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"摘&要#&目的!阐明未分化型甲状腺癌%OHN&的分子病理状态!并挖掘其潜在
的干预策略" 方法#利用R-I数据库联合 (语言分析 OHN组织与正常甲状腺组
织差异表达的基因'利用京都基因与基因组百科全书%i-RR&通路数据库和基因
本体%RI&数据库对差异表达的基因进行富集和功能注释'基于 KH(LQR数据库及
N2=;5:/>C软件构建蛋白质相互作用网络!分析其关键网络节点和基因簇'最后采
用X#"""N\K!数据库预测OHN的潜在治疗药物" 结果#共获得 !"$+ 个差异表达
基因" 与正常甲状腺组织相比!OHN组织细胞内信号通路及肿瘤微环境均发生显
著改变!包括JL'i%Ô=信号的持续激活$>)' 通路的激活$炎症反应$细胞外基质
重塑等" 蛋白质相互作用网络提示存在 ' 个重要的基因簇和 * 个关键节点" 将差
异表达基因与X#"""N\K! 数据库进行比对后发现 !! 个能够逆转OHN病理状态的
潜在化合物" 结论#本研究揭示了OHN发病机制中的关键节点!为 OHN的治疗提
供了潜在的靶点"
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&&甲状腺癌是常见的内分泌系统恶性肿瘤$根
据 !"#+ 年全球癌症统计$甲状腺癌已位列女性恶
性肿瘤的第五位$仅次于乳腺癌*肺癌*直肠癌和
宫颈癌(#) + 我国 !"#) 年甲状腺癌发病达 * 万例$
发病率较 #" 年前上升约 ) 倍$严重威胁国民健
康(!) + 未分化型甲状腺癌 !/3/>1/5=0:=<2@;0A
:/@:03;./$ OHN"是恶性程度最高的甲状腺癌$患
者生存期仅为 ' a+ 个月$远低于分化型甲状腺癌
患者的平均生存期+ OHN是一类难治性的恶性
甲状腺癌$病情进展快且缺乏有效的治疗靶点+
OHN不仅对放射性碘抵抗$而且采用传统化学药
物治疗和放射治疗均不能取得理想效果$患者常
死于局部肿瘤扩张导致的窒息或肿瘤远处转

移('%,) + 因此$寻找OHN的发生*发展机制及潜在
治疗靶点是目前研究的热点与难点+

目前关于 OHN的机制研究主要聚焦于肿瘤
内分子和基因的变化$包括驱动基因的筛选+
OHN具有较高的突变负荷$其中 _WHJ及 WH# 被
认为是 OHN主要的驱动基因$同时$HJ)' 突变
! o)"M"*端粒逆转录酶 !H-(H"启动子突变
!''M a)"M"*丝裂原活化蛋白激酶![OJi"通
路改变及人第 #" 号染色体缺失的磷酸酶及张力

蛋白同源基因!24IR"突变引起的磷脂酰肌醇
' 激酶!JL'i" 蛋白激酶b!Ô=" 哺乳动物霉帕
霉素靶蛋白!.HI("通路异常激活可导致其基因
组不稳定$而 (4RR_! 突变 !!)M a8"M"所致
S3=通路持续激活则是 OHN发生上皮间质转化
的重要因素()%+) + 然而$OHN的分子病理状态仍
未完全明确+ 因此$构建OHN发病的分子机制网
络$并挖掘其关键节点$将为OHN发生*发展机制
研究及寻找治疗靶点提供有利证据+

基于上述背景$我们利用生物信息学技术挖
掘OHN相关基因芯片$分析其差异表达基因并构
建蛋白相互作用网络$进而挖掘关键网络节点$以
寻找其关键病理机制+ 最后$基于基因特征导向
检索引擎!X#"""N\K! "预测 OHN潜在的治疗药
物或化合物$为OHN的治疗提供新的思路+

