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　　甲状腺癌是临床最常见的内分泌系统恶性肿

瘤，在全世界范围内约占全部恶性肿瘤的1%。

近年来甲状腺癌的发病率在全球范围内以每年

接近4%的速度迅速升高，已成为全球发病率
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［摘要］  背景与目的：DNA甲基化是一种重要表观遗传学改变，在肿瘤的发病、诊断、预后评估乃至治疗上都具有重

要的临床意义。甲状腺癌是临床最常见的内分泌系统恶性肿瘤，目前国内外对甲状腺癌中DNA甲基化研究相对较少。筛

查在甲状腺乳头状癌中存在异常甲基化的基因。方法：收集2014年1月—2014年6月在复旦大学附属肿瘤医院头颈外科行

甲状腺癌根治手术的患者的甲状腺乳头状癌组织及癌旁的正常甲状腺组织88对。通过前期高通量甲基化DNA亲和纯化测

序技术（Methylcap-Seq）初步建立甲状腺乳头状癌全基因组甲基化谱式。通过生物信息学手段及甲基化特异性PCR技术

（methylation specific PCR，MSP）进行初筛和复筛。结果：通过生物信息学手段分析初步选取46个基因位点进行检测，最

终发现HOXD10和FOXD2基因启动子区存在异常高甲基化改变。HOXD10基因在甲状腺癌组织中44.4%呈高甲基化，而在癌

旁组织中仅20.5%（P<0.001）；FOXD2基因在甲状腺癌组织中54.5%呈高甲基化，而在癌旁组织中仅38.6%（P<0.001）。

其与甲状腺癌患者临床病理因素的多因素分析表明，HOXD10高甲基化改变与甲状腺癌病灶的多灶性相关（OR=3.71）；

FOXD2高甲基化改变与甲状腺癌病灶外侵相关（OR=5.91）。结论：HOXD10与FOXD2基因在甲状腺乳头状癌中存在高甲

基化修饰。甲状腺乳头状癌的发生、发展可能受HOXD10与FOXD2基因的甲基化修饰调控。
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［Abstract］ Background and purpose: DNA methylation is an important epigenetic modification. Evaluating the status of 
DNA methylation could be useful for diagnosis, prognostic evaluation and predicting the risk of cancer. Thyroid cancer is the most 
prevalent endocrine malignancy in humans. This study aimed to screen the aberrant methylated gene in papillary thyroid cancer. 
Methods: Human primary thyroid cancer tissues and adjacent non-tumor tissues were collected from patients initially surgically 
treated in the Department of Head and Neck Surgery, Fudan University Shanghai Cancer Center. A total of 95 patients were enrolled 
in the study. In previous studies, we performed MethylCap-seq and made up a database of genome-wide profiling of methylation in 
papillary thyroid cancer. Using bioinformatics tools and methylation specific PCR, we screened out the aberrant methylated genes. 
Results: Using bioinformatics tools, we screened 46 suspicious sites for further research. HOXD10 and FOXD2 were found to have 
aberrant hypermethylation in their promoter regions. The gene HOXD10 was hypermethylated in 44.4% of cancer tissues and 20.5% 
of adjacent tissues (P<0.001). The gene FOXD2 was hypermethylated in 54.5% of cancer tissues and 38.6% of adjacent tissues 
(P<0.001). The hypermethylation of HOXD10 gene was associated with tumor multifocality (OR=3.71), and the hypermethylation 
of FOXD2 gene was associated with tumor invasion (OR=5.91). Conclusion: The promoters of HOXD10 and FOXD2 may 
be hypermethylated in papillary thyroid cancer. And the epigenetic modification of HOXD10 and FOXD2 may play a role in 
tumorigenesis of thyroid cancer. 
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增长最快的恶性肿瘤［1-4］。起源于甲状腺滤泡

上皮细胞的恶性肿瘤占全部甲状腺癌的95%以

上，主要包括甲状腺乳头状癌（papillary thyroid 
cancer,  PTC）、甲状腺滤泡状癌（follicular 
thyroid cancer，FTC）及甲状腺低分化/未分化癌

（anaplastic thyroid cancer/undifferentiated thyroid 
cancer，ATC/UTC），甲状腺髓样癌（medullary 
thyroid cancer，MTC）则起源于甲状腺滤泡旁细

