）；

过 表 达 慢 病 毒 、 敲 低 慢 病 毒 ， 病 毒 转 染 试 剂 （上

海 吉 凯 基 因 医 学 科 技 股 份 有 限 公 司 ， 中 国）；

hsa-miR-507 模 拟 物 及 其 对 照 、 hsa-miR-507 抑 制 物

及其对照、FOXP4-AS1 引物、GAPDH 引物[生工生

物工程 （上海） 股份有限公司，中国]；Lipo8000TM

转 染 试 剂 （上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 中

国 ）； TRIzol （Ambion， 美 国 ）； nanodrop 2000

（Thermo Fisher，美国）；逆转录试剂盒、实时定量

PCR 扩增预溶液[翌圣生物科技 （上海） 股份有限

公 司 ， 中 国]； CCK-8 试 剂 （MedChemExpress， 美

国）；miR-507 引物、U6 引物、锁核苷酸 miRNA 检

测试剂盒 （QIAGEN，美国）；4% 多聚甲醛 （北京

雷根生物技术有限公司，中国）；0.1% 结晶紫水溶

液 （北京索莱宝科技有限公司，中国）。

1.2 方法　

1.2.1 细胞培养　人 PTC 细 胞 TPC-1 和 人 正 常 甲 状

腺 滤 泡 上 皮 细 胞 Nthy-ori3-1 培 养 在 RPMI 1640 完 全

培 养 基 （含 10% 胎 牛 血 清 、 0.1 mg/mL 链 霉 素 和

100 U/mL 青 霉 素） 中 ， 人 PTC 细 胞 K1、 人 胚 肾 上

皮 细 胞 293T 培 养 在 DMEM 完 全 培 养 基 （含 10% 胎

牛血清、0.1 mg/mL 链霉素和 100 U/mL 青霉素） 中，

置于恒温培养箱中 （37 ℃、5% CO2）。

1.2.2 FOXP4-AS1 过表达及敲低稳转株的构建　将

PTC 细 胞 （TPC-1、 K1 细 胞） 分 别 转 染 FOXP4-AS1

过表达慢病毒载体 （FOXP4-AS1 组）、过表达对照

空载病毒 （阴性对照组，Ctrl 组）、FOXP4-AS1 敲低

慢病毒载体 1 号 （shFOXP4-AS1 组#1）、FOXP4-AS1

敲低慢病毒载体 2 号 （shFOXP4-AS1 组#2）、敲低对

照 空 载 病 毒 （敲 低 阴 性 对 照 组 ， shCtrl 组）。 慢 病

毒 的 构 建 由 上 海 吉 凯 基 因 医 学 科 技 股 份 有 限 公 司

完 成 。 6 孔 板 中 种 板 密 度 至 30%~50% 开 始 转 染 ，

将 配 制 好 的 病 毒 感 染 液 （MOI=50 ， 病 毒 滴 度 =

1×108 TU/mL） 加入 6 孔板中，置于细胞培养箱中

培养 12~16 h 后，更换为完全培养基，继续培养 72 h。

培养 72 h 后用嘌呤霉素 （2 μg/mL） 对细胞进行筛

选 建 立 稳 转 株 ， 使 用 倒 置 荧 光 显 微 镜 确 认 转 染 效

果，qRT-PCR 检测过表达及敲低效率。

1.2.3 细胞功能回复实验的分组及转染　将 PTC 细

胞 （TPC-1、K1 细胞） FOXP4-AS1 过表达稳转株分

别转染分 miR-507 的模拟物 （miR-507 mimic 组） 和

模拟物阴性对照序列 （模拟物阴性对照组，mNC 组）；

将 PTC 细 胞 （TPC-1、 K1 细 胞） FOXP4-AS1 敲 低 稳

转 株 分 别 转 染 miR-507 的 抑 制 物 （miR-507 inhibitor

组） 和抑制物阴性对照序列 （抑制物阴性对照组，

iNC 组）。miR-507 的模拟物及抑制物和对应的阴性

对照由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成，

其 核 苷 酸 序 列 为 miR-507 mimic： UUU UGC ACC 

UUU UGG AGU GAA （正 向 序 列）； mNC： UUG 

UAC UAC ACA AAA GUA CUG （正向序列）；miR-507 

inhibitor：（mU） （mU） （mC） （mA） （mC） （mU）

（mC）（mC）（mA）（mA）（mA）（mA）（mG）（mG）

（mU） （mG） （mC） （mA） （mA） （mA） （mA）；

iNC：CAG UAC UUU UGU GUA GUA CAA。6 孔 板 中

种 板 密 度 至 30%~50% 开 始 转 染 ， 将 配 制 好 的

miRNA 转 染 液 （miRNA mimic 工 作 浓 度 50 nmol/L ，

miRNA inhibitor 工作浓度 100 nmol/L） 加入 6 孔板中，

继续培养24~48 h后，本实验中采用检测细胞功能变

化检测 miRNA mimic/inhibitor 的作用效果。

1.2.4 RNA 提取及 qRT-PCR　取 处 于 对 数 生 长 期

的 细 胞 ， 接 种 于 6 孔 板 中 培 养 ， 待 细 胞 汇 合 度 达

90% 左 右 ， 倒 去 培 养 基 ， 用 PBS 洗 涤 1 次 ， 加 入

1 mL TRIzol 试 剂 提 取 RNA。 Nanodrop 2000 测 定

RNA 的浓度和纯度。取 1 μg 总 RNA，对于 mRNA，

使 用 逆 转 录 试 剂 盒 进 行 逆 转 录 并 使 用 实 时 定 量

PCR 扩 增 预 溶 液 进 行 qRT-PCR 反 应 ； 对 于 miRNA，

使 用 锁 核 苷 酸 miRNA 检 测 试 剂 盒 进 行 逆 转 录 和

qRT-PCR 反 应 ， 均 采 用 2- ΔΔ Ct 法 计 算 相 对 表 达 量 。

FOXP4-AS1、CAMK4 的表达以 GAPDH 为内参，二者

引 物 均 由 生 工 公 司 设 计 合 成 （表 1）； hsa-miR-507

的 表 达 以 U6 为 内 参 ， 二 者 引 物 均 由 QIAGEN 设 计

合成，序列不公布。以上实验均重复 3 次。
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基 、（Gibco， 美 国）； 细 胞 培 养 皿 、 细 胞 培 养 板 、

