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[摘  要]  目的：本研究旨在探讨miR-532-3p对甲状腺癌TPC-1细胞增殖及糖酵解的调控作用，并以多萜醇二磷酸寡糖蛋白糖

基转移酶非催化亚基（DDOST）为靶标初步探讨其潜在机制。方法：检测正常甲状腺细胞Nthy-ori 3-1及甲状腺癌细胞TPC-1、

FTC-133、IHH-4中miR-532-3p基础表达；根据检测结果选择TPC-1细胞进行后续实验，并将其分为mimic-NC组、miR-532-3p 

mimic组、inhibitor-NC组、miR-532-3p inhibitor组、mimic-NC + pcDNA-NC组、mimic-NC + pcDNA-DDOST组、miR-532-3p mimic 

+ pcDNA-NC组、miR-532-3p mimic + pcDNA-DDOST组。采用双萤光素酶报告基因实验检测miR-532-3p与DDOST的靶向关

系。采用CCK-8法检测细胞增殖活力。采用实时荧光定量PCR（RT-qPCR）和蛋白质印迹（Western blotting）法检测mRNA和蛋白

表达。将TPC-1细胞经皮下注射接种于裸小鼠右后侧腋窝处，构建甲状腺癌裸小鼠移植瘤模型，记录肿瘤生长情况。采用免疫

组织化学法检测移植瘤组织中Ki-67和DDOST的阳性表达。采用乳酸检测试剂盒和葡萄糖检测试剂盒检测乳酸生成量及葡萄

糖消耗率。结果：与正常甲状腺细胞Nthy-ori 3-1相比，甲状腺癌细胞（TPC-1、FTC-133、IHH-4）中miR-532-3p表达水平均明显降

低（P < 0.05），其中TPC-1细胞中miR-532-3p表达水平最低，而DDOST的表达显著升高（P < 0.05）。过表达miR-532-3p可抑制

TPC-1细胞增殖活力和糖酵解水平，并下调DDOST表达（P < 0.05），且这些作用可被DDOST过表达所逆转（P < 0.05）。过表达

miR-532-3p可抑制裸小鼠甲状腺癌移植瘤生长，并降低移植瘤组织中DDOST的表达（P < 0.05）。结论：过表达miR-532-3p可通

过靶向调控DDOST抑制TPC-1细胞增殖和糖酵解，进而抑制裸小鼠甲状腺癌移植瘤生长。
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miR-532-3p targets DDOST and inhibits thyroid cancer TPC-1 cell proliferation, 
glycolysis, and xenograft tumor growth in nude mice
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[Abstract]  Objective: This study aimed to investigate the effects of miR-532-3p on thyroid cancer TPC-1 cell proliferation and 

glycolysis and to preliminarily explore the underlying mechanism by targeting dolichyl-diphosphooligosaccharide protein 

glycosyltransferase non-catalytic subunit (DDOST). Methods: The basal expression of miR-532-3p was assessed in normal thyroid 

Nthy-ori 3-1 cells and thyroid cancer cell lines TPC-1, FTC-133, and IHH-4. TPC-1 cells were selected for subsequent experiments and 

divided into mimic-NC group, miR-532-3p mimic group, inhibitor-NC group, miR-532-3p inhibitor group, mimic-NC + pcDNA-NC 

group, mimic-NC+pcDNA-DDOST group, miR-532-3p mimic + pcDNA-NC group, and miR-532-3p mimic + pcDNA-DDOST group. 

The targeting relationship between miR-532-3p and DDOST was detected by dual-luciferase reporter gene assay. Cell proliferation was 

detected by the CCK-8 method. Gene and protein expression levels were detected by reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR) 

and Western blotting. The TPC-1 cells were subcutaneously injected into the right posterior axillary region of nude mice to establish a 

xenograft tumor model of thyroid carcinoma, and the growth status of the tumors was recorded. Ki-67 and DDOST expression in 

xenograft tumor tissues was detected by immunohistochemistry. Lactate concentration and glucose consumption were measured using 

the corresponding assay kits. Results: Compared with normal thyroid cells Nthy-ori 3-1, the expression levels of miR-532-3p in thyroid 

cancer cell lines (TPC-1, FTC-133, IHH-4) were significantly decreased (P < 0.05), with the lowest level observed in TPC-1 cells. The 

expression of DDOST was significantly increased (P < 0.05). Overexpression of miR-532-3p inhibited TPC-1 cell proliferation and 
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glycolysis and downregulated DDOST expression (P < 0.05). Moreover, these effects were reversed by DDOST overexpression 

(P < 0.05). Overexpression of miR-532-3p inhibited thyroid cancer xenograft growth and reduced DDOST expression in xenograft 

tumor tissues (P < 0.05). Conclusion: Overexpression of miR-532-3p inhibited TPC-1 cell proliferation and glycolysis by targeting 