胞（C细胞）。甲状腺癌的发病目前认为与颈部

放射线接触史、女性雌激素分泌等相关［5］，临

床诊断主要依赖医师的体格检查、甲状腺超声

及细针抽吸细胞学检查，但良恶性肿瘤的术前

鉴别仍存在一定困难。甲状腺癌的治疗以手术

治疗和放射性131I治疗为主，辅以甲状腺激素抑

制治疗，总体预后相对较好，其中最常见的PTC
术后10年生存率可达90%以上，但临床上仍有部

分病例侵袭性较强，容易出现淋巴结转移和复 

发［6-8］。目前临床上对甲状腺癌手术的范围、颈

部淋巴结清扫的选择以及放射性131I治疗的适应证

均存在争议。表观遗传学研究或许可以为我们提

供甲状腺癌在早期诊断、治疗方案选择和预后评

估方面的新思路。

　　近年来关于甲状腺癌的遗传学和表观遗传学

研究逐渐增多，基因突变和甲基化改变在甲状腺

癌发生、发展过程中可能发挥着重要作用。DNA
甲基化是一种重要的表观遗传学的改变，它是指

在DNA甲基转移酶作用下，将甲基添加到DNA
分子CpG二核苷酸的胞嘧啶残基上，真核生物中

CpG二核苷酸多存在于基因5’端启动子的CpG岛

区域中，启动子CpG岛的甲基化改变具有调控基

因表达、维持染色体完整性和调节DNA重组等

作用［9］。因此在肿瘤细胞中，抑癌基因启动子

的高甲基化改变可以使其表达降低，癌基因启动

子的低甲基化改变可以使其表达升高，进而调控

肿瘤的生物学行为，甚至可能直接导致肿瘤的发

生。DNA甲基化是恶性肿瘤发生中的一种常见改

变，反映了环境因素与遗传因素的相互作用，与

遗传学改变不同的是DNA甲基化具有可逆性， 
通过药物治疗可以实现去甲基化，从而恢复抑癌

基因表达，达到治疗肿瘤的作用，因此研究DNA

的甲基化在肿瘤的发病机制、早期诊断和预后评

估方面均具有重要意义［10］。

　　本研究致力于探索和发现在PTC中可能存在

甲基化异常调控的基因，初步评估其在甲状腺癌

发生、发展中可能发挥的作用，并且希望找到

未来可用于早期诊断和预后评估的新的分子标 

志物。

1 材料和方法

1.1  材料

1.1.1 临床标本

　　收集2014年1月—2014年6月在复旦大学附属

肿瘤医院头颈外科初治行甲状腺癌根治性手术的

患者的甲状腺癌组织及癌旁的相对正常甲状腺组

织共88对，所有标本均经病理组织学检查确诊为

PTC，所有标本收集后置于-80 ℃冰箱保存，所

有患者的临床和病理学特征见表1。

表 1  标本临床数据统计

Tab. 1  Clinicopathological features of PTC patients

Clinicopathological feature Number n(%)

Age/year 43.6±13.6

 ＞45 41 (46.6)

 ≤45 47 (53.4)

Gender

 Male 20 (22.7)

 Female 68 (77.3)

Tumor invasion 

 Yes 17 (19.3)

 No 71 (80.7)

Tumor size D/cm 1.57±0.96

 ＞1 60 (68.2)

 ≤1 28 (31.8)

Multifocality 

 Yes 30 (34.1)

 No 58 (65.9)

Hashimoto’s thyroiditis 

 Yes 8 (9.1)

 No 80 (90.9)

Central lymph node metastasis 

 Yes 52 (59.1)

 No 36 (40.9)

Lateral lymph node metastasis 

 Yes 28 (31.8)

 No 60 (68.2)
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1.1.2 主要实验仪器和试剂