离心管、Transwell 小室、细胞冻存管 （广州洁特生

物过滤股份有限公司，中国）；胎牛血清、无血清

冻 存 液 、 Annexin V-APC/PI 荧 光 双 染 细 胞 凋 亡 检 测

试剂盒 （武汉普诺赛生命科技有限公司，中国）；

过 表 达 慢 病 毒 、 敲 低 慢 病 毒 ， 病 毒 转 染 试 剂 （上

海 吉 凯 基 因 医 学 科 技 股 份 有 限 公 司 ， 中 国）；

hsa-miR-507 模 拟 物 及 其 对 照 、 hsa-miR-507 抑 制 物

及其对照、FOXP4-AS1 引物、GAPDH 引物[生工生

物工程 （上海） 股份有限公司，中国]；Lipo8000TM

转 染 试 剂 （上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 中

国 ）； TRIzol （Ambion， 美 国 ）； nanodrop 2000

（Thermo Fisher，美国）；逆转录试剂盒、实时定量

PCR 扩增预溶液[翌圣生物科技 （上海） 股份有限

公 司 ， 中 国]； CCK-8 试 剂 （MedChemExpress， 美

国）；miR-507 引物、U6 引物、锁核苷酸 miRNA 检

测试剂盒 （QIAGEN，美国）；4% 多聚甲醛 （北京

雷根生物技术有限公司，中国）；0.1% 结晶紫水溶

液 （北京索莱宝科技有限公司，中国）。

1.2 方法　

1.2.1 细胞培养　人 PTC 细 胞 TPC-1 和 人 正 常 甲 状

腺 滤 泡 上 皮 细 胞 Nthy-ori3-1 培 养 在 RPMI 1640 完 全

培 养 基 （含 10% 胎 牛 血 清 、 0.1 mg/mL 链 霉 素 和

100 U/mL 青 霉 素） 中 ， 人 PTC 细 胞 K1、 人 胚 肾 上

皮 细 胞 293T 培 养 在 DMEM 完 全 培 养 基 （含 10% 胎

牛血清、0.1 mg/mL 链霉素和 100 U/mL 青霉素） 中，

置于恒温培养箱中 （37 ℃、5% CO2）。

1.2.2 FOXP4-AS1 过表达及敲低稳转株的构建　将

PTC 细 胞 （TPC-1、 K1 细 胞） 分 别 转 染 FOXP4-AS1

过表达慢病毒载体 （FOXP4-AS1 组）、过表达对照

空载病毒 （阴性对照组，Ctrl 组）、FOXP4-AS1 敲低

慢病毒载体 1 号 （shFOXP4-AS1 组#1）、FOXP4-AS1

敲低慢病毒载体 2 号 （shFOXP4-AS1 组#2）、敲低对

照 空 载 病 毒 （敲 低 阴 性 对 照 组 ， shCtrl 组）。 慢 病

毒 的 构 建 由 上 海 吉 凯 基 因 医 学 科 技 股 份 有 限 公 司

完 成 。 6 孔 板 中 种 板 密 度 至 30%~50% 开 始 转 染 ，

将 配 制 好 的 病 毒 感 染 液 （MOI=50 ， 病 毒 滴 度 =

1×108 TU/mL） 加入 6 孔板中，置于细胞培养箱中

培养 12~16 h 后，更换为完全培养基，继续培养 72 h。

培养 72 h 后用嘌呤霉素 （2 μg/mL） 对细胞进行筛

选 建 立 稳 转 株 ， 使 用 倒 置 荧 光 显 微 镜 确 认 转 染 效

果，qRT-PCR 检测过表达及敲低效率。

1.2.3 细胞功能回复实验的分组及转染　将 PTC 细

胞 （TPC-1、K1 细胞） FOXP4-AS1 过表达稳转株分

别转染分 miR-507 的模拟物 （miR-507 mimic 组） 和

模拟物阴性对照序列 （模拟物阴性对照组，mNC 组）；

将 PTC 细 胞 （TPC-1、 K1 细 胞） FOXP4-AS1 敲 低 稳

转 株 分 别 转 染 miR-507 的 抑 制 物 （miR-507 inhibitor

组） 和抑制物阴性对照序列 （抑制物阴性对照组，

iNC 组）。miR-507 的模拟物及抑制物和对应的阴性

对照由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成，

其 核 苷 酸 序 列 为 miR-507 mimic： UUU UGC ACC 

UUU UGG AGU GAA （正 向 序 列）； mNC： UUG 

UAC UAC ACA AAA GUA CUG （正向序列）；miR-507 

inhibitor：（mU） （mU） （mC） （mA） （mC） （mU）

（mC）（mC）（mA）（mA）（mA）（mA）（mG）（mG）

（mU） （mG） （mC） （mA） （mA） （mA） （mA）；

iNC：CAG UAC UUU UGU GUA GUA CAA。6 孔 板 中

种 板 密 度 至 30%~50% 开 始 转 染 ， 将 配 制 好 的

miRNA 转 染 液 （miRNA mimic 工 作 浓 度 50 nmol/L ，

miRNA inhibitor 工作浓度 100 nmol/L） 加入 6 孔板中，

继续培养24~48 h后，本实验中采用检测细胞功能变

化检测 miRNA mimic/inhibitor 的作用效果。

1.2.4 RNA 提取及 qRT-PCR　取 处 于 对 数 生 长 期

的 细 胞 ， 接 种 于 6 孔 板 中 培 养 ， 待 细 胞 汇 合 度 达

90% 左 右 ， 倒 去 培 养 基 ， 用 PBS 洗 涤 1 次 ， 加 入

1 mL TRIzol 试 剂 提 取 RNA。 Nanodrop 2000 测 定

RNA 的浓度和纯度。取 1 μg 总 RNA，对于 mRNA，

使 用 逆 转 录 试 剂 盒 进 行 逆 转 录 并 使 用 实 时 定 量

PCR 扩 增 预 溶 液 进 行 qRT-PCR 反 应 ； 对 于 miRNA，

使 用 锁 核 苷 酸 miRNA 检 测 试 剂 盒 进 行 逆 转 录 和

qRT-PCR 反 应 ， 均 采 用 2- ΔΔ Ct 法 计 算 相 对 表 达 量 。

FOXP4-AS1、CAMK4 的表达以 GAPDH 为内参，二者

引 物 均 由 生 工 公 司 设 计 合 成 （表 1）； hsa-miR-507

的 表 达 以 U6 为 内 参 ， 二 者 引 物 均 由 QIAGEN 设 计

合成，序列不公布。以上实验均重复 3 次。
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1.2.5 双荧光素酶报告基因实验　人胚肾上皮细胞

