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摘要 目的：探究 TBX3在BRAFV600E诱导的甲状腺癌细胞失分化中的作用。方法：利用原位自发甲状腺乳头状癌小鼠模型

（mPTC）以及诱导型过表达 BRAFV600E的体外甲状腺失分化癌模型（Nthy-BRAFV600E Teton），分析 TBX3表达水平与甲状腺癌分化
基因表达变化的相关性；在体外甲状腺未分化癌（ATC）细胞系 KHM-5M以及 8505C中敲低 TBX3，通过Western印迹、RT-qPCR、
Transwell及细胞成球实验，评估其对细胞分化、迁移和干性的影响。结果：免疫组化/免疫荧光实验结果显示，在甲状腺癌进展过
程中，Tbx3与分化标志物（Pax8、Tg、Nis）的表达水平呈负相关。在 Nthy-BRAFV600E Teton细胞系中加入强力霉素，Western印迹结
果显示随着磷酸化细胞外信号调节激酶 1/2的持续性激活，BRAF以及 TBX3的表达水平逐渐升高。CCK-8实验结果显示，过表
达 BRAFV600E后细胞增殖能力明显提升（t=9.076，P<0.000 1）。选取诱导 48 h为最佳诱导时间点，此时 TBX3表达水平显著升高
（t=6.180，P<0.01），分化基因 TG、PAX8以及 FOXE1的 mRNA水平明显降低（t=4.101、2.994、4.392，均 P<0.05）。RT-qPCR结果
显示，ATC细胞系KHM-5M以及 8505C中 TBX3的 mRNA水平明显高于人正常甲状腺上皮细胞 Nthy（q=18.82、6.562，均 P<
0.01）。当 KHM-5M以及 8505C中，TBX3的表达量明显降低（敲低组 vs.对照组，KHM-5M中 q=82.29、61.22，均 P<0.000 1；8505C
中 q=25.89、26.71，均 P<0.001）时，Western印迹结果显示 NIS（q=35.50、9.343，均 P<0.01；q=19.02、20.55，均 P<0.001）、PAX8（q=
27.72、17.16，均 P<0.001；q =6.831、7.015，均 P<0.05）、TPO（q =27.14、6.113，均 P<0.05；q =56.34、10.81，均 P<0.01）、TTF-1（q =
16.69、4.576，均 P<0.05；q=25.69、22.70，均 P<0.001）的表达水平显著上调。Transwell 迁移实验表明，敲低 TBX3 显著抑制了
KHM-5M以及 8505C的迁移能力（敲低组 vs.对照组，KHM-5M中 q=10.90、11.67，均 P<0.000 1；8505C中 q=14.49、35.19，均 P<
0.000 1）。此外，细胞成球实验结果显示，敲低 TBX3后，KHM-5M以及 8505C的成球能力明显降低（敲低组 vs.对照组，KHM-5M
中 q=8.660、12.56，均 P<0.001；8505C中 q=10.41、14.79，均 P<0.000 1）。结论：TBX3通过抑制甲状腺癌细胞分化、增强迁移能力
以及维持干细胞特性，介导了 BRAFV600E诱导的甲状腺癌失分化，从而促进肿瘤的恶性进展。
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The functional study of TBX3 in mediating BRAFV600E-induced dedifferentiation of thyroid cancer
KAN Ronglin，ZHAO Li
（Department of Biochemistry and Molecular Biology，School of Basic Medical Sciences，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，
China）
Abstract Objective：To investigate the role of T-box transcription factor 3（TBX3）in BRAFV600E-induced dedifferentiation of thyroid
carcinoma cells. Methods：The correlation between TBX3 expression and alterations in thyroid cancer differentiation gene expression
was analyzed using a mouse model of in situ spontaneous papillary thyroid carcinoma（mPTC）and an inducible BRAFV600E-overex原
pressing in vitro dedifferentiated thyroid carcinoma cell model（Nthy-BRAFV600E Teton）. TBX3 was knocked down in vitro in human
anaplastic thyroid carcinoma（ATC）cell lines（KHM-5M，8505C）. The effects on cell differentiation，migration，and stemness
were assessed via Western blotting，reverse transcription quantitative polymerase chain reaction（RT-qPCR），Transwell，and tumor原
sphere formation assays. Results：Immunohistochemical and immunofluorescence analyses revealed an inverse correlation between the
expression levels of Tbx3 and differentiation markers（Pax8，thyroglobulin，sodium-iodide symporter）during thyroid cancer progres原
sion. Doxycycline induction in Nthy-BRAFV600E Teton cells resulted in sustained p-extracellular regulated protein kinase 1/2 activa原
tion，accompanied by progressively increased BRAF and TBX3 protein levels. CCK-8 assays demonstrated significantly enhanced
cellular proliferation upon BRAFV600E overexpression（t=9.076，P<0.000 1）. The 48-hour induction point was selected for subsequent
experiments，characterized by significantly elevated TBX3 expression（t=6.180，P<0.01）and markedly reduced mRNA levels of
differentiation genes TG，PAX8，and FOXE1（t=4.101，2.994，4.392；all P<0.05）. RT-qPCR confirmed significantly higher TBX3
mRNA levels in ATC cell lines KHM-5M and 8505C compared to immortalized normal human thyroid epithelial cells（Nthy）（q=18.82，
6.562，both P<0.01）. In KHM-5M and 8505C，efficient TBX3 knockdown （knockdown group vs. control group：KHM-5M，q=82.29，
61.22；8505C，q=25.89，26.71；all P<0.001）led to significant upregulation of key differentiation proteins，as shown by Western