AB材料与方法

A9AB基因表达谱芯片筛选及数据处理
利用美国国立生物技术信息中心!QNbL"平

台下的基因表达综合数据库 !RC3C-6>@C550;3
I.30]G5$ R-I"检索含有人源 OHN样本的芯片$
选取含有 OHN样本最多且通过芯片质量要求的
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基因芯片 RK-8)#,,$芯片质量采用 (语言
!<==>&??FFF9]0;:;3AG:=;@9;@4?"/BB2JX[数据包对
数据集进行回归分析判断$并进行归一化处理+ 芯
片信息&OBB2.C=@06UG./3 RC3;.CW#'' J1G5!9"
O@@/2$平台为 RJX)+"$共包含 #' 个正常甲状腺
组织样本$#! 个OHN样本+
A9CB差异表达基因筛选

采用(语言X0../数据包对 OHN与正常组
织进行差异表达基因筛选$筛选标准为 2d"9"#$
1;4! z倍数变化z$#9)$并将探针名转化为标准基
因名+
A9DB基因功能富集和注释

基于前述所得差异表达基因$利用京都基因
与基因组百科全书!i2;=;-3:2:1;>CA0/;BRC3C5
/3A RC3;.C5$ i-RR"通路数据库进行信号通路的
富集+ 同时通过 \OZL\在线软件!<==>5&??A/_0A9
3:0B:@B94;_"$依据基因本体!RC3CI3=;1;42$RI"数
据库对差异表达基因进行生物学功能注释+
A9EB蛋白质相互作用网络构建及关键节点筛选

基于 KH(LQR数据库构建蛋白质相互作用网
络$并应用N2=;5:/>C'9)9#进行可视化分析+ 通过
[NI\-!ZC@50;3 #9,9!$ b/AC@X/]$ W30_C@50=2;B
H;@;3=;"对蛋白质相互作用网络进行关联度分析$
获得蛋白质相互作用网络中关键蛋白质簇和节点

蛋白$并在 N2=;5:/>C中进行可
视化显示+ 关键节点筛选标准
为节点度!3;ACAC4@CC"大于 #"+
A9FB特征基因导向小分子预测

基于X#"""N\K!数据库$根
据小分子化合物引起的细胞基

因谱变化与肿瘤差异表达基因

的相似性$推测小分子逆转肿瘤
病理状态的可能性$并基于 N%
KJO\- ! <==>&??:5>/AC9B0..9
B0?"在线工具对小分子化合物
进行聚类分析+

CB结B果

C9AB差异表达基因筛选结果
共获得 !"$+ 个差异表达基

因$其中变化差异最大的 '" 个
基因!#) 个上调$#) 个下调"见
图 #+ 差异表达基因的聚类结

果显示$#! 个 OHN样本和 #' 个正常甲状腺组织
样本分别聚为一类$且OHN组织甲状腺功能特异
标志物促甲状腺激素受体 !=<2@;=@;>03 @C:C>=;@$
HKU("*甲状腺过氧化物酶 !=<2@;0A >C@;60A/5C$
HJI"*甲状腺球蛋白!=<2@;41;]G103$ HR"等表达
均显著降低$提示OHN失分化状态+

图 AB未分化型甲状腺癌组织与正常甲状腺组织差异表达基因热图和聚类分
析结果

J%561)ABLAC3=0B0:/=0;3 /3A <0C@/@:<0:/1:1G5=C@034 /3/12505;BA0BBC@C3=0/112
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C9CB差异表达基因功能富集和注释结果
通过分析差异表达基因本体的生物进程

!]0;1;40:/1>@;:C55"发现$OHN组织上调基因主要
富集于细胞外基质重塑*胶原蛋白催化*细胞分
裂*细胞黏附*炎症反应*血管新生*染色体黏连*
趋化等过程$而下调的基因主要富集于氧化 还原