293T 分 为 六 组 ：（FOXP4-AS1） -NC+miR507-NC 组 ；

（FOXP4-AS1） -NC+miR507 组 ；（FOXP4-AS1） -WT+

miR507-NC 组 ； （FOXP4-AS1） -WT+miR507 组 ；

（FOXP4-AS1） -MT+miR507-NC 组 ；（FOXP4-AS1）

-MT+miR507 组；每组细胞接种于 24 孔板中，培养

18~24 h 后 细 胞 汇 合 度 达 60% 以 上 。 按 3'UTR 质 粒

μg， miRNA 质 粒 0.4 μg， Renilla 质 粒 0.02 μg 的 比

例共转染每组细胞，细胞转染 48 h 后进行 luciferase

检 测 。 吸 去 24 孔 板 中 培 养 基 ， 加 入 300 µL 的

Passive Lysis Buffer 1×，放至 4 ℃冰箱反应 20 min 待

细胞充分裂解，用振板机震荡 3~5 min （不要太剧

烈），混合均匀。上机检测前，提前将 Stop & Glo® 

Buffer 放 于 室 温 下 溶 解 、 平 衡 ， 将 Stop & Glo® 

Substrate 50× 加 入 到 Stop & Glo® Buffer 中 ， 使 其 充

分溶解，稀释成 1× Reagent。 吸取细胞裂解液 40 µL

于 Lockwell maxisorp 检 测 板 中 ， 加 入 20 µL 

Luciferase Assay Reagent，震荡混匀后立即使用酶标

仪 检 测 萤 火 虫 荧 光 酶 荧 光 值 。 检 测 萤 火 虫 荧 光 酶

荧 光 值 后 ， 每 孔 中 加 入 20 µL Stop & Glo® Reagent，

震荡混匀后静置 3 min 后使用酶标仪检测海肾荧光

酶荧光值。

1.2.6 细胞增殖实验（CCK-8 法）　细胞以 2×103/孔

的密度接种于 96 孔板，在 37 ℃、5% CO2 的恒温培

养 箱 中 培 养 。 转 染 1、 2、 3、 4 d 后 ， 将 10 μL 

CCK-8 试剂加入每个孔中，在 37 ℃下孵育 2 h。使

用酶标仪分别检测 1、2、3、4 d 的 450 nm 处的吸

光度。以上实验均重复 3 次。

1.2.7 细胞克隆形成实验　制备好细胞悬液后，以

1 600 个/孔的细胞密度接种于 6 孔板中，每组设 3 个

平 行 复 孔 ， 置 于 37 ℃ 培 养 箱 中 培 养 。 2 周 左 右 肉

眼可观察到细胞克隆团，弃去培养基，以 PBS 洗涤

3 次 ， 4% 多 聚 甲 醛 固 定 细 胞 30 min 后 倒 去 废 液 加

入 0.1% 结 晶 紫 水 溶 液 染 色 30 min， 以 缓 慢 清 水 洗

去 余 色 ， 晾 干 后 扫 描 拍 照 ， 计 数 肉 眼 可 见 的 细 胞

克隆团。

1.2.8 细胞划痕愈合实验　预先在 6 孔板背面用记

号笔划 3 条平行的标记线，制备好细胞悬液后，细

胞计数并调整细胞浓度使细胞接种后 18~24 h 汇合

度能达到 100%，每组设 3 个平行复孔，置于 37 ℃

培 养 箱 中 培 养 。 24 h 后 用 200 μL 枪 头 垂 直 于 6 孔

板 ， 并 垂 直 于 标 记 线 划 线 ， 划 线 与 标 记 线 交 点 即

为观察点，以 PBS 洗 3 次洗涤去划下的细胞，用无

血清的 RPMI 1640 或 DMEM 培养基正常换液，培养

0、24、48 h 时显微镜对观察点拍照。

1.2.9 细 胞 迁 移 实 验　 用 Transwell 小 室 检 测 细 胞

的 迁 移 能 力 。 转 染 后 的 细 胞 消 化 ， 用 无 血 清 的

RPMI 1640 或 DMEM 培养基重悬，计数后将细胞悬

液浓度调整至 10 000 个细胞/mL，向 Transwell 上室

中 添 加 调 整 后 的 细 胞 悬 液 200 μL， 下 室 加 入 含

10% 血清的 RPMI 1640 或 DMEM 培养基 600 μL。小

室置于细胞恒温培养箱中培养 24 h 后，以 PBS 轻洗

1 次 ， 4% 多 聚 甲 醛 固 定 细 胞 30 min 后 倒 去 废 液 加

入 0.1% 结 晶 紫 水 溶 液 染 色 30 min， 用 PBS 洗 去 余

色 ， 并 用 棉 签 轻 轻 除 去 上 室 膜 上 的 细 胞 ， 晾 干 后

显微镜拍照并计数。

1.2.10 流式细胞术检测细胞凋亡　收 集 细 胞 培 养

基 并 制 备 好 细 胞 悬 液 后 ， 用 PBS 缓 冲 液 洗 涤 细 胞

1 次 （300 r/min 离 心 5 min）， PBS 重 悬 并 计 数 ， 调

整细胞浓度为 （1~5） ×105，再离心收集细胞，加

入 提 前 配 制 好 的 100 μL 稀 释 的 1×Annexin V 

Binding Buffer （用去离子水稀释） 重悬细胞，向细

胞 悬 液 中 分 别 加 入 2.5 μL Annexin V-APC 染 色 液 和

2.5 μL PI 染色液。室温避光染色 15~30 min 后，经