DDOST and suppressed thyroid cancer xenograft growth in nude mice.
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甲状腺癌是常见的内分泌恶性肿瘤之一，其发

病率在全球范围内持续增长[1]。虽然临床已有手术、

放射性碘治疗和甲状腺激素抑制治疗等方法，但仍

存在放射性碘治疗耐受、药物耐药及不良反应等局

限性[2]。因此，开发新的甲状腺癌治疗策略至关重

要。微小RNA（microRNA, miRNA）是一类短链非编

码RNA分子，能够通过与靶基因mRNA的3′-非翻译

区（3′-untranslated region, 3′-UTR）结合，诱导其降解

或抑制其翻译，从而在转录后水平精确调控基因表

达。研究[3-4]表明，miRNA异常表达广泛参与调控肿

瘤细胞的增殖、侵袭和转移等恶性生物学行为，还能

通过调节肿瘤糖酵解途径间接影响肿瘤进展。其

中，miR-532-3p被报道在甲状腺癌组织中表达明显

低于良性肿瘤组织，其高表达可抑制甲状腺癌细

胞的恶性生物学行为 [5]。然而有关 miR-532-3p 在

甲状腺癌中的机制研究仍缺乏。多萜醇二磷酸

寡 糖 蛋 白 糖 基 转 移 酶 非 催 化 亚 基（dolichyl-

diphosphooligosaccharide protein glycosyltransferase 

non-catalytic subunit, DDOST）作为一种重要的糖基

转移酶亚基，参与蛋白质的糖基化修饰过程。越来

越多的证据表明，DDOST在宫颈癌、肝细胞癌等多种

恶性肿瘤中异常高表达，并通过促进肿瘤细胞增殖、

侵袭及糖酵解等过程促进肿瘤进展[6-8]。基于生物信

息学工具预测，DDOST可能是miR-532-3p的潜在靶

基因，但两者之间在甲状腺癌中的直接调控关系尚

缺乏实验验证。因此，本研究旨在探究miR-532-3p

与DDOST的相互作用关系及其对甲状腺癌发生发

展的影响，以期为甲状腺癌的治疗提供新的理论依

据和潜在靶点。

1  材料与方法

1.1  实验模型

1.1.1  实验动物

4 周龄、雄性 SPF 级 BALB/c 裸小鼠（体质量约

25 g），购自北京生物制品研究所有限责任公司，实验

动物许可证号：SYXK（京）2023-0073，在室温（23 ± 

2）℃、相对湿度 40%～50%、12 h光照/12 h黑暗周期

的环境中常规饲养，自由摄食饮水，每日由专人巡查

动物精神状态、摄食及健康情况。适应性喂养1周后

进行实验。所有实验操作均符合 GB/T 35892-2018

《实验动物福利伦理审查指南》及RB/T 173-2018《动

物实验人道终点评审指南》相关规定。本研究已通

过 本 院 动 物 伦 理 审 查 委 员 会 审 批（ 批 号 ：

202410320）。

1.1.2  实验细胞

本研究所用人正常甲状腺细胞（Nthy-ori 3-1）、

甲状腺癌细胞（TPC-1、FTC-133、IHH-4）购自美国典

型 培 养 物 保 藏 中 心（American Type Culture 

Collection, ATCC）。所有细胞系均经短串联重复序

列（STR）鉴定确认，支原体检测均为阴性。本研究

中，人正常甲状腺细胞系Nthy-ori 3-1作为对照细胞，

甲状腺癌细胞 TPC-1、FTC-133、IHH-4 均用于检测

miR-532-3p 的基础表达水平，完成细胞水平初筛。

结合后续实验结果，TPC-1细胞中miR-532-3p表达水

平最低，因此选取TPC-1细胞开展后续细胞功能实验

及动物体内移植瘤实验，FTC-133、IHH-4细胞仅用于

本研究miR-532-3p基础表达筛选。所有细胞均培养

于含10% 胎牛血清和1%青-链霉素的DMEM培养基

中，在37 ℃、5% CO2、95% 空气的饱和湿度培养箱中

培养。

1.2  主要实验试剂与仪器

miR-532-3p 模 拟 物（miR-532-3p mimic，序 列

CCUCCCACACCCAAGGCUUGCA，转染终浓度 50 

nmol/L）、miR-532-3p 抑制剂（miR-532-3p inhibitor，

序列 UGCAAGCCUUGGGUGUGGGA，转染终浓度

50 nmol/L）及其阴性对照（分别为 mimic-NC 和

inhibitor-NC）均购自美国 MedChemExpress（MCE）

公司，DDOST 过表达质粒（pcDNA-DDOST）及其阴

性对照（pcDNA-NC）均购自上海纽普生物科技有限

公司，引物序列由上海生工生物工程有限公司合成，

胎牛血清、青-链霉素、DMEM（高糖）购自德国Merck 

KGaA 公 司 ，Lipofectamine 3000 试 剂 购 自 美 国

Thermo Scientific公司，TRIzol试剂购自南京诺唯赞

生物科技有限公司，miRNA逆转录试剂盒购自深圳

凯杰（QIAGEN）生物工程有限公司，SYBR Premix 

Ex Taq试剂盒购自日本TaKaRa公司，基质胶购自美

国Becton Dickinson（BD）Biosciences公司；RIPA裂解

液、BCA 检测试剂盒均购自上海 Beyotime 公司，

PVDF膜购自美国Millipore公司，ECL化学发光液购

自北京索莱宝生物科技有限公司，PKM2抗体（货号
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15822-1-AP）、HK2抗体（货号22029-1-AP）、LDHA抗