　　温度梯度PCR扩增仪购自美国Bio-Rad公

司，生物电泳图像分析仪购自上海复日科技有限

公司，紫外分光光度计购自美国NanoDrop公司，

DNA提取试剂盒天根生化科技（北京）有限公

司，DNA胶回收试剂盒购自美国Bio-Dev公司，

PCR反应试剂盒JumpStart购自美国Sigma公司。

1.2  实验方法

1.2.1 DNA提取

　　取10 mg左右标本组织彻底剪碎，放入1.5 mL 

离心管中，加入180 μL缓冲液GA，在室温下放

置使其充分混合。加入20 μL蛋白酶K，漩涡震荡

混匀10 s。在56 ℃环境下水浴2 h，期间通过漩

涡振荡混匀，待组织碎片完全消化后简短离心

以收集附着在管壁及管盖的液体。加入200 μL的

缓冲液GB和1 μL Carrier RNA储存液，充分颠倒

混匀，70 ℃放置10 min，期间每3 min涡旋混匀 

10 s，简短离心以去除管盖内壁的液滴。加入

200 μL无水乙醇，轻轻颠倒混匀样品，室温放置

5 min，简短离心以去除管盖内壁的液滴。取上

一步所得溶液全部转入吸附柱中，12 000 r/min

离心30 s，弃上清液，将吸附柱放回收集管中。

向吸附柱中加入500 μL缓冲液GD，12 000 r/min

离心30 s，弃上清液，将吸附柱放回收集管中。

向吸附柱中加入600 μL漂洗液PW，12 000 r/min

离心30 s，弃上清液，将吸附柱放回收集管中，

重复1次，然后12 000 r/min离心2 min，倒掉上清

液。将吸附柱置于室温放置2~5 min。然后将吸附

柱转入一个干净的1.5 mL离心管中，向吸附膜中

间位置悬空滴加50 μL洗脱缓冲液TB，室温放置 

5 min，12 000 r/min离心2 min将溶液收集到离心

管中。通过紫外分光光度计检测其含量和纯度。

1.2.2 亚硫酸盐处理

　　取1 μg标本DNA加水至20 μL，加入3 mol/L的

氢氧化钠溶液2.3 μL，充分混匀后置于37 ℃温浴

15 min。加入亚硫酸盐试剂230 μL，充分混匀，

置于90 ℃避光温浴30 min，简短离心以去除管盖

内壁的液滴。将上一步所得溶液全部转入DNA胶

回收试剂盒的吸附柱中，将吸附柱放回收集管

中。向吸附柱中加入500 μL溶胶液，9 000 r/min 

离心30 s，弃上清液，将吸附柱放回收集管中。

向吸附柱中加入500 μL漂洗液，12 000 r/min离

心30 s，弃上清液，将吸附柱放回收集管中。

加入0.3mol/L的氢氧化钠溶液300 μL，室温静置 

15 min，9 000 r/min离心30 s，弃上清液，将吸

附柱放回收集管中。向吸附柱中加入500 μL漂洗

液，12 000 r/min离心30 s，弃上清液，将吸附柱

放回收集管中，重复1次。将吸附柱置于室温放

置5 min，然后将吸附柱转入一个干净的1.5 mL

离心管中，向吸附膜中间位置悬空滴加75 μL洗

脱缓冲液TB，室温放置5 min，12 000 r/min离心 

3 min，重复1次，将DNA溶液收集到离心管中。

1.2.3 甲基化特异性PCR技术（methylation 
specific PCR，MSP）

　　PCR反应体系：加入亚硫酸盐处理过的DNA

溶液4 μL、10×PCR缓冲液2 μL、10 mmol/L dNTP 

0.5 μL、上下游引物（5 pmol/L）各2 μL、Taq 

DNA聚合酶（0.05 U/μL）0.3 μL，最后补充ddH2O

至20 mL。

　　扩增条件：94 ℃预变性3 min，94 ℃变性20 s， 

56~60 ℃（根据不同PCR片段的Tm）退火20 s，

72 ℃延伸20s，循环35~36个周期，最后72 ℃延伸 

5 min。用2.5%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物。

　　每组PCR反应均包含阳性对照与阴性对照，

阳性对照采用PTC组织提取的基因组DNA经5-氮

杂胞苷甲基化处理再由亚硫酸盐处理制备而得，

阴性对照采用ddH2O。RCP反应引物采用http://

www.urogene.org/methprimer/的网上引物设计软件

自行设计（MSP反应引物见表2）。

1.3  研究方法

1.3.1 PTC全基因组甲基化谱式建立

　　早期研究中通过对1株PTC细胞株、1例正常

甲状腺组织和3对PTC组织及癌旁组织，行高通

量甲基化DNA亲和纯化测序（Methylcap-Seq技

术）初步建立甲状腺癌全基因组甲基化谱式，数

据上传UCSC网站保存（http://genome.ucsc.edu/
cgi-bin），通过生物信息学手段分析获得可能存

在差异的基因位点。

1.3.2 可疑位点初筛

　　通过对UCSC网站上数据的主观分析，初

步筛选出可疑存在异常甲基化的基因位点46个 

（表3）。筛选原则包括：① 在基因启动子、增

强子和第1外显子中；② 在CPG岛中或岛旁；③ 

与甲基化峰值区域吻合；④ 癌组织甲基化程度与

癌旁正常组织存在显著差异。
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表 2  MSP引物序列

Tab. 2  Primer sequences of MSP

Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer(5’-3’)