流式细胞仪分析细胞凋亡。以上实验均重复 3 次。

1.2.11 FOXP4-AS1/miR-507 通路分析　使用 miRDB

数据库 （https://mirdb.org）、TargetScan 数据库 （www.

targetscan.org）、 mirDIP 数 据 （http://ophid.utoronto.ca/

mirDIP） 和 miRWalk 数 据 库 （http://129.206.7.150）

预 测 hsa-miR-507 可 能 的 下 游 靶 点 ， 将 结 果 制 成 韦

表1　FOXP4-AS1引物及内参引物序列

Table 1　The primer sequences of FOXP4-AS1 and internal reference

基因名称

FOXP4-AS1
GAPDH
CAMK4

正向引物

GTG AGC TTC TGG GTT CGA CA
CAC CCA CTC CTC CAC CTT TG
AAT CAT ATG CTC AAA GTC ACG GTG CCC

反向引物

ATT GAG GGT TAG GGC AGC AC
CCA CCA CCC TGT TGC TGT AG
TAC ATC TCG AGT AGT ACT GGC AGG ATC

注：miR-507及U6引物由美国QIAGEN公司设计合成，不公开序列

Note： The miR-507 and U6 primers were designed and synthesized by QIAGEN, Inc. and the sequences are not disclosed

恩图。并将结果进行基因本体 （GO） 富集分析和

京都基因和基因组百科全书 （KEGG） 途径富集分

析以探索 FOXP4-AS1/miR-507 通路的关键靶点。

1.3 统计学处理　

所 有 数 据 统 计 分 析 均 采 用 GraphPad Prism 9.0

或 SPSS 28.0 软 件 进 行 。 计 量 资 料 若 满 足 正 态 性 用

均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 描 述 ， 若 不 满 足 正 态 性 用

中 位 数 （四 分 位 间 距） [M （IQR） ] 描 述 。 计 量 资

料，若方差齐则使用独立样本 t 检验 （两组间） 和

one-way ANOVA 分 析 （多 组 间）； 若 方 差 不 齐 则 采

用 Welch's ANOVA 检 验 。 多 重 比 较 均 使 用 Dunnett 

T3 法。P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 miR-507在TC与泛癌中的表达　

TCGA 数据库的分析结果显示：与正常样本比

较 ， TC 组 织 中 miR-507 的 表 达 水 平 更 高 （0.205±

0.089 vs. 0.454±0.294， P<0.051）（图 2A）； miR-507

在 肾 嫌 色 细 胞 癌 （KICH）、 肾 透 明 细 胞 癌

（KIRC）、 乳 头 状 肾 细 胞 癌 （KIRP）、 嗜 铬 细 胞 瘤

和副神经节瘤 （PCPG） 等癌症中呈低表达，与 TC

相 似 ， miR-507 的 表 达 水 平 在 肺 鳞 状 细 胞 癌

（LUSC） 中 相 较 于 非 癌 组 织 呈 高 表 达 （均 P<0.05）

（图 2B）。

2.2 miR-507在TC中的临床意义　

根 据 TCGA 数 据 库 中 miR-507 表 达 水 平 的 中 位

数，将所有患者根据 miR-507 表达水平分组为低和

高组，比较两组间临床病理特征的差异。与 miR-507

高 表 达 组 相 比 ， miR-507 低 表 达 组 无 进 展 间 隔 期

（PFI） 延长 （P<0.05）（图 3A）；使用 pROC 包进行

对数据进行 ROC 分析，结果用 ggplot2 进行可视化，

结果显示 miR-507 在诊断实验中也有一定的准确性

（图 3B）。miR-507 的表达水平与 TC 患者的临床病

理 分 期 、 T 分 期 、 腺 外 浸 润 、 年 龄 有 关 （均 P<

0.05）（图 3C-I）。

2.3 miR-507在TC细胞系中的表达　

通过 qRT-PCR 检测人 PTC 细胞系 （TPC-1、K1

细胞） 和人正常甲状腺滤泡上皮细胞 （Nthy-ori3-1

细胞） 中 miR-507 的表达情况。结果显示，人 PTC

细胞系 TPC-1、K1 中 miR-507 的表达水平明显高于

人正常甲状腺滤泡上皮细胞 Nthy-ori3-1，差异均有

统 计 学 意 义 （59.078±6.825 vs. 1.000±0.134；

149.759±8.999 vs. 1.000±0.134，均 P<0.001）（图 4）。
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恩图。并将结果进行基因本体 （GO） 富集分析和