论著

基金项目 国家自然科学基金（82073052）

作者简介 阚荣林（2000-），女，硕士在读，研究方向：医学生物化学与分子生物学；通信作者：赵丽，E-mail：shzhaoli@tmu.edu.cn。

DOI：10.20135/j.issn.1006-8147.2026.01.0014

天津医科大学学报
Journal of Tianjin Medical University

第 32卷 1期
圆园26年 1月

灾燥造援 32熏 晕燥援 1
Jan. 圆园2614



第 1期

blotting：NIS（KHM-5M：q=35.50，9.343；8505C：q=19.02，20.55），PAX8（KHM-5M：q=27.72，17.16；8505C：q =6.831，
7.015），thyroid peroxidase（KHM-5M：q=27.14，6.113；8505C：q=56.34，10.81），and thyroid transcription factor-1（KHM-
5M：q=16.69，4.576；8505C：q=25.69，22.70）（all P<0.05 unless otherwise specified；specific P-values for all protein compar原
isons were P<0.01 or P<0.001）. TBX3 knockdown significantly attenuated the migratory capacity of both ATC cell lines KHM-5M
and 8505C in Transwell assays （knockdown vs . control：KHM-5M，q=10.90，11.67；8505C，q=14.49，35.19；all P<0.000 1）.
Furthermore，tumorsphere formation assays revealed a significant impairment in stem cell -like properties of KHM-5M and 8505C
upon TBX3 depletion （knockdown vs . control：KHM-5M，q=8.660，12.56；8505C，q=10.41，14.79；all P<0.001）. Conclu原
sion：TBX3 mediates BRAFV600E-induced dedifferentiation in thyroid cancer by repressing cellular differentiation，enhancing migratory
potential，and maintaining stemness，thereby collectively promoting malignant progression.
Key words thyroid cancer；BRAFV600E；TBX3；dedifferentiation

甲状腺癌（TC）是内分泌器官最常见的恶性肿
瘤，约占全身恶性肿瘤的 1%。尽管分化型 TC预后
良好，但仍有约 5%的 TC患者不再保留摄碘的生物
学功能，出现癌细胞失分化转变与碘抵抗现象[1]。其

中，甲状腺未分化癌（ATC）的恶性程度最高，其进展
迅速，死亡率超过 90%[2-5]。由于手术、放疗和化疗对

ATC患者的疗效有限，目前临床上缺乏有效的治疗
手段，导致患者生存期显著缩短，已成为临床上亟

待解决的重点和难点问题[6]。

据报道，遗传畸变（如 BRAF、RAS和 RET/PTC
重排）是导致 TC发生、发展和失分化的重要原因，
其主要激活丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）和磷脂酰
肌醇 3 激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（AKT）这两个信号
通路[7]。其中，BRAFV600E诱导的 MAPK信号通路的持
续性激活是最关键的早期驱动因素[8]，通常与 TC恶
化与失分化进展密切相关[9]。目前研究发现，约有