体（货号 21799-1-AP）、DDOST 抗体（货号 14916-1-

AP）、Ki-67抗体（货号27309-1-AP）、GAPDH抗体（货

号 10494-1-AP）以及辣根过氧化物酶标记的山羊抗

兔 IgG二抗（货号 SA00001-2）均购自武汉三鹰生物

技术有限公司，乳酸检测试剂盒、葡萄糖检测试剂盒

均购自美国 Sigma-Aldrich公司，实时荧光定量 PCR

仪购自美国Thermo Fisher Scientific公司，ChemiDoc 

XRS+型成像系统、Mini-PROTEAN电泳系统均购自

美国Bio-Rad公司。

1.3  TPC-1细胞转染及分组

将细胞分为 8 组：mimic-NC 组（转染 mimic-

NC）、miR-532-3p mimic组（转染miR-532-3p mimic）、

inhibitor-NC 组（ 转 染 inhibitor-NC）、miR-532-3p 

inhibitor 组（转染 miR-532-3p inhibitor）、mimic-NC + 

pcDNA-NC 组（ 转 染 mimic-NC + pcDNA-NC）、

mimic-NC + pcDNA-DDOST 组（转染 mimic-NC + 

pcDNA-DDOST）、miR-532-3p mimic + pcDNA-NC 组

（转染miR-532-3p mimic + pcDNA-NC）、miR-532-3p 

mimic + pcDNA-DDOST组（转染miR-532-3p mimic + 

pcDNA-DDOST）。转染前 24 h，将处于对数生长期

的TPC-1细胞以2 × 105/孔接种于6孔板，培养过夜至

汇 合 度 达 60%～70% 后 进 行 转 染 。 严 格 参 照

Lipofectamine 3000 说明书操作：miR-532-3p mimic、

miR-532-3p inhibitor及其对应阴性对照（mimic-NC、

inhibitor-NC）每孔使用 100 pmol 核酸（即 5 μL 20 

µmol/L 储 存 液 ，终 浓 度 50 nmol/L），与 5 μL 

Lipofectamine 3000分别溶于 125 μL Opti-MEM后混

合，室温静置 15 min 形成复合物；对于共转染组，

miR-532-3p mimic 或 mimic-NC 按照相应分组与

pcDNA-DDOST或 pcDNA-NC共转染；每孔加入 2.5 

μg 质粒及 5 μL Lipofectamine 3000（按 2 μL/μg DNA

比例），同样于 125 μL Opti-MEM中配制复合物。每

孔复合物总体积约 250 μL，逐滴加入孔内，转染 6 h

后更换新鲜完全培养基，继续培养24 h收集细胞，用

于后续实验。采用 RT-qPCR 检测转染后各组细胞

miR-532-3p 和 DDOST mRNA 表达 ，采用 Western 

blotting法检测DDOST蛋白表达，以验证转染效率。

1.4  RT-qPCR检测细胞和移植瘤组织miR-532-3p及

相关基因mRNA表达

取适量细胞或经液氮充分研磨的移植瘤组织，

使用TRIzol试剂提取总RNA，按照逆转录试剂盒说

明书将RNA逆转录为 cDNA，使用 SYBR Premix Ex 

Taq Ⅱ试剂盒进行RT-qPCR反应。反应条件包括在

95 ℃初始变性3 min，循环1次；95 ℃变性12 s，60 ℃

退火和延伸45 s，循环45次。mRNA检测以GAPDH

为内参，miRNA检测以U6为内参。采用2⁻ΔΔCt法计算

相对表达量。引物序列见表1。

表1  RT-qPCR引物序列（5′→3′）

引物名称

miR-532-3p

DDOST

U6

GAPDH

正向序列

CGTTTCCAACTGTATG

TCTCTGGATTTCTTCAGCGA

CTCGCTTCGGCAGCACA

TCCTTTAGGATTTGGCCGT

反向序列

CAACGGCGGATGGCC

TGTCTGAGAATACCTCTGCG

ACGCTTCACGAATTTGCGT

TTGATGGCAACAATCTCCAC

1.5  双萤光素酶报告基因实验验证 TPC-1 细胞中

miR-532-3p与DDOST的靶向关系

构建含DDOST基因 3′-UTR miR-532-3p结合位

点的野生型（DDOST-WT）和突变型（DDOST-MUT）

pmirGLO报告载体。具体实验步骤如下：（1）将TPC-

1细胞接种于 6孔板，培养过夜至适宜密度；（2）参照

Lipofectamine 3000转染试剂说明书，将构建好的报

告载体分别与miR-532-3p mimic或mimic-NC、miR-

532-3p inhibitor或 inhibitor-NC共转染至细胞；（3）转

染48 h后收集细胞裂解液；（4）使用碧云天双萤光素

酶报告基因检测试剂盒检测萤光素酶活性，并以海

肾萤光素酶（Renilla luciferase）活性作为内参进行标

准化。本实验独立重复3次。

1.6  Western blotting 法检测 TPC-1 细胞 DDOST 及

糖酵解相关蛋白表达

收集各组细胞，加入含蛋白酶抑制剂的RIPA裂

解液，冰上裂解 30 min后，于 4 ℃、12 000 r/min离心

15 min，取上清液，BCA法定量蛋白浓度。每组取30 

μg总蛋白上样，经10% SDS-PAGE分离，采用湿转法

将蛋白转移至PVDF膜，于5%脱脂牛奶室温封闭 2 h。

分别加入 DDOST（1∶2 000）、HK2（1∶1 000）、PKM2

（1∶1 000）、LDHA（1∶1 000）及 GAPDH（1∶5 000）抗

体，4 ℃孵育过夜，Tris 缓冲盐水吐温溶液（Tris-

buffered saline with Tween-20, TBST）洗膜 5次，每次

5 min，滴加辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG二

抗（1∶5 000）室温作用 1 h，TBST 再次洗膜后，加入

ECL 化学发光剂显影曝光，以 GAPDH 为内参，用

Image Lab软件分析条带灰度值，计算各目的蛋白与
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GAPDH条带灰度值的比值。