京都基因和基因组百科全书 （KEGG） 途径富集分

析以探索 FOXP4-AS1/miR-507 通路的关键靶点。

1.3 统计学处理　

所 有 数 据 统 计 分 析 均 采 用 GraphPad Prism 9.0

或 SPSS 28.0 软 件 进 行 。 计 量 资 料 若 满 足 正 态 性 用

均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 描 述 ， 若 不 满 足 正 态 性 用

中 位 数 （四 分 位 间 距） [M （IQR） ] 描 述 。 计 量 资

料，若方差齐则使用独立样本 t 检验 （两组间） 和

one-way ANOVA 分 析 （多 组 间）； 若 方 差 不 齐 则 采

用 Welch's ANOVA 检 验 。 多 重 比 较 均 使 用 Dunnett 

T3 法。P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 miR-507在TC与泛癌中的表达　

TCGA 数据库的分析结果显示：与正常样本比

较 ， TC 组 织 中 miR-507 的 表 达 水 平 更 高 （0.205±

0.089 vs. 0.454±0.294， P<0.051）（图 2A）； miR-507

在 肾 嫌 色 细 胞 癌 （KICH）、 肾 透 明 细 胞 癌

（KIRC）、 乳 头 状 肾 细 胞 癌 （KIRP）、 嗜 铬 细 胞 瘤

和副神经节瘤 （PCPG） 等癌症中呈低表达，与 TC

相 似 ， miR-507 的 表 达 水 平 在 肺 鳞 状 细 胞 癌

（LUSC） 中 相 较 于 非 癌 组 织 呈 高 表 达 （均 P<0.05）

（图 2B）。

2.2 miR-507在TC中的临床意义　

根 据 TCGA 数 据 库 中 miR-507 表 达 水 平 的 中 位

数，将所有患者根据 miR-507 表达水平分组为低和

高组，比较两组间临床病理特征的差异。与 miR-507

高 表 达 组 相 比 ， miR-507 低 表 达 组 无 进 展 间 隔 期

（PFI） 延长 （P<0.05）（图 3A）；使用 pROC 包进行

对数据进行 ROC 分析，结果用 ggplot2 进行可视化，

结果显示 miR-507 在诊断实验中也有一定的准确性

（图 3B）。miR-507 的表达水平与 TC 患者的临床病

理 分 期 、 T 分 期 、 腺 外 浸 润 、 年 龄 有 关 （均 P<

0.05）（图 3C-I）。

2.3 miR-507在TC细胞系中的表达　

通过 qRT-PCR 检测人 PTC 细胞系 （TPC-1、K1

细胞） 和人正常甲状腺滤泡上皮细胞 （Nthy-ori3-1

细胞） 中 miR-507 的表达情况。结果显示，人 PTC

细胞系 TPC-1、K1 中 miR-507 的表达水平明显高于

人正常甲状腺滤泡上皮细胞 Nthy-ori3-1，差异均有

统 计 学 意 义 （59.078±6.825 vs. 1.000±0.134；

149.759±8.999 vs. 1.000±0.134，均 P<0.001）（图 4）。
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2.4 TPC-1、K1细胞过表达及敲低转染效率检测　

倒 置 荧 光 显 微 镜 观 察 过 表 达 及 敲 低 慢 病 毒 转

染 后 ， 发 绿 色 荧 光 的 TPC-1、 K1 细 胞 均 占 80% 以

上。使用 qRT-PCR 检测各稳转株中 FOXP4-AS1 表达

水 平 ， 结 果 显 示 转 染 FOXP4-AS1 过 表 达 慢 病 毒

（FOXP4-AS1 组） 后，TPC-1、K1 细胞的 FOXP4-AS1

表达水平明显升高，与 Ctrl 组比较，差异有统计学

意义 （3 201.144±399.869 vs. 1.000±0.204；503.147±

23.291 vs. 1.000±0.171， 均 P<0.001）（图 5）； 转 染

FOXP4-AS1 敲 低 慢 病 毒 （shFOXP4-AS1#1 组 和

shFOXP4-AS1#2组） 后，TPC-1、K1细胞的FOXP4-AS1

表达水平明显降低，与 shCtrl 组比较，差异有统计
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Figure 4　Comparison of miR-507 expression levels in PTC 

cells and normal thyroid epithelial cells  
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图3　miR-507 的表达在 TC 中的临床意义  A：miR-507 低表达与高表达患者的 PFI 曲线；B：miR-507 表达与 TC 关系的

ROC 曲线；C-I：miR-507 表达与临床病理分期、T 分期、N 分期、M 分期、腺外浸润、性别、年龄的关系  

Figure 3　 Clinical significance of miR-507 expression in TC  A: PFI curves of miR-507 low expression compared to high 

expression patients; B: ROC curve of miR-507 expression related to TC; C-I: Relationship of miR-507 expression with 

clinicopathologic stage, T stage, N stage, M stage, extrathyroidal infiltration, gender, and age  