NLRP6 TTTAGAGGGCGAAGAATATTAAGAC TCGTCTAAATCCATAAAATAACGAA

HOXD10 GTTTTTAGCGCGTATTATCGC CCCGTATAATTATAAATACCTCTACCG

ETV7 TATATAGGATAGGAAGGGGTTTCGT AAAAAATATCAATCGAAATCTCCG

SLC4A11 GGTTTTTTTGAGAAAATTTTGTTTC GTAACGAAAATCGAAAAAACTACG

FNDC1 TTATGAGGGAGAATTGATATAGCGT TAACCTAAACTCTAAAAAAACCGAA

FLJ42875 GGTTAGTGAGCGTTTTTTTTATTC AACCTTCTACCTTAAATCCTCCG

SPAG6 GATTAGATTTTAAAATATCGAGACGT CTCCACGAACAAAACAACGA

CDHR1 GTTTAGTAGTTGGGTTTGACGC AACCATATTTCCGTTAATACTACCG

MGMT TATAGGTTTTGGAGGTTGTTTTTAC TAATAAAAATCCCGATCCTACTCG

FOXG1 ATGAAGAATTTTTTTTATTATCGCG ATAATTACCCTTACCCGAATCGT

LOC400456 TAGCGTGTTTTTTTACGTTTTAGTC CGATACCCTTATAAACCACTACGTT

FAM65A GAGTTTTTCGGTTTTTAGTTCGTC GTATACACCAAATCCAACCGC

C16 or f48 TTAGTAGGCGTAGTTTCGGAGTC AACTTTCTCTTTAAACCATAACGAA

MTSS1L TATATATCGTATATAGTAGGGCGCG CCAAAAAACTTAAAAAAATCCGAA

CHST8 AATAAGGATTCGAATTTAGGGTTTC ATACACACTCGAAAAAACAACGTA

CCDC140  GTTTGTCGTTGATAAAAATATCGTC AAACAAAAAACTACGAAATTACGTA

TMPRSS2 GGACGTTTAAGATTTTTTTTAGTTCG ATACCCGAAAACAACCACGT

MFAP3L TATGGAGTTAAATGCGATAAATTTC AAAACTCCGAAAAACGTAAATACG

ZCWPW1  TTTTTTTTATTTTTATTTTTGTCGA GCTACCAATCCTAACACCCG

FGFR1  TAGTTTTGAGGTTGTATTTGGTAGC TATACGCTAAACCCTCGTTAACG

ZFP41  TTAGGATATTTAATTTGCGGTACGT CCGAAATATACTCCCAACCG

FOXD2  CGTTTTTCGGGGAATATATTTC ATTAAACAAACAAAATCTCAACGTT

ERN2  TTTTATTGTATAGTAGGTATAAGCGG TAATAACCCACCGAAATCCG 

CDHR2  GTTTTGTAAAGGGGGTAGGAATC TTCGAATAAACTTATCTTCCTCGAT

RHOC  GAGGGGTTGGAGGTTAGTTC GATTCCGATTACAACAACGAT

FGFR2  TTAGTTTGTGGATTAATAAGGCG TAAAAACTAAAACAAAAAAATCGCT

ATHL1  TTTAGAGGGCGAAGAATATTAAGAC TCGTCTAAATCCATAAAATAACGAA

HOXC-AS5 GGCGAGTATAATTTTTTGAATTTC GCGACGTAAATAAAACAACGAA

HOXC9/OXC-AS2 GTAATTATTTATTTTTTTCGTCGG AAAAAATTTTAACTTTTATTACGAT

ZIC2 TCGTATTTGTTTTTATAAATTTCGA CTACCTCTAAAAATCCCACAACG

EXOC3L4  TTTTTTGTGTTTTTTCGTTGTTTC CCCTCACCTAAACTATAATCCGAA

C14 or f23  ATGAAGAATTTTTTTTATTATCGCG ATAATTACCCTTACCCGAATCGT

TRIM72   TGTTTATTCGTTAGGATTTTTTCGT ACCTACACTTTATAAACCAACACCG

MT1X  GTTGTGTATAGGAGAAACGTGGTC TAATAAAAACAAAAAACACAACGAA

CNGB1  GGTTTTAGTTATAGGTAGGGGAACG AAAAACGAATCTCTCCAAAACG

C16 or f96  GAGAGTAGTAATTTGTTCGGGTATC CTATCCCAATAAAAAAATTAACGAA

ACD   TTAGTAGGCGTAGTTTCGGAGTC AACTTTCTCTTTAAACCATAACGAA

PPY  GTACGAATATTATTTGGGAAGGC CCGATAACTAAACCTTAATCCGAT

HOXD13  GGTCGTTTTTGAATAATGGTTC ACTTTATTCAACCTACAACACACGA

SIM2  GCGTGTATGTTTACGAAAGGTC TAAAACCGAAACCGTAACCG

ZBED3-AS1 GCGTGTATGTTTACGAAAGGTC TAAAACCGAAACCGTAACCG

IRX2  GTGTTTGTCGGTTCGAGTTTC TCGCTTAAATTTTATTAAAATACCTCG

