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Abstract: Objective  To observe the methylation status and mRNA expression of PTEN, RASSF1A in the 
peripheral blood of thyroid nodule patients and to explore the relationship between these genes and the clinical 
characteristics. Methods  Methylation-specific PCR(MSP) was used to detect the hypermethylation status 
of PTEN, RASSF1A promoter in the peripheral blood from 46 cases of nodular goiter, 34 cases of thyroid 
adenoma, 24 cases of papillary thyroid carcinoma(PTC) and 30 healthy controls. The mRNA expression 
of PTEN and RASSF1A was tested by reverse-transcription polymerse chain reaction. Results  (1) The 
methylation rates of PTEN, RASSF1A between thyroid adenoma, PTC and normal controls had significant 
difference (P<0.05). (2) The positive mRNA expression rates of PTEN and RASSF1A between thyroid 
adenoma, PTC and normal control had significant difference (P<0.05). (3)The methylation status, mRNA 
expression of PTEN and RASSF1A in PTC were correlated with lymph node metastasis (P<0.05), and were 
not correlated with age, gender, size of nodule. Conclusion  The hypermethylation, and hence functional 
inactivation of tumor suppressor genes PTEN, RASSF1A are common in peripheral blood of thyroid tumors, 
which play an important role during the occurrence and development of thyroid tumors.
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摘  要：目的  探讨PTEN、RASSF1A基因启动子甲基化及其mRNA表达与结节性甲状腺疾病之间的

关系。方法  选取46例结节性甲状腺肿、34例甲状腺腺瘤、24例甲状腺乳头状癌患者（甲癌）和30例

健康体检者，利用甲基化特异性PCR检测外周血中PTEN、RASSF1A基因启动子区甲基化状态及利用

反转录—多聚酶链反应法（RT-PCR）检测mRNA表达情况。结果  （1）腺瘤组和甲癌组中PTEN、

RASSF1A甲基化率分别与对照组比较, 差异均有统计学意义（均P<0.05）。（2）腺瘤组和甲癌组

中PTEN、RASSF1A基因mRNA表达阳性率分别与对照组比较, 差异均有统计学意义（均P<0.05）。

（3）甲癌组中PTEN和RASSF1A基因甲基化率、mRNA表达与淋巴结转移有关（均P<0.05），与年
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0  引言   
研究显示，基因异常表达及功能失调可导致遗

传和表观遗传调控紊乱引起肿瘤的发生、发展。表

观遗传学主要包括：DNA甲基化、组蛋白修饰、染

色质重塑、随机染色体失活等[1-2]。细胞癌变过程

中，最常见的表观遗传学改变是DNA甲基化，包括

原癌基因启动子区的去甲基化和抑癌基因启动子区

过度甲基化[3]。国内外关于甲状腺恶性肿瘤组织中

的PTEN（phosphatase and tension homolog deleted 
on chromosome ten）、RASSF1A（ras association 
domain farmily 1A）基因启动子甲基化水平的研