学 意 义 （0.508±0.025 vs. 1.000±0.017， 0.285±

0.025 vs. 1.000±0.017；0.519±0.022 vs. 1.000±0.081，

0.260±0.021 vs. 1.000±0.081， 均 P<0.01）（图 6）。

且 shFOXP4-AS1#2 组敲低水平更低，因此，后续实

验均使用 shFOXP4-AS1#2 稳转株进行。   

2.5 TPC-1、K1 细胞过表达及敲低 FOXP4-AS1 后

miR-507表达水平的变化　

在不同 FOXP4-AS1 表达水平下检测 miR-507 的

表 达 水 平 ， 结 果 显 示 ， TPC-1、 K1 细 胞 过 表 达

FOXP4-AS1 后，其 miR-507 表达水平明显低于 Ctrl 组

（0.273±0.055 vs. 1.000±0.073； 0.130±0.021 vs. 
1.000±0.063， 均 P<0.05）。 TPC-1、 K1 细 胞 敲 低

FOXP4-AS1 后 ， 其 miR-507 表 达 水 平 明 显 高 于

shCtrl 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （41.086±1.108 vs. 
1.000±0.040； 19.424±0.320 vs. 1.000±0.047， 均 P<

0.05）（图 7）。 

2.6 双荧光素酶报告基因实验验证 FOXP4-AS1 靶

向结合miR-507　

双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 实 验 结 果 显 示 ： 相 比

（FOXP4-AS1） -NC 及 （FOXP4-AS1） -MT 两 组 ，

（FOXP4-AS1） -WT 组过表达 miR-507 后可以明显降

低 FOXP4-AS1 的 3'UTR 的 荧 光 素 酶 活 性 （0.922±

0.043 vs. 0.314±0.004； 0.916±0.040 vs. 0.314±0.004，

均 P<0.01）（图 8）。 这 表 明 miR-507 是 FOXP4-AS1

直接靶向结合的 miRNA。        
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Figure 5　 Overexpression efficiency analysis  A: Bright-field and fluorescent images of TPC-1 and K1 cells transfected with 

overexpressed FOXP4-AS1 lentivirus; B: Efficiency of FOXP4-AS1 overexpression in TPC-1 and K1 cells  
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学 意 义 （0.508±0.025 vs. 1.000±0.017， 0.285±

0.025 vs. 1.000±0.017；0.519±0.022 vs. 1.000±0.081，

0.260±0.021 vs. 1.000±0.081， 均 P<0.01）（图 6）。

且 shFOXP4-AS1#2 组敲低水平更低，因此，后续实

验均使用 shFOXP4-AS1#2 稳转株进行。   

2.5 TPC-1、K1 细胞过表达及敲低 FOXP4-AS1 后

miR-507表达水平的变化　

在不同 FOXP4-AS1 表达水平下检测 miR-507 的

表 达 水 平 ， 结 果 显 示 ， TPC-1、 K1 细 胞 过 表 达

FOXP4-AS1 后，其 miR-507 表达水平明显低于 Ctrl 组

（0.273±0.055 vs. 1.000±0.073； 0.130±0.021 vs. 
1.000±0.063， 均 P<0.05）。 TPC-1、 K1 细 胞 敲 低

FOXP4-AS1 后 ， 其 miR-507 表 达 水 平 明 显 高 于

shCtrl 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （41.086±1.108 vs. 
1.000±0.040； 19.424±0.320 vs. 1.000±0.047， 均 P<

0.05）（图 7）。 

2.6 双荧光素酶报告基因实验验证 FOXP4-AS1 靶

向结合miR-507　

双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 实 验 结 果 显 示 ： 相 比

（FOXP4-AS1） -NC 及 （FOXP4-AS1） -MT 两 组 ，

（FOXP4-AS1） -WT 组过表达 miR-507 后可以明显降

低 FOXP4-AS1 的 3'UTR 的 荧 光 素 酶 活 性 （0.922±

0.043 vs. 0.314±0.004； 0.916±0.040 vs. 0.314±0.004，

均 P<0.01）（图 8）。 这 表 明 miR-507 是 FOXP4-AS1

直接靶向结合的 miRNA。        
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Figure 6　Knockdown efficiency analysis  A: Bright-field and fluorescent images of TPC-1 and K1 cells transfected with FOXP4-

AS1 knockdown lentivirus; B: Efficiency of FOXP4-AS1 knockdown in TPC-1 and K1 cells  
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Figure 7　 The changes in miR-507 expression levels after overexpression and knockdown of FOXP4-AS1 in TPC-1 and K1 

