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临床细胞生物学

HINT2在甲状腺乳头状癌中的表达和功能研究
张泸娇1,2#  李慧1#  高维1  李豪1  刘丹慧1*

(1温州医科大学检验医学院、生命科学学院, 检验医学教育部重点实验室, 浙江省医学遗传学重点实验室, 
温州 325035; 2成都市第五人民医院, 成都 611130)

摘要      HINT2与多种肿瘤发生发展密切相关, 在甲状腺癌中的功能还不清楚。该文使用组织

芯片检测甲状腺乳头状癌组织中HINT2的表达, 发现12例癌组织中HINT2蛋白表达水平显著高于

正常组织(86%, P<0.05)。该文构建高表达和低表达HINT2的甲状腺乳头状癌细胞系K1稳定克隆后, 
使用CCK8和克隆形成实验检测HINT2对细胞增殖能力的影响, 采用Transwell和划痕法检测细胞

迁移能力, 使用Matrigel Transwell法检测细胞侵袭能力。结果发现, 高表达HINT2促进了K1细胞的

增殖、迁移和侵袭能力, 而干扰HINT2则抑制了细胞的这些恶性表型。最后, 该文用Western blot方
法检测AKT和ERK的活化情况, 发现高表达HINT2促进AKT和ERK的磷酸化, 而干扰HINT2则抑制

AKT和ERK的磷酸化。这些结果说明, HINT2可能是甲状腺乳头状癌的原癌基因, 通过调控PI3K/
AKT和MAPK/ERK通路影响甲状腺肉头状癌的恶性表型。
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The Expression and Function of HINT2 in Papillary Thyroid Carcinoma
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Abstract      HINT2 plays important roles in the occurrence and progression of many cancers. Its role in 
thyroid carcinoma, however, has not been well defined. This study detected the expression of HINT2 in thyroid 
carcinoma tissue microarray. The results showed HINT2 was significantly higher expressed in 12 papillary thy-
roid carcinoma samples compared with the adjacent normal tissue (86%, P<0.05). K1 cell lines overexpressing or 
knockdown HINT2 were established. CCK8 and clone formation assays were used to evaluate cell proliferation, 
Transwell and in vitro scratch assays were used to detect cell migration potential, and finally, Matrigel Transwell 
assay was used to explore cell invasion ability. The results showed that overexpression of HINT2 potentiated cell 
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proliferation, migration and invasion, whereas HINT2 knockdown inhibits these malignant phenotypes. Addition-
ally, the activation of AKT and ERK signal pathway were detected by Western blot. The results showed that ectopic 
expression of HINT2 increased the phosphorylation of AKT and ERK, whereas HINT2 knockdown inhibited this 
process. Taken together, these results suggest that HINT2 plays oncogene role in papillary thyroid carcinoma, 
and regulates cell proliferation, migration and invasion through modulating PI3K/AKT and MAPK/ERK signal 
pathway.   

Keywords        papillary thyroid carcinoma;  malignant phenotype; K1 cell line; HINT2