反应*甲状腺激素合成*外周神经发育*纤毛组装*
纤毛形成*声音知觉*鞘脂生物合成*细胞紧密连
接组件等生物过程!图 !O"+ 进一步对差异表达
基因进行i-RR通路富集发现$OHN组织上调基
因主要富集于细胞周期*细胞外基质 受体相互作

用*JL'i%Ô=信号通路*吞噬体*焦点黏连*蛋白
消化及吸收*肿瘤通路*>)' 通路*破骨细胞分化*
阿米巴病等通路%下调基因则主要富集于紧密连
接$甲状腺激素合成$+%丙氨酸代谢$缬氨酸*亮氨
酸和异亮氨酸降解$组氨酸代谢$醛固酮调控的钠
离子重吸收$精氨酸和脯氨酸代谢$过氧物酶体$
胰岛素抵抗$U0>>;信号通路!图 !b"+
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C9DB蛋白质相互作用网络的构建和关键节点分析
为明确OHN的分子病理状态$研究利用差异

表达基因构建其潜在的蛋白质相互作用网络$其

中共存在 #!*) 个网络节点$基因上调以红色表
示$下调以青色表示%与其他蛋白质相互作用越
多$节点越大%作用越强$连线越粗!图 '"+

图 CB未分化型甲状腺癌组织与正常甲状腺组织差异表达基因RI*i-RR富集和注释结果
J%561)CBRI!b0;1;40:/1J@;:C55" =C@.5/3A i-RR>/=<F/25C3@0:<.C3=;BA0BBC@C3=0/112C6>@C55CA 4C3C5]C=FCC3
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&&红色为上调基因%青色为下调基因%与其他蛋白质相互作用越多$节点越大$作用越强$连线越粗9
图 DB未分化型甲状腺癌组织与正常甲状腺组织差异表达基因的蛋白质相互作用网络
J%561)DBH<C>@;=C03%>@;=C03 03=C@/:=0;3 3C=F;@̂ ;BA0BBC@C3=0/112C6>@C55CA 4C3C5]C=FCC3 /3/>1/5=0:

=<2@;0A :/@:03;.//3A 3;@./1=<2@;0A =055GC5
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&&进一步分析网络中的关键节点和基因簇$结
果显示$蛋白质相互作用网络中存在三个比较重
要的基因簇+ 第一个基因簇关键节点为 4Q2?H*
(-]! 和((R_!$分别与蛋白质相互作用网络中
!",*#8#*#,# 个基因存在相互作用!图 ,O"$该基
因簇生物功能主要富集于微管蛋白结合*细胞周
期*单链\QO结合*范可尼贫血通路及脱氧核糖
核酸内切酶活性等通路!图 ,b"%第二个基因簇关
键节点为 (QS!H!*(QS!H? 和 (QS8H! !图 ,N"$
该基因簇功能主要富集于细胞外基质 受体相互

作用*K[O\结合*蛋白消化及吸收*胶原结合及

抗坏血酸结合!图 ,\"%第三个基因簇关键节点
为ASKT*PR_! 和(Z(S!E!图 ,-"$该基因簇主要
与补体受体通路*单核细胞趋化及招募及白细胞
迁移调控相关!图 ,V"+
C9EB基于差异表达基因的OHN干预药物预测

将差异表达基因与X#"""N\K!数据库进行比

对后发现 !! 个能够逆转OHN病理状态的潜在化
合物!图 )"$其中主要包括酪氨酸激酶抑制剂*表
皮生长因子受体抑制剂*[-i抑制剂*(OV抑制
剂等+ 这些药物较传统化学药物具有更明确的靶
向性$有利于精准治疗+

&&O*N*-&关键基因簇%b*\*V&基因簇的基因功能注释9
图 EB蛋白质相互作用网络关键基因簇分析及其功能注释
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图 FB基于差异表达基因和 X#"""N\K!数据库预