cells

2.7 FOXP4-AS1通过miR-507影响PTC细胞增殖

细 胞 增 殖 实 验 、 细 胞 克 隆 形 成 实 验 均 显 示 ，

K1 及 TPC-1 过 表 达 FOXP4-AS1 后 细 胞 增 殖 能 力 减

弱，向过表达组及对照组总转染 miR-507 的模拟物

后，细胞被抑制的增殖能力得到回复；相反，K1

及 TPC-1 敲低 FOXP4-AS1 后细胞增殖能力增强，敲

低组和对照组中转染 miR-507 的抑制物后，细胞被

促 进 的 增 殖 能 力 再 次 被 抑 制 。 差 异 均 有 统 计 学 意

义 （均 P<0.05）（图 9-10）。　

2.8 FOXP4-AS1 可能通过 miR-507 影响 PTC 细胞

迁移

Transwell 迁 移 实 验 、 划 痕 愈 合 实 验 均 显 示 ，

K1 及 TPC-1 细胞过表达 FOXP4-AS1 后细胞迁移能力

被抑制，向过表达组及对照组中转染 miR-507 的模

拟物后，细胞被抑制的迁移能力再次增强；相反，

K1 及 TPC-1 敲低 FOXP4-AS1 后细胞迁移能力增强，

向敲低组和对照组中转染 miR-507 的抑制物后，细

胞 的 迁 移 能 力 重 新 被 抑 制 ， 细 胞 迁 移 率 降 低 。 差

异均有统计学意义 （均 P<0.05）（图 11-12）。

2.9 FOXP4-AS1通过miR-507影响PTC细胞凋亡

流 式 细 胞 术 检 测 各 组 细 胞 凋 亡 结 果 显 示 ， 在

K1 及 TPC-1 过表达 FOXP4-AS1 稳转株中的细胞凋亡

增加，向过表达组及对照组转染 miR-507 的模拟物

后，增加的细胞凋亡率再次降低；相反，在 K1 及

TPC-1 敲 低 FOXP4-AS1 稳 转 株 中 的 细 胞 凋 亡 减 少 ，

向敲低组及对照组转染 miR-507 的抑制物后细胞凋

亡 再 次 增 加 。 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （均 P<0.05）

（图 13）。

2.10 FOXP4-AS1/miR-507通路的下游靶点预测

将满足标准的预测的 miR-507 可能的下游靶基

因 取 交 集 ， 同 时 满 足 四 个 数 据 库 的 预 测 基 因 有

101 个 （图 14A）。将取得的 miR-507 下游靶基因交

集进行 GO、KEGG 富集分析，结果显示，miR-507

的 101 个 靶 基 因 功 能 主 要 是 富 集 在 转 录 调 节 复 合

体 、 突 触 膜 和 突 触 前 膜 ， 在 癌 症 的 转 录 失 调 、

Hippo 信号通路、Wnt 信号通路、Apelin 信号通路上

也有一定功能 （图 14B）。

2.11 FOXP4-AS1 通过 miR-507 影响 PTC 细胞中

CAMK4的转录水平　

鉴 于 CAMK4 显 示 被 富 集 到 Apelin 信 号 通 路 ，

该信号通路可进一步激活下游 PI3K/Akt、AMPK 和

MAPK 通 路 等 ， 且 已 有 文 献 报 道 验 证 CAMK4 是

miR-507 的 下 游 靶 mRNA， 故 分 析 FOXP4-AS1 是 否

能通过 miR-507 影响 CAMK4 的转录水平。qRT-PCR

检测结果显示，TPC-1、K1 细胞中敲低 FOXP4-AS1

后，CAMK4 相对表达水平随之降低，但加入 miR-507

的 抑 制 物 后 ， CAMK4 的 相 对 表 达 水 平 再 次 升 高

（TPC-1： 0.318±0.044 vs. 1.000±0.027， 0.318±

0.044 vs. 0.687±0.121； K1： 0.860±0.037 vs. 1.000±

0.057， 0.860±0.037 vs. 1.192±0.043， 均 P<0.05）；

与 之 相 反 ， TPC-1、 K1 细 胞 中 过 表 达 FOXP4-AS1

后，CAMK4 相对表达水平随之升高，但加入 miR-507

的 模 拟 物 后 ， CAMK4 的 相 对 表 达 水 平 再 次 降 低

（TPC-1： 2.831±0.030 vs. 1.000±0.080， 2.831±

0.030 vs. 2.032±0.078； K1： 1.927±0.232 vs. 1.000±

0.039， 1.927±0.232 vs. 0.811±0.132， 均 P<0.05）

（图 15）。　　　　　　
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Figure 9　CCK-8 assay to detect the proliferation ability of PTC cells
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Figure 11　Transwell assay to detect the migration ability of PTC cells
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Figure 12　Scratch healing assay to detect the migration ability of PTC cells
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Figure 13　Apoptosis of PTC cells detected by flow cytometry
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3     讨　论 

近 年 来 ， 随 着 高 清 晰 B 超 和 细 针 穿 刺 活 检 技

术等技术的普及，PTC 的发病率逐年升高，且发病

有年轻化的趋势[15-16]。因此，寻找 PTC 有效的分子

生 物 标 志 物 和 治 疗 靶 点 是 仍 是 研 究 的 重 要 方 向

之一。

lncRNA 是 肿 瘤 发 生 发 展 的 重 要 调 控 因 子 ，

lncRNA 在 肿 瘤 的 发 生 发 展 中 起 着 关 键 作 用[17]， 通

过 多 种 方 式 促 进 或 抑 制 肿 瘤 发 生 与 进 展[18]。

LncRNA FOXP4-AS1 能 与 miR-3130-3p[19]、 miR-423-

5p[20]、 miR-136-5p[21]、 miR-3184-5p[22] 等 miRNA 靶 向

结 合 通 过 ceRNA 调 控 机 制 参 与 调 控 多 种 恶 性 肿 瘤

的发生发展，可见 FOXP4-AS1 可通过 ceRNA 调控网
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Figure 14　 Prediction of miR-507 target genes  A: Venn diagram predicting miR-507 target genes using TargetScan, miRDB, 

miRDIP, and miRWalk databases; B: GO and KEGG enrichment analysis predicting the potential functions of miR-507
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Figure 15　Validation of the effect of FOXP4-AS1 on CAMK4 transcription through miR-507 using qRT-PCR
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络发挥重要作用。