究已有报道，而关于结节性甲状腺疾病外周血中

的检测少有报道。本研究采用甲基化特异性PCR
（methylation specific PCR, MSP）和反转录—多

聚酶链反应（reverse transcription polymerase chain 
reaction, RT-PCR）法，对结节性甲状腺疾病外周血

进行研究，探讨PTEN、RASSF1A基因启动子甲基

化及mRNA表达与结节性甲状腺疾病之间的关系。

1  资料与方法
1.1  研究对象

收集2007—2011年间内蒙古科技大学包头医

学院第一附属医院就诊的104例结节性甲状腺疾病

患者的新鲜外周血。其中甲状腺腺瘤34例（腺瘤

组），男16例，女18例，年龄16~69岁，中位年

龄39岁；结节性甲状腺肿46例（结甲组），男18
例，女28例，年龄23~71岁，中位年龄42岁；乳头

状甲状腺癌（papillary thyroid carcinoma, PTC）24
例（甲癌组），男13例，女11例，年龄13~68岁，

中位年龄46岁；其中有颈部淋巴结转移者9例，

以上病例均经病理证实。另外选取来自包头地区

健康体检者30例作为对照组，男女各15例，年龄

21~52岁，中位年龄40岁。

1.2  实验方法

1.2.1  外周血DNA提取  受检者留取清晨空腹静

脉抗凝血4 ml，其中2 ml用于抽提基因组DNA，另

外2 ml用于外周血淋巴细胞分离。使用北京TIAN-
GEN公司的血液基因组DNA提取试剂盒DP-318，

提取基因DNA。

1.2.2  DNA甲基化修饰  用EZ DNA Methylation-
Gold Kit3甲基化试剂盒（美国ZYMO RESEARCH
公司）按说明对提取的DNA进行亚硫酸氢钠处理

和纯化，-20℃冰箱保存备用。

1.2.3  甲基化特异性PCR ( MSP）扩增  PTEN、

RASSF1A甲基化引物与非甲基化引物序列参照

文献[4-5]，见表1，引物由Invitrogen公司合成。

PTEN、RASSF1A PCR反应体系均25 μl，上下游引

物均各为0.5 μl，甲基化修饰后的DNA均为1 μl。
PTEN PCR扩增条件: 95℃预变性5 min，95℃ 45 s、

57℃ 30 s、72℃ 30 s、33循环， 72℃延伸10 min。

RASSF1A PCR扩增条件：95℃预变性10 min，

95℃ 30 s、60℃ 30 s、72℃ 30 s、35循环，72℃延

伸5 min。用2%琼脂糖凝胶电泳进行检测。

1.2.4  外周血总RNA提取及cDNA合成  TRIzol一
步法提取细胞总RNA，用琼脂糖凝胶电泳检查总

RNA的完整性。以提取的总RNA为模板，按照反

转录试剂盒M-MLV RT提取试剂盒（美国Invitro-
gen公司）说明书进行cDNA合成。

1.2.5  RT-PCR法检测   PTEN、RASSF1A基因

引物序列参照文献[5-6]，见表1。引物由美国In-
vitrogen公司合成。PTEN、RASSF1A的反应体系

均为25 μl, 上下游引物均各为1.0 μl，cDNA均为

5.0 μl。PTEN PCR 扩增条件：94℃预变性3 min，

94℃ 30 s、54℃ 30 s、72℃ 45 s、共33循环，72℃

延伸10 min。RASSF1A PCR扩增条件：93℃预变

性5 min，92℃ 45 s、60℃ 45 s、72℃ 45 s、共35
循环，72℃延伸10 min。以β-actin作PCR体系内参

照。用2%琼脂糖凝胶电泳检测。

1.3  统计学方法

采用SPSS17.0统计学软件进行数据处理，采

用四格表资料的卡方检验和精确检验，分析实验

组与对照组间PTEN、RASSF1A基因甲基化差别及

mRNA的表达情况，以P<0.05为差异有统计学意义。

表1  本研究PCR所用引物序列、片段大小
Table1  Primer sequence, fragment size in PCR 

Prmier Prmier sequence(5’→3’) Fragment
size(bp)             

PTEN-
  MSP(M)

F: GGTTTCGGAGGTCGTCGGC 155
R: CAACCGAATAATAACTACTACGACG

PTEN-
  MSP(U)

F: TGGGTTTTGGAGGTTGTTGGT 173
R: ACTTAACTCTAAACCACAACCA

PTEN-RT F: ACCAGTGGCACTGTTGTTTCAC 286
R: TTCCTCTGGTCCTGGTATGAAG

RASSF1A-
  MSP(M)

F: GTGTTAACGCGTTGCGTATC   93
R: AACCCCGCGAACTA AAAACGA

RASSF1A-
  MSP(U)

F: TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGG 105
R: CA AACCCCACAAACTAA AAACAA

RASSF1A-
  RT

F: TCCTGCAAGGAGGGTGGCTTC 347
R: TGGTGCGACCTCTGTGGCGACTT

β-actin F: CGCGAGAAGATGACCCAGAT 550
R: GCACTGTGTTGGGCACTGTGTTGG

Notes: PCR: polymerase chain reaction; MSP: methylation specific 

PCR; M: hypermethylation; U: unhypermethylation; RT: RT-PCR; 

F: Forword; R: Reverse
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2  结果
2.1  PTEN、RASSF1A基因启动子区甲基化与结
节性甲状腺疾病关系分析