甲状腺癌是最常见的内分泌性恶性肿瘤, 约占

全身恶性肿瘤的1%[1], 年均增长6.2%。甲状腺乳头

状癌(papillary thyroid carcinoma, PTC)是一种上皮

恶性肿瘤, 典型特征是其乳头状外观, 是甲状腺最

常见的恶性肿瘤(80%~85%)。PTC的10年生存率约

为93%, 主要发生在中年人中, 男女发病率之比为

年龄中位数为50岁, 是最常见的小儿甲状腺恶 ,3׃1

性肿瘤[2-3]。大多PTC具有很好的分化能力, 发生局

部浸润、复发或转移(区域或远处)的概率较低, 长
期预后非常好, 在10年的随访中, 成人的生存率为

92%~98%。然而有一小部分患者肿瘤侵袭性较强, 
发生局部或区域性复发或者远处转移, 需要进一步

治疗。影响PTC预后的因素包括: 性别、就诊年龄、

组织学和肿瘤分期[4]。目前临床治疗PTC主要是手

术切除、辅助放射性碘消融以及终生甲状腺激素治

疗(通常与左甲状腺素一起作为单药治疗)[5]。为了

获得更好的指标来评判PTC发生发展, 以及获得更

佳的治疗策略, 对PTC发生发展的机制和干预靶点

的研究显得越发重要。

组氨酸三联体核苷酸结合蛋白是高度保守的

二聚体蛋白, HINT2是五个家族成员之一, HINT2的
分子量为16 kDa, 位于内膜接触部位附近的线粒体

中[6], 是线粒体腺苷磷酸酰胺酶[7], 在各种细胞类型

的线粒体中表达。越来越多的研究发现, HINT2在
肿瘤的发生发展中有着举足轻重的作用。在人类

肾上腺癌细胞, HINT2调节线粒体Ca2+稳态[6]。在结

直肠癌细胞中干扰HINT2可以促进缺氧诱导因子

2α(hypoxia inducible factor 2α, HIF2α)表达, 从而诱

导细胞上皮–间质转化(epithelial-mesenchymal tran-
sition, EMT)并增强细胞迁移和侵袭。因此 , HINT2
被认为可能是结直肠癌进展和转移风险重要的临床

指标[8]。在H295R细胞中, HINT2是获得最佳类固醇

生成反应所必需的[9]。孕激素和骨化三醇结合上调促

凋亡HINT2和真核翻译起始因子2α激酶2(eukaryotic 

translation initiation factor kinase 2, EIF2AK2)蛋白的表

达, 从而引起子宫内膜癌细胞的凋亡和细胞周期停

滞[10]。在肝癌患者肿瘤组织中, HINT2的低表达与患

者手术预后相关[11]。干扰HINT2后, HepG2细胞中

HIF2α的表达和活性氧的产生均增加[12]。HINT2在
某些类型的癌症中可能起抑癌作用。同时研究显

示, HINT2是一种哺乳动物特异性的核编码线粒体

HINT水解酶, 其过表达使细胞对细胞凋亡敏感[6]。

但直到最近, HITN2对PTC恶性表型的影响及其调

控机制尚不清楚。

1   材料与方法
1.1   样本组织

甲状腺癌及癌旁组织芯片购自西安艾丽娜生

物科技有限公司, 该芯片包含17例甲状腺癌组织标

本, 其中男性4例, 女性13例, 年龄20~79岁。肿瘤按

照世界卫生组织标准分类, 其中包含14例乳头状癌

(I级7例, II级5例, III级2例), 滤泡性乳头状癌1例, 髓
样癌1例, 未分化癌1例。本研究已获温州医科大学

伦理委员会审核批准。

1.2   细胞和主要试剂

甲状腺乳头状癌细胞系K1购自广州吉妮欧生

物有限公司; HINT2干扰质粒载体pGPU6/GFP/Neo-
HINT2由上海吉玛制药技术有限公司合成; pSin/
eGFPires/Puro-HINT2重组质粒由本课题组构建; 胎
牛血清购自杭州沃森生物技术有限公司; DMEM培

养基购自美国Gbico公司; Jetprime转染试剂购自法

国Polyplus公司; HINT2多克隆抗体购自德国Novus 
Biologicals公司 ; Transwell小室购自美国Corning公
司; CCK8购自日本Dojindo公司。

1.3   免疫组化染色

运用免疫组化技术于芯片上检测17例恶性甲

状腺肿瘤标本及其匹配的癌旁组织中HINT2的表

达。将石蜡切片于65 °C温箱烘烤2 h后经二甲苯彻
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底脱蜡, 然后用10 mol/L柠檬酸钠于100 °C条件下孵

育30 min, 进行抗原修复, PBS清洗3次, 每次5 min; 
3% H2O2避光孵育15 min, PBS清洗3次, 每次5 min; 
20%山羊血清室温封闭20 min, 弃去封闭液。4 °C
孵育HINT2过夜, PBS清洗3次, 每次5 min; 室温孵

育FITC标记的二抗1 h后, PBS清洗3次, 每次5 min; 
DAB显色, 苏木素复染1 min后经70%、90%和100%
乙醇梯度脱水, 二甲苯透明, 中性树胶封片, 显微镜