TEAD3  TTGAGGAATTTGGCGTAGATC AATAAAACCCTATCTAAACCCCG

GFOD1  TTCGTTTCGTATTTATTTGGTGTC AATTATTTTAAACTCTTACAAATATCACGT

LOC401463  TTTATTTTTATAGTAGGGAGGTCGA CATACTAAAACAATCGCAAAATCG

AGPAT6   TCGTTTTTTAGGTGGTGTTGTC ACCTCAACCTATCTATCTATACGCC
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表 3  初筛所得基因位点

Tab. 3  Aberrant methylation loci from screening

Gene Chromosome Start-stop point Translation direction  Region Type

FLJ42875 chr1 2983289 2986289 - Promoter

RHOC chr1 113254025 113270025 - Enhancer

FOXD2 chr1 47901688 47906363 + Exon 1

SPAG6 chr10 22632373 22635373 + Promotor

MGMT chr10 131263453 131266453 + Promotor

CDHR1 chr10 85952411 85955411 + Promotor

FGFR2 chr10 123361972 123377972 - Enhancer

NLRP6 chr11 276569 279569 + Promotor

ATHL1 chr11 269137 285137 + Enhancer

HOXC-AS5 chr12 54337427 54353427 - Enhancer

HOXC9 chr12 54373876 54389876 + Enhancer

ZIC2 chr13 100614025 100630025 + Enhancer

FOXG1 chr14 29234277 29237277 + Promotor

EXOC3L4 chr14 103546480 103562480 + Enhancer

C14 or f23 chr14 29221909 29237909 + Enhancer

LOC400456 chr15 95869329 95872329 - Promotor

TRIM72 chr16 31205341 31221341 + Enhancer

MT1X chr16 56696381 56712381 + Enhancer

CNGB1 chr16 58009020 58025020 - Enhancer

C16 or f96 chr16 4586490 4602490 + Enhancer

ACD chr16 67698718 67714718 - Enhancer

ERN2 chr16 23724415 23724821 - Exon 1

MTSS1L chr16 70718954 70721954 - Promotor

FAM65A chr16 67569364 67572364 + Promotor

C16 or f48 chr16 67699628 67702628 - Promotor

PPY chr17 42023833 42039833 - Enhancer

CHST8 chr19 34110860 34113860 + Promotor

HOXD10 chr2 176979491 176982491 + Promotor

HOXD13 chr2 176937531 176953531 + Enhancer

CCDC140 chr2 223160865 223163865 + Promotor

SLC4A11 chr20 3217835 3220835 - Promotor

SIM2 chr21 38051990 38067990 + Enhancer

TMPRSS2 chr21 42878992 42881992 - Promotor

MFAP3L chr4 170946429 170949429 - Promotor

ZBED3-AS1 chr5 76362622 76378622 + Enhancer

IRX2 chr5 2755769 2771769 - Enhancer

CDHR2 chr5 175969511 175969770 + Exon 1

FNDC1 chr6 159588428 159591428 + Promotor

ETV7 chr6 36354577 36357577 - Promotor

TEAD3 chr6 35468861 35484861 - Enhancer

GFOD1 chr6 13476295 13492295 - Enhancer

ZCWPW1 chr7 100025431 100028431 - Promotor

LOC401463 chr8 65493820 65509820 - Enhancer

AGPAT6 chr8 41415706 41431706 + Enhancer

ZFP41 chr8 144326990 144329990 + Promotor

FGFR1 chr8 38324363 38327363 - Promotor
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1.3.3 MSP筛查