PTEN、RASSF1A甲基化率在甲癌组中分别为
33.3%、45.8%；腺瘤组中为17.6%、20.5%；结甲
组中为10.8%、13.0%。甲癌组PTEN、RASSF1A
甲基化率明显高于其他两组。腺瘤组和甲癌组中
PTEN、RASSF1A甲基化率分别与对照组比较, 差
异均有统计学意义（均P<0.05）。结甲组与对照
组差异无统计学意义，见图1。

2.2  PTEN、RASSF1A基因mRNA表达与结节性
甲状腺疾病关系

PTEN、RASSF1A基因mRNA表达阳性率
在甲癌组中分别为54.2%、45.8%；腺瘤组中为
73.6%、79.6%；结甲组中为89.2%、87.0%。甲癌
组PTEN、RASSF1A基因mRNA表达阳性率明显低
于其他两组。腺瘤组和甲癌组中PTEN、RASSF1A
基因mRNA表达阳性率分别与对照组比较，差异
均有统计学意义（均P<0.05）。结甲组与对照组
差异无统计学意义，见图2。
2.3  PTEN、RASSF1A基因启动子区甲基化与
mRNA表达关系

在未检测到PTEN mRNA转录产物的样本中发
现甲癌组中PTEN、RASSF1A甲基化率明显高于其
他两组，腺瘤组和甲癌组分别与对照组比较，差
异均有统计学意义（均P<0.05）。结甲组与对照
组差异无统计学意义，见表2。
2.4  PTEN、RASSF1A基因启动子甲基化与甲状
腺癌患者临床指标的关系

PTEN和RASSF1A基因甲基化率与甲状腺癌患
者淋巴结转移有关（均P<0.05），与年龄、结节大
小、性别无关（均P>0.05），见表3。

2.5  PTEN和RASSF1A基因mRNA的表达与甲状
腺癌患者临床指标的关系

PTEN和RASSF1A基因mRNA表达与甲状腺癌
淋巴结转移有关（均P<0.05），与年龄、性别、结
节大小均无关（均P>0.05），见表4。

M: 50bp DNA ladder; 1,2: PTC; 3,4: control; m: hypermethylation of 

PTEN; u: unhypermethylation of PTEN; PTC: papillary thyroid carcinoma

M: 50bp DNA ladder; 1,2: PTC; 3,4: thyroid adenoma; 5,6: control;     

m: hypermethylation of RASSF1A; u:unhypermethylation of RASSF1A

图1  结节性甲状腺疾病患者PTEN、RASSF1A基因启动
子区甲基化电泳结果
Figure1  MSP of PTEN, RASSF1A gene promoter of 
thyroid nodule disease

M: 100bp DNA ladder; 1-10: PTC

M: 100bp DNA ladder; 1-6: thyroid adenoma; 7-12: PTC

图2  结节性甲状腺疾病患者PTEN、RASSF1A mRNA表达结果
Figure2  RT-PCR analysis of PTEN, RASSF1A mRNA of 
thyroid nodule disease 

表2  PTEN、RASSF1A基因启动子区甲基化与mRNA表
达关系
Table2  Relationship between PTEN, RASSF1A gene 
promoter methylation and mRNA expression

Groups PTEN mRNA RASSF1A mRNA      
n M P n M P

PTC 12  8* 0.038 12  9* 0.040
Thyroid adenoma   7  5* 0.046   8  6* 0.049
Nodular goiter   5 0   6 1
Normal controls   3 0   2 0
Notes: *: P<0.05, compared with normal controls; M: hypermethylation

表3  甲状腺癌患者外周血中PTEN与RASSF1A基因启动
子甲基化与临床指标的关系
Table3  Relationship between PTEN, RASSF1A gene 
promoter methylation in peripheral blood of thyroid cancer 
and clinical indicators

Groups n PTEN RASSF1A        
M UM P M UM P              

Age(years)
  ≥45 10 3   7 5   5
  <45 14 5   9 0.455 6   8 0.154        
Gender
  Male 13 3 10 3 10
  Female 11 5   6 0.065 8   3 0.038       
Nodule size(cm)
  ≥1 16 4 12 7   9
  <1   8 4   4 0.363 4   4 1.000       
Lymph node metastasis
  With   9 6   3 7   2
  Without 15 2 13 0.021 4 11 0.033               
Notes: M: hypermethylation; UM: unhypermethylation
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3  讨论
DNA甲基化是生物体在DNA甲基转移酶（DN-