下观察染色结果并拍照。

1.4   细胞培养及转染

细胞用含体积分数为10%胎牛血清的DMEM
培养基, 于37 °C、5% CO2、95%湿度的培养箱中

培养, 每2~3天更换一次新鲜培养基, 待细胞生长至

70%~80%融合时, 用胰酶进行消化传代。取对数生

长期的细胞, 以1×105个/孔接种至6孔板中, 细胞融

合达50%~60%, 更换新鲜培养基, 参照Polyplus试剂

说明书分别转染HINT2干扰质粒/对照空载质粒及

HINT2高表质粒/对照空载质粒。实验分组: 空白对

照、Cont(阴性对照质粒+Polyplus)、HINT2(HINT2
质粒+Polyplus)、ShCont(阴性对照质粒+Polyplus)、
ShHINT2(ShHINT2质粒+Polyplus)。转染24 h后更

换培养基, 加入G-418、嘌呤霉素(Puromycin)的最低

致死浓度筛选, 每2~3天更换新鲜培养液, 培养10~14 
天获得单细胞克隆团, 用枪头挑取克隆团细胞加入

96孔板培养, 扩大培养, 获得稳定表达的单克隆株。

1.5   RT-PCR
收集对数生长期的细胞, Trizol法提取细胞总

RNA, 参照逆转录试剂盒操作合成cDNA, 以cDNA
为模板进行实时荧光定量PCR检测稳定构建的细

胞株中HINT2 mRNA的表达。HINT2上游引物 5′-
CAT TCC TAA GAA GCC CAT T-3′, 下游引物5′-ATC 
ACA AGT CGG TAT CCA T-3′; 内参β-actin上游引物

5′-ACC CAC ACT GTG CCC ATC TAC-3′, 下游引物

5′-TCG GTG AGG ATC TTC ATG AGG TA-3′。PCR
反应体系为1 μL cDNA、 10 μL 2× SYBR Premix Ex 
Taq、50× ROX Reference Dye 0.4 μL, 上下游引物体

系各400 nmol/L, 补ddH2O至20 μL。反应条件: 95 °C
预变性30 s; 95 °C 5 s, 60 °C 30 s, 共40个循环; 熔解反

应条件: 95 °C 15 s, 全速降温至60 °C 1 min, 0.3 °C/s升
温至95 °C。
1.6   CCK8法

取对数生长期的细胞, 将细胞分别以2 000个/孔

接种至96孔板中, 每种细胞设置3个复孔, 分别于培

养0、24、48、72、96 h后, (以细胞刚贴壁时为0 h)以
换液形式加入CCK8检测试剂(CCK8׃DMEM=19׃) 
100 μL/孔, 5个无细胞孔为空白对照, 培养箱37 °C孵
育2 h后用酶标仪检测450 nm波长处的吸光度(D)值, 
计算细胞增殖活性, 实验重复3次。

1.7   平板克隆法

实验分组, 取对数生长期细胞, 分别以500个/孔
接种至6孔板中, 每种细胞设置2个复孔, 37 °C、5% 
CO2、95%湿度的培养箱中培养, 每2~3天更换新鲜