　　针对初筛出的可疑基因位点分别设计MSP引

物，用88对临床标本的DNA进行MSP反应检验，

挑选癌和癌旁存在显著甲基化差异的基因位点，

并分析基因甲基化与肿瘤临床特征的关系。

1.4  统计学处理

　　本研究使用SPSS 19.0软件进行统计学分析，

采用χ2检验、logistic回归分析等，P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

　　根据前期工作Methylcap-Seq技术建立的

甲状腺癌全基因组甲基化谱式（图1），通过

生物信息学手段分析获得可能存在差异的基因

位点1 856个，进一步根据主观数据分析，初

步筛选出可疑存在异常甲基化的基因位点46个 
（表3）。

　　MSP结果最终提示HOXD10基因与FOXD2基

因启动子区存在高甲基化改变：HOXD10基因在

甲状腺癌组织中44.4%存在高甲基化改变，而在

癌旁组织中仅20.5%（P<0.001）；FOXD2基因在

甲状腺癌组织中54.5%存在高甲基化改变，而在

癌旁组织中仅38.6%（P<0.001）。其余基因位点

MSP结果差异均无统计学意义（图2，表4）。

图 1  甲状腺癌全基因组甲基化谱式图例

Fig. 1  The chromosome ideogram and methylation of NLRP6 by 

Methylcap-Seq

The blue bar represents the NLRP6 gene and the green bar represents 
the CpG island. The spectrum represents the methylation level from 3 
pairs of PTC and its paracancerous tissues (from bottom to top were 
PTC 1, paraPTC 1, PTC 2, paraPTC 2, PTC 3, paraPTC 3)

图 2  MSP电泳图例 

Fig. 2  Electrophoretogram of MSP

T: PTC tumor tissue; N: Adjacent tisue; P:  Positive control; Negative: 
Negative control. The adjacent bands were from the same patient 

表 4  HOXD10和FOXD2基因在甲状腺癌与癌旁组织的甲基化差异

Tab. 4  Difference in HOXD10 and FOXD2 methylation between 

PTC and adjacent tissue 

［n(%)］

Gene Adjacent tissue PTC P value (χ2)

HOXD10

 Methylation 18 (20.5) 39 (44.3) <0.001

 Non-methylation 70 (79.5) 49 (55.7)

FOXD2

 Methylation 34 (38.6) 48 (54.5) <0.001

 Non-methylation 54 (61.4) 40 (45.5)