MTs）的作用下，以s-腺苷甲硫氨酸为甲基供体，将甲
基转移到特定碱基上的过程。不同类型肿瘤中由于存
在抑癌基因DNA启动子区频繁发生甲基化并导致其
基因沉默的现象，而一些重要抑癌基因启动子区CpG
岛高甲基化与肿瘤发生、发展的关系尤为重要[7-8]。

DNA甲基化修饰异常通常发生在肿瘤细胞上
且该细胞能够被释放进入血液系统，所以血液可
作为有应用前景的癌症特异性诊断工具。国内学
者利用甲基化芯片检测甲状腺癌全血标本发现，
血液中甲基化修饰异常的基因与甲状腺癌的发生
发展有关[9]。且有报道显示不同程度的DNA甲基化
水平可以鉴别甲状腺肿瘤的腺瘤和腺癌[10]。

PTEN是迄今为止发现的第一个具有双重磷酸
酶活性的抑癌基因。通过调控磷酸化作用参与细
胞周期的调节，在细胞的生长、增殖、黏附、迁移
等方面起着重要的抗肿瘤作用。研究显示PTEN在
人类多种肿瘤中发现高甲基化和基因功能失活。
Alvarez-Nuñez等[11]用MSP法在53例原发性甲状腺
癌中发现52%PTEN高甲基化改变，提示PTEN启
动子甲基化在甲状腺癌的发生过程中起着较大作
用。殷德涛等[12]采用同样方法检测80例甲状腺乳头
状癌（papillary thyroid carcinoma, PTC），25%出
现甲基化，且其甲基化状态与TNM分期、病理分
级及淋巴转移有关。Xing等[13]也有相同报道。

本研究结果显示甲癌组、腺瘤组分别与对照
组比较差异均有统计学意义， PTEN甲基化率在甲
癌组中高于腺瘤组，与Hou等[14]报道一致。结甲组
PTEN甲基化率与对照组比较差异无统计学意义，
提示PTEN甲基化在甲状腺癌、甲状腺腺瘤等甲状
腺肿瘤中起着重要作用。另外用RT-PCR法检测发

现甲癌组PTEN mRNA表达阳性率低于腺瘤组及结
甲组，提示在甲状腺肿瘤的形成过程中PTEN基因
高甲基化及其mRNA表达减低，且随着甲状腺肿
瘤恶性程度增高，其PTEN基因甲基化逐渐增高进
而抑制其mRNA转录。

在未检测到PTEN mRNA转录产物的样本中
发现PTEN不同程度的甲基化改变，甲癌组、腺瘤
组的甲基化率明显高于结甲组。结果表明PTEN基
因启动子区CPG岛高甲基化可能抑制、下调其转
录及表达，进而表达产物PTEN蛋白的减少甚至缺
失，导致该基因功能失活，从而促使PTEN在甲状
腺乳头状癌形成过程中抑制细胞增生、转移，促
使凋亡的作用减少。国内学者认为PTEN蛋白低表
达是甲状腺乳头状癌的发生、转移的重要分子机
制之一，其低表达与基因启动子区过度甲基化有
关[15]。PTEN基因失活原因包括PTEN基因突变、
缺失及CPG岛高甲基化，有学者研究PTC的基因表
达方式中发现，其可能的致癌机制包括H4/PTEN
基因重排导致重组后PTEN基因失活和癌基因的
激活等，而Wang等[16]研究了125例中国PTC患者, 
只有9.6%的PTC患者中存在H4/PTEN基因重排。
Bruni等[17]检查26例甲状腺肿瘤标本及8例细胞系，
仅发现1例PTEN基因点突变。因此PTEN CPG岛高
甲基化是导致其基因失活的重要原因。

RASSF1A是一种重要的肿瘤抑制基因，该基
因是继p16基因以来发现的在肿瘤中甲基化程度最
高、最普遍的基因之一。RASSF1A启动子区CpG
岛的高甲基化而表达缺失已在广泛肿瘤谱中被发
现[18]。Xing等[19]研究发现在甲状腺癌FTC、PTC 中
RASSF1A甲基化率均有不同程度增高，而FTC增
高尤为显著，同时在甲状腺腺瘤发现增高，因此
他们认为异常甲基化导致RASSF1A失活是甲状腺
肿瘤发生的早期事件之一。Schagdarsurengin等[5]