1.7  CCK-8法检测TPC-1细胞增殖活力

将处于对数生长期的TPC-1细胞以5 × 10³个/孔

的密度接种于96孔板中，每孔培养基体积为100 μL。

细胞接种后置于培养箱中贴壁培养，分别于0 h（贴壁

后即刻）、24 h、48 h和72 h四个时间点进行检测。每

个时间点每组设置3个技术复孔，并设3个空白对照

孔（仅含完全培养基，无细胞）。到达各检测时间点

时，每孔加入 10 μL的 10% CCK-8溶液，于 37 ℃、5% 

CO2培养箱中继续培养2 h。采用酶标仪测定450 nm

处的光密度（D450）值。所有实验独立重复 3次，最终

数据以3次独立实验结果的均值表示。

1.8  试剂盒法检测TPC-1细胞葡萄糖消耗率和乳酸

浓度

收集各组细胞培养上清液，于 4 ℃、2 000 r/min

离心 10 min去除细胞碎片及悬浮细胞，取上清液用

于检测。按乳酸检测试剂盒和葡萄糖检测试剂盒说

明书，现配现用检测工作液，向 96孔板中分别加入

50 μL梯度标准品、空白对照或待测样本，再各加入

100 μL乳酸或葡萄糖检测工作液，轻柔吹打混匀后，

37 ℃避光静置 30 min，在酶标仪相应波长（葡萄糖

505 nm，乳酸530 nm）处测定各孔光密度（D）值，以标

准品浓度为横坐标、对应光密度（D）值为纵坐标绘制

标准曲线，计算样本中葡萄糖和乳酸浓度（μmol/L）。

葡萄糖消耗率 =（无细胞空白孔葡萄糖浓度-实验孔

葡萄糖浓度）/无细胞空白孔葡萄糖浓度 × 100%；细

胞乳酸生成量以标准曲线计算所得的实验孔乳酸浓

度表示。所有实验独立重复3次，结果以均值表示。

1.9  裸小鼠皮下移植瘤实验检测miR-532-3p对甲状

腺癌移植瘤生长的影响

将 1.3中经RT-qPCR验证的过表达 /抑制稳定

转染的各组细胞株用于动物接种（mimic-NC组、

miR-532-3p mimic 组、inhibitor-NC 组和 miR-532-3p 

inhibitor组）。将各组TPC-1细胞消化重悬于无血清

DMEM培养基与Matrigel基质胶（体积比 1∶1）的混合

液中，调整细胞密度为1 × 10⁷个/mL。接种前经台盼蓝

染色计数，确保细胞活率＞95%。采用随机数字

表法将 BALB/c 裸小鼠均分为 4 组（n = 5），分别为

mimic-NC组、miR-532-3p mimic组、inhibitor-NC组、

miR-532-3p inhibitor组。于裸小鼠右后侧腋窝皮下

注射 200 μL上述细胞悬液（即每只小鼠接种 2 × 106

个活细胞）[2]。每日监测裸小鼠精神状态及皮下移植

瘤生长状况。见瘤后，每隔3 d测量裸小鼠皮下移植

瘤的长径（a）和短径（b），计算移植瘤体积（tumor 

volume, TV），计算公式为TV = a × b²/2。21 d后采用

颈椎脱臼法处死裸小鼠，完整剥离移植瘤并称重。

实验观察及肿瘤测量由对分组情况不知情的专人负

责（盲法操作），以减少测量偏倚。若实验期间小鼠