测的未分化型甲状腺癌干预药物及聚类

J%561)FB\@G45@C>G@>;5034B;@/3/>1/5=0:=<2@;0A
:/@:03;./ /3A :<C.0:/1 5=@G:=G@C
50.01/@0=2/3/12505

DB讨B论

OHN的失分化状态不仅导致其肿瘤细胞的
恶性化程度更高$而且对现有放射治疗和化学治
疗药物均不敏感+ 因此$研究 OHN的发病机制*
寻找其关键基因并实现靶向治疗临床意义重大+

本研究发现$OHN组织不仅细胞内发生通路
的改变$且肿瘤微环境也与正常甲状腺组织不同+
与正常甲状腺组织相比$OHN组织中细胞周期*
JL'i%Ô=信号通路*吞噬体*蛋白消化及吸收*肿
瘤通路*>)' 通路显著上调$提示 OHN组织中调
控肿瘤的经典通路被激活$细胞增殖旺盛$且可通
过对非正常折叠蛋白进行清除而避免凋亡信号激

活+ 与本研究结果相一致$OHN测序结果显示$
OHN存在42D8 突变! o)"M"和 24IR突变引起
的JL'i%Ô=%.HI(通路异常激活()$$) + 而在肿瘤
微环境方面$OHN可显著进行细胞外基质重塑$
且发生炎症反应及趋化行为$并存在血管新生+
这些基因的功能富集结果与肿瘤的进展以及侵袭

转移密切相关(*) $提示OHN细胞的恶性状态+
进一步进行基因簇及关键网络节点挖掘显

示$OHN的疾病状态网络存在三个关键基因簇$
分别与细胞周期*脱氧核糖核酸内切酶活性*细胞
外基质 受体相互作用*蛋白消化及吸收*胶原结
合*补体受体通路*单核细胞趋化及招募及白细胞
迁移调控相关+ 其中$网络关键节点 4Q2?H是调

控 \QO拓扑结构的拓扑异构酶$与细胞分裂*
\QO损伤修复有关$目前$4Q2?H已被作为抗肿
瘤靶点进行研究(#"%#!) $其临床试验主要集中于利
用 4Q2?H抑制剂表柔比星治疗乳腺癌患者+
(QS!H!*(QS!H? 和 (QS8H! 属于胶原家族$其活
性与细胞增殖及肿瘤迁移能力密切相关(#') +
(QS!H!*(QS!H? 和 (QS8H! 的表达是多数肿瘤
的不良预后因素(#,) + 另一网络关键节点 ASKT 是
恶性肿瘤分泌的炎症信号$可促进胃癌的转移(#)) $
且血清中 LX%$ 水平与肿瘤负荷相关$是一个潜在
检测肿瘤负荷标志物(#8) + i;]/F/1/等(#+)研究发

现OHN患者血清LX%$水平较健康人显著上升+
如何针对肿瘤特定基因特征进行药物干预是

目前研究的热点+ 基于基因特征导向的检索引擎
可为肿瘤治疗提供潜在的干预策略+ X#"""N\K!

数据库利用!"""多种小分子化合物对六株细胞进
行干预$进而通过基因芯片获取对应基因的变化$
通过将肿瘤的差异表达基因与该数据库比对$即
可获得一系列潜在可逆转肿瘤基因状态的化合

物+ 本研究通过该方法获得了 !! 个治疗 OHN的
潜在化合物$主要为酪氨酸激酶抑制剂*表皮生长
因子受体抑制剂*[-i抑制剂*(OV抑制剂等与
临床肿瘤治疗关系比较密切的靶向药物+

本研究通过系统地分析 OHN的发病机制及
其干预策略$在一定程度上揭示了OHN的发病机
制$为OHN的治疗靶点研究提供了理论依据+ 但
通过基因组层面改变到蛋白组学层面的体现$中
间需要甲基化组学*微 (QO组学*转录组组学等
多个过程$需要多组学技术联用*进行多层面的共
同分析$才能系统地揭示肿瘤的发生*发展机制$
为肿瘤精准治疗提供依据+
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