45%的 ATC患者携带 BRAFV600E突变 [10]，并且这类

ATC患者往往更容易发生碘抵抗等不良预后[11]。

T-box转录因子家族在胚胎发育中发挥重要作
用，其中 T-box转录因子 3（TBX3）作为这个家族的
一员，在胚胎发育中调控心脏、乳腺和四肢等器官

的形成[12]。其突变会导致耻骨-乳腺综合征，发生乳
腺和大汗腺发育不全，上肢、心脏和生殖器缺陷等

多种临床畸形。相比之下，TBX3在成人组织中没有
上述功能，但它在黑色素瘤、乳腺癌等多种癌症中

异常高表达，从而在肿瘤形成过程中帮助其绕过衰

老和细胞凋亡，并促进增殖、肿瘤形成和侵袭 [12-16]。

这些证据提示，TBX3 可能在肿瘤发生和进展中发
挥着关键作用。然而，TBX3在 TC失分化中的作用
尚未明确。

本课题组前期研究结合临床样本和系列小鼠遗

传模型发现，TBX3在人及小鼠甲状腺乳头状癌（PTC）
中表达水平显著高于癌旁正常组织，与 TC细胞的
增殖能力呈正相关，并受 BRAFV600E直接调控 [15-16]。

在 BrafV600E诱导生成的早期小鼠甲状腺乳头状癌
（mPTC）中，敲除 Tbx3能够显著抑制癌症的进程，并

促进分化和摄碘相关基因的表达上调[16-18]。基于这

些结果，笔者推测 TBX3可能是 BRAF/MAPK信号
通路介导 TC细胞失分化的关键分子。
因此，揭示 TBX3在调控 TC细胞失分化中的功

能，有望为临床上 ATC的诊疗提供靶点和科学依据。
1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器 人甲状腺正常细胞 Nthy-
ori 3-1（Nthy）（美国，ATCC）；人 ATC细胞系 KHM-
5M、8505C获赠于广东中山大学附属第一医院刘仍
允教授课题组；RPMI 1640、胎牛血清 FBS（中国，上
海逍鹏生物科技有限公司）；DMEM/F-12（1 颐 1）（美
国，Gibco）；RIPA裂解缓冲液、蛋白酶抑制剂、磷酸
蛋白酶抑制剂、HE染色试剂盒（中国，北京索莱宝
生物科技有限公司）；TRIzol、BCA试剂盒（美国，In原
vitrogen）；BeyoECL Star化学发光试剂盒（中国，上
海碧云天生物技术股份有限公司）；cDNA第一链合
成试剂盒（中国，北京康润诚业生物科技有限公

司）；青链霉素 PS、胰蛋白酶、CCK-8检测盒（中国，
苏州新赛美生物科技有限公司）；BRAF抗体、磷酸
化细胞外信号调节激酶（p-ERK）1/2抗体、细胞外
信号调节激酶（ERK）1/2 抗体（美国，Cell Signaling
Technology）；TBX3抗体、PAX8抗体、甲状腺球蛋白
（TG）抗体、甲状腺过氧化物酶（TPO）抗体、甲状腺
转录因子（TTF）-1抗体（英国，Abcam）；琢-Tubulin抗
体（美国，Sigma）；Vinculin 抗体（中国，爱博泰克生
物科技有限公司）；Anti-Rabbit IgG（H+L）Antibody、
Anti-Mouse IgG（H+L）Antibody（美国，KPL）；NIS抗
体、Alexa FluorTM 568 Goat anti-Mouse IgG （H+L）、
Alexa FluorTM 568 Goat anti-Rabbit IgG（H+L）（美国，
Thermo Fisher Scientific）；二氧化碳培养箱、实时荧
光定量 PCR 仪器购于美国 Thermo Fisher Scientific
公司；CLASS II TYPE A2生物安全柜购于中国北京
东联哈尔仪器制造有限公司；石蜡包埋机、石蜡切

片机购于德国 Leica公司；正置荧光显微镜购于中
国北京奥林巴斯销售服务有限公司；BioTek酶标仪
购于美国伯腾仪器有限公司。
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1.2 方法

1.2.1 实验动物 TPO-Cre 小鼠由美国 NIH 的
Shioko Kimura 教授馈赠；LSL-BrafV600ECA 小鼠由美
国 NIH的MartinMcMahon教授馈赠。将 TPO-Cre小
鼠与 LSL-BrafV600ECA小鼠杂交得到 TPO-Cre；LSL-
BrafV600ECA小鼠，即为 mPTC小鼠模型。所有小鼠实
验程序和方案均经《天津市实验动物管理条例》审