认为随甲状腺癌恶性程度越高RASSF1A甲基化率
越高。本研究显示腺瘤组、甲状腺癌组RASSF1A
甲基化率明显增高，甲状腺恶性肿瘤的甲基化程
度高于甲状腺良性肿瘤，且两者之间差异有统计
学意义。提示RASSF1A基因启动子区甲基化是
甲状腺肿瘤中常见的分子生物学事件，腺瘤组
RASSF1A基因高甲基化与对照组比较差异有统
计学意义，说明在甲状腺肿瘤发生的早期即出现
RASSF1A基因启动子区甲基化改变。我们用RT-
PCR检测RASSF1A mRNA表达阳性率，发现甲
癌组低于腺瘤组及结甲组，在甲状腺肿瘤中存在
RASSF1A基因功能缺失。

通过对DNA甲基化模式的研究，人们发现肿
瘤细胞中存在异常的DNA甲基化状态: 基因组整
体甲基化水平降低；组织特异性基因的启动子区

表4  甲状腺癌患者外周血PTEN、RASSF1A基因mRNA
的表达及与临床指标关系
Table4  Relationship between mRNA expression of PTEN, 
RASSF1A in peripheral blood of thyroid cancer and clinical 
indicators

Groups       n PTEN mRNA RASSF1A mRNA
+ - P + - P                 

Age(years)
  ≥45 10 5 5 4 6
   <45 14 8 6 0.729 7 7 0.697 
Gender
  Male 13 9 4 8 5
  Female      11 4 7 0.217 3 8 0.123 
Nodule size(cm)
  ≥1 16 8 8 7 9
   <1   8 5 3 0.679 4 4 1.000  
Lymph node metastasis
  With   9 2 7 1 8    
  Without 15  11 4 0.033 10 5 0.013                   
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域出现从头甲基化；癌基因多为不充分甲基化；
抑癌基因过度甲基化，从而表达受抑制。本研究
显示甲癌组中未检测到RASSF1A mRNA转录产
物的样本中存在RASSF1A过度甲基化。抑癌基因
启动子或其附近区域的DNA甲基化将直接阻碍转
录因子与启动子结合，从而使基因不能转录或转
录水平降低[15]。因此RASSF1A基因高甲基化改变
有可能是导致其基因沉默的原因之一。很多实验
已证实在人类多种恶性肿瘤中存在RASSF1A表达
缺失，这与RASSF1A基因启动子CpG岛高甲基化
引起RASSF1A基因转录缺失有关[20]。国外学者证
实用DNA甲基化抑制剂处理基因表达缺失的细胞
后，基因表达被重新激活[5]。因此RASSF1A高甲
基化能致RASSF1A基因的转录失活，这种表遗传
的失活是甲状腺肿瘤发生中的一个早期步骤。

本研究中PTEN、RASSF1A基因甲基化率及
mRNA表达与淋巴结转移有关，差异均有统计学
意义，结果显示PTEN和RASSF1A基因启动子甲
基化及其表达减低甚至沉默可能会影响甲状腺癌
的预后。在对甲癌组的临床指标进行分析时发现
PTEN、RASSF1A基因甲基化率与年龄、性别、甲
状腺结节大小没有明显相关。

近几年研究显示国内甲状腺癌发病率和病死
率呈上升趋势，女性明显高于男性，乳头状甲状
腺癌是美国女性发病率增长最快的恶性肿瘤[21-22]。
早期发现甲状腺肿瘤分子标志物对于诊断及预后
有重要影响。本研究结果显示PTEN和RASSF1A
基因启动子区在甲状腺肿瘤中存在高甲基化及其
mRNA存在表达减低甚至缺失，PTEN和RASSF1A
基因启动子区高甲基化可能是导致其基因沉默的
原因之一。另外外周血采样简便，患者易于接
受，方便复查和随访，为甲状腺结节良恶性鉴
别、早期分子诊断、预后监测和靶基因治疗提供
客观依据，有助于加深对甲状腺肿瘤发生发展的
认识，拓宽甲状腺肿瘤研究的视野。
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