　　分析HOXD10基因和FOXD2基因启动子高甲

基化改变与患者临床特征（年龄、性别、原发灶

大小、是否外侵、是否多灶、是否伴有桥本甲

状腺炎、是否伴随颈部淋巴结转移）的相关性。

HOXD10基因高甲基化改变与甲状腺癌病灶的多

灶性相关（P<0.01，OR=3.71），FOXD2基因高

甲基化改变与甲状腺癌病灶外侵相关（P<0.01，

OR=5.91，表5）。
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3 讨  论

　　近年来PTC发病率迅速上升，成为人们关

注的热点，但由于其预后相对较好，目前的研

究方向多集中于甲状腺癌的早期诊断及预后评 

估［6，11］。甲状腺肿瘤的临床诊断主要依赖临床

医师的体格检查和甲状腺超声，但难以区分良性

和恶性肿瘤，细针抽吸细胞学检查是近年来开展

的热门领域，对甲状腺癌术前诊断的灵敏度和特

异性可达85%以上［12-13］，缺点为有创性检查。

另一方面虽然PTC的总体预后较好，但仍有部分

患者出现反复复发，局部广泛转移以及131I治疗抵

抗，临床上常称之为难治性PTC，目前临床上对

这部分患者的鉴别是一个重要的课题。因而寻求

一种甲状腺癌特异性的分子标志物成为我们关注

的焦点，希望其可以在PTC的早期诊断、治疗方

案选择和预后评估方面提供帮助。表观遗传学已

成为研究恶性肿瘤发生、发展及其转归的一个新

方向，其中DNA甲基化更是最常见的表观遗传学

改变，在肿瘤学研究中占据重要位置。相对于遗

传学研究，表观遗传学指标作为分子标志物的研

究起步相对较晚，目前有研究表明，Rassf1A、

TSHR、RARb2和TIMP3等抑癌基因和甲状腺特异

性基因均在甲状腺癌中存在高甲基化改变和低表

达调控，这与肿瘤发生、发展密切相关［14-16］，

曹一鸣，等  甲状腺乳头状癌中异常甲基化基因筛查

表 5  HOXD10和FOXD2甲基化改变与患者临床病理学特征的 

相关性

Tab. 5  The relationship between methylation and 

clinicopathological features of PTC 

Clinicopathological
  feature

HOXD10 FOXD2

P value OR P value OR

Age＞45 years 0.913 0.947 0.843 1.105

Male 0.345 1.685 0.315 1.750

Tumor invasion 0.112 2.984 0.041 5.912

Tumor size＞1 cm 0.770 1.163 0.792 0.872

Multifocality 0.050 3.716 0.724 1.254

Hashimoto’s
  thyroiditis 0.472 0.551 0.325 0.441

Central lymph 
  node metastasis 0.657 1.271 0.518 0.705

Lateral lymph node 
metastasis 0.131 0.332 0.948 0.956

但这些基因均缺乏特异性，难以作为分子标志物

应用于诊断和预后评估。本研究希望通过筛查

PTC中存在异常甲基化的基因来获取潜在的表观

遗传学分子标志物。

　　本研究筛查1 856个可疑甲基化位点，最终确

定HOXD10与FOXD2两个基因启动子区存在异常

甲基化改变。HOXD10基因以往被认为是一种特

异性的转录因子，主要在细胞分化和胚芽发育过

程中发挥调控作用［17］，几年来研究发现HOX家

族基因在肿瘤形成和发展中发挥重要作用［18-19］，

部分基因（HoxB13、HoxA5、HoxC6等）已被

证实在肺癌、乳腺癌、结肠癌中存在甲基化调 

控［20-22］。HOXD10基因也被证实在乳腺癌和胃

癌中存在高甲基化改变。在甲状腺癌中目前未见

HOXD10功能及甲基化调控方面的研究报道，本

研究发现，HOXD10基因在PTC中存在高甲基化

改变，并且与肿瘤发病的多灶性相关，推测该

基因很有可能在PTC中同样发挥抑癌基因作用并

受到甲基化调控，具体有待进一步实验验证。

FOXD2基因是FOX转录因子家族的一员，FOX家

族基因在胚胎发育过程中起着关键性的调控作

用，与生长发育、免疫调控以及肿瘤的发生相

关，FOXE1、FOXP1等被认为与基底细胞癌、

乳腺癌和淋巴瘤发病密切相关［23］。FOXD2基因

目前相关研究较少，有研究表明，在T淋巴细胞

中，FOXD2基因通过调控cAMP通路依赖的蛋白

激酶进而调节cAMP通路的敏感性［24］，而cAMP

通路正是甲状腺癌中的重要信号通路，与TSH的

调控密切相关，推测FOXD2基因甲基化有可能通

过cAMP通路调控PTC的发生、发展，具体有待进

一步研究验证。

　　本研究旨在筛查出PTC中可能存在甲基化调

控的基因位点。本研究的不足之处在于：第一，

基因位点的选取上主观因素过多，必然存在偏

差；第二，标本量不足，作为分子标志物的筛查

理应尽量具备更充足的标本量，但限于时间和工

作量只收集了88对样本进行检测，基因位点的筛

选有可能存在遗漏和误差；第三，仅有甲状腺癌

患者的标本，没有正常甲状腺组织对照，且标本

均为术中收集，没有术前穿刺标本，因而对DNA



《中国癌症杂志》2019年第29卷第10期 787

甲基化的诊断预测价值难以做到客观评估；第

四，标本收集过程中存在偏倚，由于大量甲状腺

乳头状微癌病灶过小，难以取得足够的组织标本

进行研究，因此研究对象中微癌患者比例较自然

比例低；第五，MSP检验仅采用甲基化引物，而

无非甲基化引物对照，由于本研究为筛查实验并

非验证实验，因而仅关注其甲基化阳性结果而省

略了非甲基化组的对照。

　　鉴于HOXD10与FOXD2基因在PTC中存在高

甲基化改变，我们认为甲状腺癌的发生、发展

可能受到HOXD10与FOXD2基因的甲基化修饰调

控，HOXD10与FOXD2基因的甲基化修饰有望成

为PTC特异性的分子标志物。
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