培养基, 10~14天后4%多聚甲醛固定15min, 洗涤, 结
晶紫染色15 min, 晾干后拍照。

1.8   迁移实验

我们用2种实验检测了细胞的迁移能力: 包括

划痕实验和Transwell实验。划痕实验: 预先在12孔
板背面划三道横线, 每道横线间相隔约0.5 cm。实

验分组, 取对数期细胞以7.5×105个/孔密度接种于12
孔板, 37 °C、5% CO2、95%湿度培养箱中培养。待

细胞长至90%左右时, 用小号枪头沿着直尺均匀垂

直划竖线, 每孔三道竖线, 用PBS轻轻洗涤3次, 加入

1 mL DMEM后放于37 °C、5% CO2、95%湿度的培

养箱中培养。在0、24、48 h时, 10× 镜下对K1细胞

同一个位置进行拍照, 以随机原则, 选取10个或以

上的视野(拍照前均用PBS洗涤2次)。Transwell实
验: 预先用DMEM饥饿HINT2高低表稳转株细胞及

其各自对照24 h后, 收集细胞, 小室上室加入200 μL 
DMEM重悬的细胞悬液(5×104个/孔), 下室中加入

0.6 mL含20% FBS DMEM培养基, 放入培养箱培养

24 h后取出固定染色, 倒置显微镜下观察小室并拍

照。

1.9   侵袭实验

在Transwell小室上室铺上预冷的Matrigel稀
释液(DMEM׃Matrigel=19׃), 45 μL/孔, 37 °C过夜使

Matrigel凝固。实验前1 h加入100 μL DMEM水化, 
弃去多余液体, 待用。其余步骤同Transwell迁移实

验。

1.10   Western blot检测

预先将细胞接种到6孔板中, 待细胞长到70%~80%
融合时, 收集细胞, 使用裂解液(RIPA׃PMSF=1001׃, 现
配现用)冰上裂解30 min, 提取蛋白。4 °C、14 000 r/min
离心15 min, 收集上清。BCA法进行蛋白定量, 5× 上
样缓冲液(loading buffer)于100 °C条件下变性5 min。
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用12%的分离胶和5%浓缩胶, 浓缩胶70 V 40 min; 分
离胶110 V 90 min电泳。取出凝胶, 冰上转PVDF膜, 
300 mA 90 min。5%牛奶室温封闭2 h后, 4 °C孵育

actin、AKT/p-AKT、ERK/p-ERK过夜; 加入辣根过

氧化物酶标记的二抗室温孵育2 h, ECL显影, 凝胶成

像仪曝光。以actin为内参, 分析目的蛋白的表达量。

1.11   统计学处理

应用SPSS 17.0统计软件对结果进行统计学分

析, 采用独立样本t检验方法进行分析, P<0.05表明

具有统计学意义。

2   结果
2.1   PTC中HINT2表达量上调显著

采用双盲法统计实验结果, 肉眼观察组织切片

HINT2蛋白表达差异(棕色信号), 运用正置显微镜高

倍(400 ×)拍摄, 每张切片随机选取5个视野。结果(图
1)显示, 在滤泡性乳头状癌、髓样癌、未分化癌中

HINT2表达量与相应对照未见明显差异, 但在14例
甲状腺乳头状癌组织中, 12例显示HINT2明显高表

达, 高表达率达86%, 而在对应癌旁正常组织中均表

达量低或几乎不表达。这表明HINT2的高表达可能

与甲状腺癌的发生相关。

2.2   HINT2调控PTC细胞增殖能力

明确HINT2高表达于PTC组织后, 我们构建

了高表达和低表达HINT2的PTC细胞系K1稳定克

隆, 并使用RT-PCR(图2A)和Western blot(图2B)检测

了HINT2的表达, 结果显示HINT2高表达细胞株中

HINT2表达量明显高于其对照组, HINT2干扰细胞

株的HINT2表达量明显低于其对照组(P<0.05), 说明

克隆构建成功。接着我们使用构建成功的细胞系, 
CCK8法(图2C)和平板克隆(图2D)检测细胞增殖能

力, 结果显示, HINT2高表达组较Cont组细胞活性明

显增加, HINT2干扰组较ShCont细胞活性明显降低, 
差异具有统计学意义(P<0.05); HINT2高表达组细胞

培养10天后形成的克隆细胞团数目较Cont组明显增

加, HINT2干扰组形成的克隆细胞团数目较ShCont
细胞明显减少, 差异有统计学意义(P<0.05)。结果

表明: HINT2增强细胞活性, 促进细胞增殖。所有数

据均进行三次及以上独立实验并且实验结果相同, 
数据分析采用t检验。

2.3   HINT2调控PTC细胞迁移侵袭能力

明确HINT2调控PTC细胞增殖活性后, 我们运

A、B: 癌旁组织; C、D: 甲状腺乳头状癌。

A,B: normal thyroid tissue; C,D: papillary thyroid carcinoma.
图1    免疫组化染色检测HINT2在甲状腺乳头状癌中的表达

Fig.1   Detect the expression of HINT2 in PTC by immunohistochemical staining
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用Transwell(图3A)和划痕实验 (图3C和图3D)检测