出现移植瘤体积≥ 2 000 mm³、体重下降超过初始体

重 20%、持续萎靡至濒死状态中的任一情况，则腹腔

注射50 mg/kg戊巴比妥钠深度麻醉后颈椎脱臼法处

死。

1.10  免疫组织化学法检测移植瘤组织 Ki-67 和

DDOST表达

移植瘤体积和质量测量结束后，将各组移植瘤

分为两半，一半置于-80 ℃冰箱用于RT-qPCR检测。

另一半置于 4%多聚甲醛中固定 24 h后，经脱水、包

埋，石蜡切片，脱蜡水化、柠檬酸钠修复液微波修复、

3% H₂O₂封闭内源性过氧化物酶、封闭，分别滴加适

量一抗，4 ℃结合过夜，滴加二抗，37 ℃恒温箱中结

合30 min，DAB显色（避光）、苏木精复染，逐级脱水，

封片。在显微镜下随机选取3个视野观察并拍照，使

用 ImageJ 软件定量 Ki-67、DDOST 的阳性表达（棕

色）面积和视野总面积，计算阳性表达率。阳性表达

率 = 阳性染色面积/视野总面积 × 100%。

1.11  统计分析

采用SPSS 18.0软件（IBM Corporation）进行统计

分析。所有细胞实验均独立重复3次。采用Shapiro-

Wilk检验评估数据正态性，并通过Levene检验判断

方差齐性。符合正态分布的数据以 x̄ ± s表示。两组

间比较采用独立样本 t检验，多组间比较采用单因素

方差分析（one-way ANOVA），事后多重比较采用

Bonferroni校正。若数据不符合正态分布或方差不

齐，则两组间比较用Mann-Whitney U检验，多组间比

较用 Kruskal-Wallis H 检验。以 P < 0.05 或 P < 0.01

表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  甲状腺癌细胞miR-532-3p表达降低及TPC-1细

胞转染效率

与正常甲状腺细胞Nthy-ori 3-1相比，甲状腺癌

细胞（TPC-1、FTC-133、IHH-4）中miR-532-3p表达水

平均显著降低（P < 0.05），其中 TPC-1 细胞中 miR-

532-3p表达水平最低（P < 0.05），因此选用TPC-1细

胞进行后续实验（图 1A）。RT-qPCR检测结果显示，

与mimic-NC组比，miR-532-3p mimic组细胞中miR-

532-3p表达水平显著升高（P < 0.05）；与 inhibitor-NC

组比，miR-532-3p inhibitor组miR-532-3p表达水平显

著降低（图1B，P < 0.05）。

2.2  过表达miR-532-3p抑制TPC-1细胞增殖及糖酵解

CCK-8法检测结果（图2A）显示，与mimic-NC组

比，miR-532-3p mimic 组的细胞增殖活力明显降低
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（P < 0.05）；与 inhibitor-NC组比，miR-532-3p inhibitor