核和授权。实验操作遵循天津医科大学动物保护与

使用委员会的相关指导原则[批准号：SYXK（津）-
2023-0004]。
1.2.2 细胞培养及传代 人正常甲状腺上皮细胞

Nthy以及具有 BRAFV600E突变的人 ATC细胞系KHM-
5M、8505C培养于含 10%胎牛血清和 1%青链霉素
的 RPIM-1640培养基中，于 5% CO2、37益细胞培养
箱中进行培养。待细胞融合至 90%左右，用 0.25%的
胰蛋白酶消化细胞并传代。

1.2.3 质粒 将 BRAFV600E突变体基因片段克隆至

慢病毒 Tet-on 诱导表达载体 pLVX-Tet-on-Bsd
中，构建 pLVX-Tet-on-BRAFV600E重组质粒。将靶向

TBX3的 shRNA克隆到 pLKO.1-puro中，获得了敲
低 TBX3的重组质粒。shTBX3目的序列通过 https：
//www.sigamaaldrich.cn/CN/zh网站进行设计，引物合
成服务由北京擎科生物科技公司提供。相关 shT原
BX3引物序列在表 1中列出。
1.2.4 免疫组织化学和免疫荧光分析（IHC/IF） 小

鼠肿瘤组织被固定在 4% PFA中，并包埋于石蜡中。
对小鼠组织石蜡块进行切片，切片厚度 5 滋m。HE染
色步骤如下：石蜡切片在 61益条件下烤片 90 min。
二甲苯脱蜡，并用梯度乙醇水化。苏木素染液染色

30耀60 s，自来水冲洗 3耀5次后浸泡 15 min。伊红染
色 10 s，自来水冲洗 3耀5次后浸泡 5 min。梯度乙醇脱
水透明后用中性树胶封片。免疫组织化学染色步骤

如下：石蜡切片在 61益条件下烤片 90 min。二甲苯脱
蜡，并用梯度乙醇水化。在柠檬酸钠缓冲液（pH 6.0）
中进行高压修复。使用含 0.2% Triton-100的 PBS透
膜 15 min后用 PBS清洗。3% H2O2灭活内源性过氧

化物酶，并利用 10%羊血清封闭 2 h。滴加一抗
（TBX3 1 颐 200、PAX8 1 颐 20、TG 1 颐 400、NIS 1 颐 100）
于 4益孵育过夜。根据一抗属性在 HRP标记的二抗
（IF 1 颐 1 000；IHC 1 颐 200）中室温孵育 2 h。孵育完
成后进行 DAB显色以及苏木素复染核。梯度乙醇
脱水透明后用中性树胶封片。免疫荧光染色步骤如

下：二抗孵育前步骤与免疫组织化学染色相同，但

免疫荧光染色不需要灭活内源性过氧化物酶。根据

一抗属性在 FITC标记的二抗中孵育 2 h。用含有
DAPI的封片剂进行封片。以上染色后的组织切片
于正置荧光显微镜下采集图像。

1.2.5 RT-qPCR法测定 RNA的含量 利用 TRIzol
提取总 RNA，并使用 GenStar 逆转录试剂盒进行
RNA的反转录。采用 LightCycler 480 real-time PCR
系统（Roche）测定相对定量，qPCR反应程序为：（1）
预变：95益，600 s。（2）扩增：95益，15 s；60益，60 s。扩
增 40个循环。（3）熔解：95益，15 s；60益，60 s；90益，
1 s。（4）冷却：4益，肄。使用内参对反应得到的目的基
因 CT值进行校正，采用比较 Ct值法（2-驻驻Ct）计算相

对定量。每个样本至少重复 3次。引物合成服务由北
京擎科生物科技公司提供，引物序列在表 2中列出。

表 2 RT-qPCR引物序列
Tab.2 RT-qPCR primer sequences

引物名称 上游序列（5忆寅3忆） 下游序列（5忆寅3忆） 引物大小（bp）
TBX3 TTTGAAGACCATGGAGCCCG ACATTCGCCTTCCCGACTTG 20
TG GTTCCTGATTCTGAGTTCCCC GGCAACATTGTCACTTGTCC 21
TPO AGTCCGTGTCTCTAGCGTC TGTTGGTCAGGAAGTTTGG 19
PAX8 ACTACAAACGCCAGAACCC AGGGAGGGTTGAATGGTTGC 20
FOXE1 CTACAGCTACATCGCGCTCA GCGGACACGAACCGATCTAT 20
GAPDH CCTGTTCGACAGTCAGCCG CGACCAAATCCGTTGACTCC 20