细胞迁移能力, 结果显示: HINT2高表达组较Cont
组迁移能力明显增加, HINT2干扰组较ShCont迁移

能力明显降低, 差异具有统计学意义(P<0.05); 说明

HINT2增强细胞迁移能力, 促进PTC细胞迁移。紧

接着我们通过Matrigel Tranwsell(图3D)检测细胞侵

袭能力。结果显示: HINT2高表达组较Cont组侵袭

能力明显增加, HINT2干扰组较ShCont侵袭能力明

显降低, 差异有统计学意义(P<0.05)。说明HINT2调
控PTC细胞侵袭, 增强PTC细胞侵袭能力, 促进PTC
细胞体外侵袭。所有数据均进行三次及以上独立实

验并且实验结果相同, 数据分析采用t检验。

2.4   HINT2调控PI3K/AKT及MAPK/ERK通路

的活化

明确HINT2促进PTC细胞增殖、迁移、侵袭等

恶性行为后, 我们运用Western blot(图4A和图4B)检
测细胞AKT和ERK蛋白水平。结果显示: HINT2高
表达细胞株显著上调p-AKT、p-ERK蛋白表达水平

(P<0.05), HINT2低表达显著下调p-AKT、p-ERK蛋

白表达水平(P<0.05)。结果表明, HINT2高表达上调

p-AKT、p-ERK的磷酸化水平, HINT2干扰株p-AKT、 
p-ERK的磷酸化水平明显降低, 说明HINT2是通过

激活PI3K/AKT及MAPK/ERK通路来上调p-AKT、
p-ERK的磷酸化水平的, 从而促进细胞增殖、迁移、

侵袭等恶性表型。

3   讨论
随着诊断技术的进步和超声(ultrasonic)引导下

的细针穿刺活检(fine needle aspiration biopsy, FNAB)
的开展[2], 甲状腺癌的发病率迅速增加(1%~3%), 这
主要由于PTC的发生率增加造成, 但死亡率仍保持稳

定。目前, 甲状腺癌的主要治疗方式仍是全甲状腺切

除术、放射性碘(RAI)消融术和TSH治疗法, 这些疗法

在肿瘤细胞扩散之前有超过95%的5年生存率[13]。然

而, 远处转移和复发仍然发生在某些亚型的人群中, 
PTC和高级PTC的5年存活率只有差不多59%[14-15]。同
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A: K1细胞株中HINT2 mRNA表达; B: K1细胞株中HINT2蛋白的表达; C: CCK8检测细胞活性; D: 平板克隆拍照; E: 平板克隆克隆团个数统计。

*P<0.05, **P<0.01, 与Cont组比较。 
A: HINT2 mRNA expression of K1 cell line; B: HINT2 protein expression of K1 cell line; C: detection of cell viability by CCK8; D: image of plate 
clone; E: statistics of plate clone number. *P<0.05, **P<0.01 vs Cont group.

图2   CCK8和平板克隆检测细胞增殖能力

Fig.2    Detection of  cell proliferation rate by CCK8 and plate clone
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时, 对于高分化低危甲状腺癌患者来说, 全甲状腺切

除术和辅助放射性碘消融术可能导致许多患者的过

度治疗[16]。现状迫切需要我们对甲状腺癌的发病机

制进行深入研究。 
HINT2进化保守, 存在广泛, 并执行一系列生物

学功能, 具有腺苷磷酸酰胺酶、水解酶和核苷转移

酶活性[17], 催化含有核苷酸底物的反应, 并在细胞生

长、细胞凋亡以及DNA、RNA和碳水化合物的代

谢过程中起着重要作用。HINT2已被证明积极调节

线粒体脂质代谢和细胞呼吸作用以及葡萄糖稳态, 
同时HINT2的缺乏会引起线粒体畸形和选定蛋白质

乙酰化模式的改变, 会破坏几种线粒体蛋白的翻译

后修饰, 从而阻碍对营养应激事件的适应[12]。携带

HINT2组成型缺失的小鼠表现出的主要表型是肝脏

脂质和肝脏脂肪中线粒体蛋白的过度乙酰化, 增加

了肝脂质的积累, 这可能是由于HINT2缺失引起某

些蛋白的乙酰化, 从而导致甘油三酯在肝脏中的积

累[18-19]。同时在没有HINT2的情况下, 电子转移和氧

化磷酸化能力也下降[7]。

越来越多的研究结果显示, HINT2与人类多种

肿瘤的发生发展密切相关, 影响肿瘤的增殖、迁移

和侵袭等恶性行为。HINT2低表达于肝癌组织, 在
HepG2细胞中高表达HINT2进一步增强了FasL和放

线菌素D引起的线粒体跨膜电势升高和Caspase活
化, 从而促进细胞凋亡, 而干扰HINT2则抑制HepG2
细胞的凋亡[21]。另外, HINT2在临床胰腺癌标本中