组细胞增殖活力明显升高（P < 0.05）。TPC-1细胞糖

酵解检测结果（图 2B、C）显示，与 mimic-NC 组比，

miR-532-3p mimic组葡萄糖消耗率及乳酸浓度明

显降低（P < 0.05）；与 inhibitor-NC 组比，miR-532-3p 

inhibitor 组葡萄糖消耗率及乳酸浓度明显升高

（P < 0.05）。

A：miR-532-3p在正常甲状腺细胞和甲状腺癌细胞中的表达水平；B：各组TPC-1细胞中miR-532-3p的表达水平。

与Nthy-ori 3-1或mimic-NC组比，*P < 0.05，**P < 0.01；与 inhibitor-NC组比，△△P < 0.01。

图1  各组细胞miR-532-3p表达水平

A：各组TPC-1细胞增殖活力；B：各组TPC-1细胞葡萄糖消耗率；C：各组TPC-1细胞中乳酸浓度。

与mimic-NC组比，**P < 0.01；与 inhibitor-NC组比，△P < 0.05。

图2  miR-532-3p对TPC-1细胞增殖及糖酵解的影响

RT-qPCR 及 Western blotting 检测结果（图 3）显

示，与 mimic-NC 组比，miR-532-3p mimic 组 HK2、

PKM2、LDHA mRNA及蛋白表达水平明显降低（P < 

0.05）；与 inhibitor-NC 组比，miR-532-3p inhibitor 组

HK2、PKM2、LDHA mRNA 及蛋白表达水平明显升

高（P < 0.05）。

2.3  miR-532-3p靶向DDOST并下调其表达

通过TargetScan数据库预测发现，miR-532-3p与

DDOST 3′-UTR存在互补结合位点（图4A）。为验证

miR-532-3p与DDOST的靶向关系，本研究进行双萤

光素酶报 告 基 因 实 验 ，结 果（图 4B）显 示，与

mimic-NC组比，miR-532-3p mimic组的萤光素酶活性

明显降低（P < 0.05），与 inhibitor-NC组比，miR-532-3p 

inhibitor组的萤光素酶活性明显升高（P < 0.05）。同

样，与正常甲状腺细胞Nthy-ori 3-1相比，甲状腺癌细

胞（TPC-1、FTC-133、IHH-4）中 DDOST 表达水平均

显著升高，其中TPC-1细胞中DDOST表达升幅最大

（图 5A，P < 0.05）。RT-qPCR和Western blotting检测

结果（图 5B~D）显示，与mimic-NC组比，miR-532-3p 

mimic组中DDOST mRNA及蛋白表达水平明显降低

（P < 0.05），与 inhibitor-NC组比，miR-532-3p inhibitor

组中DDOST mRNA及蛋白表达水平明显升高（P < 

0.05）。

2.4  DDOST 过表达部分逆转 miR-532-3p 对 TPC-1
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细胞增殖及糖酵解的抑制作用

CCK-8法检测结果（图 6A）显示，与mimic-NC + 

pcDNA-NC 组比，mimic-NC + pcDNA-DDOST 组的

细胞增殖活力明显增加（P < 0.05）；与miR-532-3p 

mimic + pcDNA-NC组比，miR-532-3p mimic + pcDNA-

DDOST组细胞增殖活力明显增加（P < 0.05）。

1：mimic-NC组；2：miR-532-3p mimic组；3：inhibitor-NC组；4：miR-532-3p inhibitor组。A：HK2、PKM2及LDHA Western blotting