本 研 究 在 此 基 础 上 继 续 探 索 ， 通 过 生 信 分 析

预测筛选得到 FOXP4-AS1 靶向 miR-507。TCGA 数据

库 显 示 miR-507 在 TC、 肺 鳞 状 细 胞 癌 （LUSC） 中

相较于非癌组织呈高表达，低 miR-507 表达水平可

延 长 TC 患 者 的 PFI， 其 表 达 水 平 不 仅 对 诊 断 有 一

定 准 确 性 也 与 TC 患 者 的 临 床 病 理 分 期 、 T 分 期 、

腺 外 浸 润 、 年 龄 相 关 。 因 此 ， 笔 者 使 用 qRT-PCR

检测在 miR-507 在三种甲状腺细胞及 FOXP4-AS1 过

表 达 和 敲 低 后 各 组 细 胞 中 的 表 达 水 平 ， 同 时 通 过

双荧光素酶报告基因实验研究 FOXP4-AS1 与 miR-507

的直接关系，与既往文献[23-29]报道 mi-507 在癌症中

呈低表达并表现为抑癌作用不同，这提示 miR-507

在 PTC 中可能发挥促癌作用。qRT-PCR 结果显示 ，

miR-507 表 达 水 平 与 FOXP4-AS1 表 达 水 平 改 变 方 向

相反，这提示 FOXP4-AS1 可能负向调控 miR-507 的

表 达 水 平 。 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 实 验 验 证 二 者 的

关系，结果显示 FOXP4-AS1 可与 miR-507 直接靶向

结合，并抑制 miR-507 表达。

笔 者 进 一 步 探 究 FOXP4-AS1 通 过 调 控 miR-507

对 PTC 细 胞 生 物 学 行 为 的 影 响 ， 对 此 本 研 究 使 用

miR-507 的 模 拟 物 及 抑 制 物 对 FOXP4-AS1 过 表 达 和

敲 低 后 的 PTC 细 胞 进 行 相 关 细 胞 功 能 实 验 及 细 胞

功能回复实验。笔者发现 miR-507 的模拟物及抑制

物 能 一 定 程 度 将 PTC 细 胞 的 增 殖 、 迁 移 、 凋 亡 水

平 回 复 至 过 表 达 及 敲 低 FOXP4-AS1 前 ， 这 也 表 明

FOXP4-AS1 可 通 过 miR-507 调 控 PTC 细 胞 的 增 殖 、

迁移及凋亡。参阅既往文献，miR-507 在非小细胞

肺癌[30]、肝细胞癌[31]、乳腺癌[32]、胃癌[33]中呈低表

达 ， 并 参 与 调 节 癌 细 胞 的 增 殖 、 迁 移 与 侵 袭 ， 其

调 控 癌 细 胞 生 长 的 作 用 与 本 研 究 中 相 反 ， 可 能 是

疾病发生部位不同，miR-507 的功能也有所差异。

笔者进一步通过生信分析探索了 miR-507 的下

游 靶 点 ， 对 结 果 进 行 GO、 KEGG 富 集 分 析 发 现 ，

miR-507 的 101 个 靶 基 因 功 能 主 要 是 富 集 在 转 录 调

节 复 合 体 、 突 触 膜 和 突 触 前 膜 ， 在 癌 症 的 转 录 失

调 、 Hippo 信 号 通 路 、 Apelin 信 号 通 路 以 及 Wnt 信

号通路上也有一定功能。其中 Wnt 信号通路的激活

能促进癌症发展[34]，Hippo 信号通路其失调则会导

致 肿 瘤 细 胞 的 发 生 、 侵 袭 、 迁 移 、 治 疗 耐 药[35]，

Apelin 信 号 通 路 可 进 一 步 激 活 下 游 PI3K/Akt[36]、

AMPK[37] 和 MAPK 通 路[38] 等 ， 这 与 细 胞 功 能 学 实 验

结 果 相 一 致 。 CAMK4 富 集 于 Apelin 信 号 通 路 上 ，

有 文 献[39] 验 证 了 CAMK4 是 miR-507 的 下 游 靶 基 因 ，

所 以 笔 者 在 转 录 水 平 上 对 FOXP4-AS1 通 过 miR-507

调 控 CAMK4 进 行 了 初 步 的 验 证 ， qRT-PCR 结 果 显

示 ， CAMK4 的 表 达 水 平 随 FOXP4-AS1 表 达 水 平 的

上调、下调同向改变，并且其表达水平随 miR-507

模拟物和抑制物的加入而反向改变，提示 CAMK4

是 FOXP4-AS1/miR-507 通 路 的 下 游 靶 点 之 一 。 此

外 ， 有 研 究[40] 表 明 ， CAMK4 在 肝 癌 组 织 及 细 胞 中

呈低表达，上调 CAMK4 表达可显著诱导肝癌细胞

凋亡并抑制其增殖，且 CAMK4 具有部分抗迁移作

用 ， Lin 等[41] 发 现 CAMK4 是 肝 癌 的 重 要 调 节 因 子 ，

并 且 有 研 究[42] 表 明 ， CAMK4 可 通 过 与 香 草 醛 结 合

来 发 挥 抑 制 神 经 母 细 胞 瘤 细 胞 增 殖 的 作 用 。 这 说

明 CAMK4 具 有 一 定 的 抑 癌 作 用 ， FOXP4-AS1 可 能

通过 CAMK4 来参与调控肿瘤细胞的增殖、迁移及

凋亡，且 CAMK4 可能是不错的药物靶蛋白[43]。

综 上 所 述 ， miR-507 在 PTC 细 胞 中 呈 现 高 表

达 ， 同 时 FOXP4-AS1 能 直 接 与 miR-507 结 合 。

FOXP4-AS1 可 通 过 结 合 miR-507 作 为 miRNA 的 分 子

海绵负向调控 miR-507 的表达水平，从而发挥抑癌

作 用 。 FOXP4-AS1/miR-507 通 路 在 一 定 程 度 上 调 控

PTC 细胞的增殖、迁移和凋亡。因此，FOXP4-AS1

和 miR-507 有 望 成 为 PTC 治 疗 中 潜 在 的 临 床 靶 点 。

CAMK4 是 FOXP4-AS1/miR-507 通 路 下 游 靶 点 之 一 ，

可能是 FOXP4-AS1 发挥抑癌作用的途径之一。
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