注：TBX3：T-box转录因子 3；TG：甲状腺球蛋白；TPO：甲状腺过氧化物酶；PAX8：配对盒 8；FOXE1：叉头盒 E1；GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱
氢酶

1.2.6 Western印迹实验 待细胞密度为 80%左右
收取细胞蛋白。将 RIPA裂解缓冲液 颐蛋白酶抑制
剂 颐磷酸蛋白酶抑制剂按照 100 颐 1 颐 1的比例进行
配制，加入细胞培养皿中收取细胞并进行裂解，蛋

白提取物通过 BCA试剂盒测定蛋白浓度。蛋白样品
经 8%的 SDS-PAGE 凝胶电泳分离，并转移至
PVDF膜上，按照蛋白大小剪裁 PVDF膜，之后经
5%脱脂牛奶封闭 2 h，封闭后将膜条转移至对应一

表 1 shRNA引物序列
Tab.1 shRNA primer sequences

引物名称 引物序列（5忆寅3忆）

shTBX3#1 GCGAATGTTTCCTCCATTTAA

shTBX3#2 GCTGATGACTGTCGTTATAAA

注：shTBX3#1/#2：TBX3敲低组

16



第 1期
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抗中 4益孵育过夜，第二天根据一抗属性在 HRP标
记的二抗中孵育，二抗孵育完成后进行曝光，并整
理结果。所需一抗如下：TBX3（1 颐 1 000）、BRAF（1 颐
1 000）、p-ERK1/2（1 颐 2 000）、ERK1/2（1 颐 1 000）、
NIS（1 颐 500）、PAX8（1 颐 200）、TPO（1 颐 1 000）、TTF-1
（1 颐 500）、Vinculin（1 颐 1 000）、琢-Tubulin（1 颐 2 000）。
1.2.7 CCK-8实验 准备处于对数生长期的细胞
按照每孔 1 000个细胞均匀接种至 96孔板中，放置
于 37益，5% CO2培养箱中培养，实验共设置 4个时
间点：0、24、48、72 h，每组细胞设置 6复孔。待细胞贴
壁时记为 0 h，每隔 24 h吸除上清培养基，向 96孔
板避光加入 100 滋L的 CCK8（CCK8试剂用完全培养
基按照 1 颐 10稀释），置于 37益，5% CO2的细胞培养
箱中孵育 2 h。孵育完成后，使用酶标仪读取该细胞
在 450 nm处的吸光度值，将数据导出并进行处理，
使用 Graphpad Prism 8.0软件绘制细胞增殖曲线。
1.2.8 Transwell 迁移实验 准备处于对数生长期
的细胞，用无血清培养基重悬并调整细胞浓度为
2.5伊104/100 滋L，每个细胞培养小室的上室中加入
5伊104个细胞，之后在下室加入 600 滋L含有 10%血
清的培养基，并将细胞培养小室放于 37益、5% CO2

的细胞培养箱中培养 24耀48 h。取出上室，将其置于
4%的 PFA中室温固定 30 min后用棉签轻轻擦去上
室内的细胞。PBS清洗 3次，用 0.1%的结晶紫染色
液进行染色，静置 15 min。PBS清洗掉多余的结晶紫