表达下调, 其表达量与预后不良有关[22]。在胰腺

癌细胞中HINT2可以下调MICU1和MICU2的表达, 
提高线粒体Ca2+水平, 同时触发胰腺癌细胞凋亡。

HINT2还增强了吉西他滨在胰腺癌细胞中的促凋亡

作用[22]。在眼部黑色素瘤中, HINT2的表达受甲基

化调节, 发挥肿瘤抑制因子的作用[23]。

A: K1细胞株迁移拍照图及迁移细胞数统计; B: K1细胞株侵袭拍照图及侵袭细胞数统计; C: HINT2高表达细胞组划痕拍照; D: HINT2干扰细胞

组划痕拍照。*P<0.05, **P<0.01。
A: transwell picture and transwell number statistics of K1 cell line;  B: invasion picture and invasion number statistics of K1 cell line ; C: in vitro 
scratch picture of the HINT2 high expression cell group; D: in vitro scratch picture of the HINT2 low expression cell group. *P<0.05, **P<0.01.

图3  K1细胞迁移和侵袭能力的检测

Fig.3   Detections of K1 cell migration ability and cell invasion ability
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本研究中, 我们首先检测了HINT2在PTC中的

表达情况, 结果发现HINT2在PTC中呈明显高表达。

在PTC细胞系K1中高表达HINT2促进了细胞增殖、

迁移和侵袭, 而干扰HITN2则抑制了K1细胞的这

些恶性表型。对其分子机制进行研究发现, 高表达

HINT2促进了AKT和ERK的磷酸化, 而干扰HINT2
则抑制了这一过程。由于丝氨酸激酶AKT和细胞外

调节蛋白激酶ERK信号通路参与肿瘤的发生发展, 
影响肿瘤细胞的生长、迁移、转移或上皮–间质转

化(EMT), 抑制该信号通路的激活可抑制肿瘤细胞

的恶性生物学行为[24-26]。因此, 我们推测HINT2可
以通过调节AKT和ERK的活化水平, 从而影响PTC
的恶性表型。我们的研究还有一些缺陷。首先, 检
测的病例较少, 不能确定HINT2的表达与PTC的分

级是否存在相关性。其次, 由于缺乏后续的临床资

料, 无法研究HINT2的表达是否影响PTC的预后。

最后, 我们虽然发现HINT2可以调控AKT和ERK的

磷酸化, 但对其如何介导这一过程还不清楚。由于

HINT2定位于线粒体, 推测HINT2表达量的变化会

影响线粒体功能, 引起细胞能量状态变化, 从而影响

AKT和ERK的活化程度, 进而调节细胞的功能, 其详

细的分子机制还需要进一步探讨。

总之, 我们的研究证明HINT2在肿瘤中的表达

具有组织特异性, HINT2在PTC发生发展中发挥促

A: HINT2高表达细胞组p-AKT、p-ERK水平显著上调; B: HINT2干扰细胞组p-AKT、p-ERK水平显著降低。*P<0.05, **P<0.01。
A: the levels increasing significantly of p-AKT and p-ERK in the HINT2 high expressing cell group;  B: the levels reducing significantly of p-AKT and 
p-ERK in the HINT2 low expression cell group. *P<0.05, **P<0.01.

图4    Western blot检测细胞蛋白水平

Fig.4   Detection of cell protein levels by Western blot
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进作用, 其可通过促进AKT和ERK磷酸化水平增强

PTC细胞增殖以及迁移侵袭能力。这些研究结果进

一步阐明了PTC的发病机制, 也为其治疗提供了新

的思路和潜在作用靶点。
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