图；B：HK2、PKM2及LDHA蛋白相对表达水平；C：HK2、PKM2及LDHA mRNA相对表达水平。与mimic-NC组比，**P < 0.01；与

inhibitor-NC组比，△P < 0.05，△△P < 0.01。

图3  各组TPC-1细胞HK2、PKM2及LDHA的mRNA和蛋白表达水平

A：DDOST与miR-532-3p的潜在结合位点；B：各组TPC-1细

胞萤光素酶活性。与mimic-NC组比，**P < 0.01；与 inhibitor-

NC组比，△△P < 0.01。

图4  miR-532-3p与DDOST靶向关系验证

TPC-1 细胞糖酵解检测结果（图 6B、C）显示，与

mimic-NC + pcDNA-NC 组比，mimic-NC + pcDNA-

DDOST 组的葡萄糖消耗率及乳酸浓度明显增加

（P < 0.05）；与miR-532-3p mimic + pcDNA-NC组比，

miR-532-3p mimic+pcDNA-DDOST组葡萄糖消耗率

及乳酸浓度明显增加（P < 0.05）。

RT-qPCR 及 Western blotting 检测结果（图 7）显

示 ，与 mimic-NC+pcDNA-NC 组 比 ，mimic-NC + 

pcDNA-DDOST 组 HK2、PKM2、LDHA mRNA 及蛋

白表达水平明显升高（P < 0.05）；与 miR-532-3p 

mimic + pcDNA-NC 组 比 ，miR-532-3p mimic + 

pcDNA-DDOST 组 HK2、PKM2、LDHA mRNA 及蛋

白表达水平明显升高（P < 0.05）。

2.5  过表达miR-532-3p抑制裸小鼠移植瘤生长及增殖

RT-qPCR 检测结果（图 8）显示，与 mimic-NC 组

比，miR-532-3p mimic组miR-532-3p表达水平显著升

高（P < 0.05）；与 inhibitor-NC 组 比 ，miR-532-3p 

inhibitor 组 miR-532-3p 表达水平显著降低（P < 

0.05）。

移植瘤测量结果（图 9）显示，裸小鼠成瘤后，

各组移植瘤体积均随时间逐渐增加。与mimic-NC

组比，miR-532-3p mimic组移植瘤体积明显减小，移

植瘤质量明显降低（P < 0.05）；与 inhibitor-NC组比，

miR-532-3p inhibitor组移植瘤体积和移植瘤质量明

显增加（P < 0.05）。

免疫组织化学结果（图10）显示，与mimic-NC组比，

miR-532-3p mimic组中Ki-67和DDOST阳性染色明显

减弱，阳性表达率明显降低（P < 0.05）；与 inhibitor-NC

组比，miR-532-3p inhibitor组中Ki-67和DDOST阳性染

色明显增强，阳性表达率明显升高（P < 0.05）。

3  讨  论

甲状腺癌是内分泌系统最常见的恶性肿瘤，其

中乳头状甲状腺癌（papillary thyroid carcinoma, PTC）

是最主要的组织学亚型，约占所有甲状腺癌病例的

80%～90%[9]。虽然大多数PTC患者预后良好，10年

生存率可达 90%以上，但部分患者的肿瘤侵袭性较

强、死亡风险较高；另有部分患者仍会出现淋巴结或

远处转移，导致不良预后[10]。因此，有必要识别新的
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靶点并开发新的治疗策略，以改善甲状腺癌的管理。

A：DDOST在甲状腺癌细胞的表达水平；B：DDOST mRNA相对表达水平；C：DDOST蛋白质印迹图；D：DDOST蛋白相对表达水

平。与Nthy-ori 3-1或mimic-NC组比，**P < 0.01；与 inhibitor-NC组比，△△P < 0.01。

图5  各组细胞DDOST mRNA及蛋白表达水平

A：TPC-1细胞增殖活力；B：TPC-1细胞葡萄糖消耗率；C：TPC-1细胞乳酸浓度。与mimic-NC + pcDNA-NC组比，**P < 0.01；

与miR-532-3p mimic + pcDNA-NC组比，△△P < 0.01。

图6  DDOST过表达对TPC-1细胞增殖及糖酵解的影响

1：mimic-NC + pcDNA-NC组；2：mimic-NC + pcDNA-DDOST组；3：miR-532-3p mimic + pcDNA-NC组；4：miR-532-3p mimic + 

pcDNA-DDOST组。A：HK2、PKM2及LDHA蛋白质印迹图；B：HK2、PKM2及LDHA蛋白相对表达水平；C：HK2、PKM2及

LDHA mRNA相对表达水平。与mimic-NC + pcDNA-NC组比，**P < 0.01；与miR-532-3p mimic + pcDNA-NC组比，△△P < 0.01。

图7  各组TPC-1细胞糖酵解相关蛋白的mRNA和蛋白表达水平

miRNA在肿瘤发生发展中发挥双重作用，既可

充当促癌因子，也可作为抑癌分子，其表达异常与肿

瘤细胞的增殖、凋亡、侵袭和转移等恶性表型密切相

关。其中，miR-532-3p 作为一种具有抑癌潜能的

miRNA，在多种恶性肿瘤中呈低表达。相关研究[11]表

明，miR-532-3p在卵巢癌中低表达，过表达miR-532-3p
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可抑制卵巢癌细胞增殖及裸小鼠卵巢癌移植瘤生