染色液，将上室放在室温条件下自然干燥。正置显
微镜下拍照观察，并用 Image J进行定量分析。
1.2.9 细胞成球实验 在 DMEM/F12（50 mL）培养
基中加入 1 mL B27、1 mL 20%的 BSA、5 滋L 200 滋g/
mL的 EGFR以及 40 滋L 5 mg/mL的人胰岛素得到
干细胞培养基。将细胞在低黏附成球培养皿（6孔板）
中培养，每孔细胞量为 10 000个细胞。置于 37益、含
5% CO2细胞培养箱中培养 10耀14 d，期间根据细胞
成球状态进行拍照并进行定量分析。
1.3 统计学处理 通过 GraphPad Prism 8.0进行数
据分析和作图，所有实验均已重复 3次，数据符合正
态分布。根据数据类型，两组间比较采用 t检验，两组
以上比较采用单因素方差分析（One Way-ANOVA），
P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果
2.1 TC失分化程度与 Tbx3 表达水平显著正相关
收取不同时期的 mPTC小鼠甲状腺肿瘤组织，在 TC
发生、发展过程中，肿瘤大小逐渐增加（图 1A）。HE
染色结果显示，随着时间的推移，甲状腺肿瘤组织
逐渐丧失滤泡结构，组织形态变得致密（图 1B）。之
后，对 Tbx3以及 Pax8、Tg、Nis这些与甲状腺分化相
关的基因进行 IHC以及 IF染色，发现伴随着 mPTC
的逐渐恶化，Tbx3表达水平逐渐升高，Pax8、Tg以及
Nis这些与甲状腺分化相关的基因表达水平逐渐降
低（图 1B、1C）。

注：WT：野生型小鼠；mPTC：甲状腺乳头状癌小鼠；Tbx3：T-box转录因子 3；Pax8：配对盒 8；Tg：甲状腺球蛋白；Nis：钠/碘转运体；IHC：免疫
组织化学；A：1月龄的正常小鼠甲状腺组织以及不同时期肿瘤小鼠甲状腺癌组织（n=2）大小比较；B：WT以及不同时期 mPTC甲状腺组织 HE
染色分析组织形态，IHC及 IF染色分析 Tbx3、Pax8、Tg、Nis的蛋白表达；C：Tbx3、Pax8、Tg、Nis的 IHC、IF染色结果定量；ns：无显著性差异，
*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1；比例尺：50 滋m

图 1 甲状腺癌失分化程度与 Tbx3表达水平呈正相关
Fig.1 Tbx3 expression positively correlates with thyroid cancer dedifferentiation
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注：Ctrl：感染 pLVX-Tet-on-BRAFV600E病毒液但未加 DOX诱导的阴性对照组；DOX：感染 pLVX-Tet-on-BRAFV600E病毒液且加入 DOX诱导
的 BRAFV600E过表达组；DOX：强力霉素；TBX3：T-box转录因子 3；BRAF：丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶；ERK1/2：细胞外信号调节激酶；p-ERK1/2：磷
酸化 ERK1/2；TG：甲状腺球蛋白；TPO：甲状腺过氧化物酶；PAX8：配对盒 8；FOXE1：叉头盒 E1；A：Western blotting检测加入 DOX诱导不同时
间下，p-ERK、BRAF以及 TBX3的蛋白表达；B：CCK-8实验检测肿瘤细胞增殖能力；C：Western Blotting检测加入 DOX诱导 48 h时，p-ERK、
BRAF以及 TBX3的蛋白表达；D：RT-qPCR检测加入 DOX诱导 48 h时，TBX3、TG、TPO、PAX8以及 FOXE1的 mRNA表达；E：p-ERK、BRAF以
及 TBX3的蛋白定量分析；ns：无显著性差异，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1

图 2 TBX3在人甲状腺失分化癌模型中的时间依赖性表达
Fig.2 Time-dependent expression of TBX3 in human dedifferentiated thyroid carcinoma model

2.2 TBX3伴随人甲状腺失分化癌模型恶性进展而
持续增加 在 DOX 诱导型过表达 BRAFV600E 的

Nthy细胞系中，随着 MAPK信号通路的持续性激活，
TBX3的蛋白表达量逐渐升高（图 2A），并且细胞增
殖能力明显增强（t=9.076，P<0.000 1，图 2B），这与
体内得到的结果一致。选取加入 DOX诱导 48 h作
为最佳诱导时间点，发现在 TBX3蛋白（t=3.890，P<
0.05）以及 mRNA（t=6.180，P<0.01）水平明显升高的
前提下，分化相关基因 TG、PAX8 以及 FOXE1 的
mRNA水平均有所下调（t=4.101、2.994、4.392，均 P<
0.05，图 2C、2D、2E）。