长。此外，过表达 miR-532-3p 也在前列腺癌细胞

中表现出显著的抑瘤作用 [12]。因此，本研究检测

甲 状 腺 癌 细 胞（TPC-1、FTC-133、IHH-4）中 miR-

532-3p 水平，发现 TPC-1 细胞中 miR-532-3p 表达水

平最低，且过表达 miR-532-3p 能抑制 TPC-1 细胞

增殖活力 ；相反 ，抑制 miR-532-3p 表达可促进

TPC-1 细胞增殖活力。上述结果提示，miR-532-3p

与甲状腺癌的发生发展有关，其可能作为抑癌分

子参与甲状腺癌的发生发展。进一步的体内实

验结果显示，过表达 miR-532-3p 可抑制裸小鼠甲

状腺癌移植瘤生长。免疫组织化学结果显示，

过表达 miR-532-3p 可降低裸小鼠甲状腺癌移植

瘤组织中 Ki-67 的阳性表达；Ki-67是常用的细胞增

殖标志物[13]。上述结果表明，过表达 miR-532-3p

可抑制 TPC-1 细胞增殖并延缓裸小鼠甲状腺癌

皮下移植瘤生长，说明 miR-532-3p 具有抑癌潜

能，且体内外实验结果一致。

与mimic-NC组比，**P < 0.01；与 inhibitor-NC组比，△△P < 0.01。

图8  各组裸小鼠移植瘤miR-532-3p表达水平

A：各组裸小鼠移植瘤大体标本；B：移植瘤体积；C：移植瘤质量。与mimic-NC组比，*P < 0.05，**P < 0.01；

与 inhibitor-NC组比，△P < 0.05，△△P < 0.01。

图9  各组裸小鼠移植瘤大体标本、体积和质量

A：各组裸小鼠Ki-67、DDOST免疫组织化学染色结果（×200）；B：各组裸小鼠Ki-67、DDOST阳性表达率。

与mimic-NC组比，**P < 0.01；与 inhibitor-NC组比，△△P < 0.01。

图10  各组裸小鼠移植瘤Ki-67和DDOST免疫组织化学染色及阳性表达率

miRNA作为基因表达的关键调控因子，主要通

过特异性识别靶基因mRNA的3′-UTR实现对众多基

因表达水平的精细调控。本研究结合生物信息学靶

点预测和双萤光素酶报告基因实验，结果提示

DDOST是miR-532-3p的直接作用靶标。DDOST作

为寡糖转移酶复合体的关键亚基，通过调控蛋白质
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N-糖基化过程显著影响肿瘤细胞的恶性生物学行

为。多项研究[14-15]表明，DDOST高表达可促进肿瘤细

胞异常增殖。此外，DDOST表达与肿瘤预后相关，可

能具有预后标志物价值[7]。本研究也发现，DDOST

在 TPC-1细胞中表达上调，过表达miR-532-3p可抑

制DDOST的mRNA及蛋白表达，而抑制miR-532-3p

表达可上调DDOST表达。进一步的免疫组织化学

染色结果显示，过表达miR-532-3p可降低DDOST的

蛋白表达。上述结果提示，miR-532-3p可在TPC-1细

胞和裸小鼠甲状腺癌移植瘤组织中调控DDOST表

达，从而发挥抑癌作用。肿瘤细胞代谢呈现显著特

征性改变，其最突出的表现为即使在氧气充足的条

件下，仍持续增强糖酵解活性并大量生成乳酸，这一

特殊代谢模式被称为有氧糖酵解。该代谢重编程现

象通过持续供应能量及生物合成前体物质，促进肿

瘤细胞增殖。目前，有氧糖酵解被视为恶性肿瘤的

标志之一[16]。相关研究[17]表明，糖酵解在细胞信号传

导中可促进肿瘤细胞的增殖、侵袭及迁移。因此，抑

制有氧糖酵解可作为治疗恶性肿瘤的重要机制。糖

酵解途径中HK2、PKM2和LDHA等关键酶的异常激

活，是促进肿瘤细胞有氧糖酵解代谢重编程的关键

因素。其中，HK2作为糖酵解起始步骤的调控枢纽，

其过表达与多种恶性肿瘤的发生发展密切相关[18]；

PKM2是糖酵解过程中的关键限速酶，调控丙酮酸和

ATP的生成过程[19]；LDHA是糖酵解过程中的核心限

速酶，在细胞能量代谢调控中发挥重要作用。LDHA

通过催化丙酮酸向乳酸转化，不仅能够弥补线粒体

氧化磷酸化功能缺陷，还能在低氧微环境中维持细

胞内氧化还原平衡，从而确保细胞在应激状态下的

存活能力[20]。此外，在甲状腺恶性肿瘤中，LDHA呈

异常高表达，促进甲状腺癌细胞的增殖、侵袭和转

移[21-22]。因此，本研究检测TPC-1细胞中的葡萄糖消

耗率及乳酸生成，结果显示，过表达miR-532-3p可显

著降低TPC-1细胞中的葡萄糖消耗率及乳酸生成，而

过表达DDOST可逆转上述影响。进一步检测TPC-1

细胞中糖酵解相关蛋白 HK2、PKM2 和 LDHA 的

mRNA及蛋白表达，结果显示，过表达miR-532-3p可

显著降低三者的 mRNA 及蛋白表达。上述结果提

示，过表达 miR-532-3p 可通过靶向 DDOST 抑制

TPC-1细胞糖酵解，进而抑制其增殖。

综上所述，过表达miR-532-3p可通过靶向调控

DDOST抑制TPC-1细胞增殖和糖酵解，并可抑制裸

小鼠甲状腺癌移植瘤生长。本研究仍存在仅使用 1

株甲状腺癌细胞、缺乏独立样本验证及未开展体内

DDOST 回复实验等局限；miR-532-3p/DDOST 轴的

具体上、下游调控机制仍待进一步阐明。
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