2.3 TBX3 缺失促进甲状腺未分化癌再分化 对

BRAFV600E突变的 ATC细胞系 KHM-5M以及 8505C
中 TBX3的 mRNA水平进行检测，结果表明 KHM-
5M以及 8505C中，TBX3的 mRNA水平均显著高于
Nthy（q=18.82、6.562，均 P<0.01，图 3A）。之后分别
在 KHM-5M以及 8505C细胞中敲低 TBX3，Western
Blotting（敲低组 vs.对照组，KHM-5M中 q=58.15、
63.07，均 P<0.000 1；8505C中 q=44.49、42.29，均 P<
0.000 1）以及 RT -qPCR（q =82.29、61.22，均 P<
0.000 1；q=25.89、26.71，均 P<0.001）结果显示 TBX3
已被明显敲低（图 3B），并且敲低 TBX3 后，分化标
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A

志物 NIS（q=35.50、9.343，均 P<0.01；q=19.02、20.55，
均 P<0.001）、PAX8（q=27.72、17.16，均 P<0.001；q=
6.831、7.015，均 P<0.05）、TPO（q=27.14、6.113，均 P<

0.05；q=56.34、10.81，均 P<0.01）以及 TTF-1（q=16.69、
4.576，均 P<0.05；q=25.69、22.70，均 P<0.001）的蛋
白水平均明显上调（图 3C）。

注：shCtrl：阴性对照组；shTBX3#1/#2：TBX3敲低组；TBX3：T-box转录因子 3；NIS：钠/碘转运体；PAX8：配对盒 8；TPO：甲状腺过氧化物酶；
TTF-1：甲状腺转录因子-1；A：RT-qPCR检测 TBX3的 mRNA表达；B：RT-qPCR检测 TBX3的敲低情况；C：Western blotting检测 TBX3、NIS、
PAX8、TPO以及 TTF-1的蛋白表达；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1

图 3 TBX3缺失促进甲状腺未分化癌再分化
Fig.3 TBX3 depletion promoted redifferentiation of anaplastic thyroid carcinoma

2.4 TBX3促进 ATC细胞迁移 使用 Transwell迁
移实验研究 TBX3对 ATC细胞迁移能力的影响。结
果显示，敲低 TBX3以后，KHM-5M以及 8505C的
迁移能力均下降（敲低组 vs.对照组，KHM-5M中 q=
10.90、11.67，均 P <0.000 1；8505C 中 q =14.49、
35.19，均 P<0.000 1，图 4）。

2.5 TBX3促进 ATC细胞干性获得 细胞成球实

验发现，在敲低 TBX3以后，ATC细胞系 KHM-5M
以及 8505C的成球能力明显减弱（敲低组 vs.对照
组，KHM-5M中 q=8.660、12.56，均 P<0.001；8505C
中 q=10.41、14.79，均 P<0.000 1，图 5）。
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3 讨论

ATC是甲状腺癌中最罕见但侵袭性最强、预后
最差的一种。目前的研究发现，约有 45%的 ATC患
者携带 BRAFV600E突变 [10]，并且这类 ATC 患者往往
更容易发生碘抵抗等不良预后[19]。针对这类患者，临

床上通常使用 MAPK抑制剂来抑制 MAPK信号通
路的激活，进而促进 ATC再分化以及碘摄取[20]。但

MAPK抑制剂的长期使用会使 ATC患者产生耐药
性，从而制约这一治疗策略的有效性[21]。因此，针对

这类 BRAF/MAPK 信号通路异常激活所导致的
ATC患者，寻找 BRAFV600E诱导的 MAPK信号通路
下游关键的靶基因，进而有效干预它，有望解决临

床上 TC失分化和碘抵抗的难题。在本研究中，笔者
证实，TBX3是 BRAF/MAPK信号通路下游驱动 TC
失分化的核心效应分子。通过原位自发 mPTC小鼠
模型发现，Tbx3的表达水平与 TC失分化程度呈正
相关，即 Tbx3表达水平越高，TC细胞分化程度越

低。这一结果提示，TBX3可能在 TC失分化过程中
发挥关键作用。

已有研究表明，在 SV-40永生化的 Nthy中过表
达 BRAFV600E突变体（Nthy-BRAFV600E），可诱导细胞

发生恶性转化。转录组分析显示，Nthy-BRAFV600E细胞的

基因表达谱与 ATC细胞系 8505C高度相似[22]，表明

该模型能较好地模拟高度恶性 TC的分子特征。基
于以上研究，本研究通过Tet-on系统构建了诱导型
过表达 BRAFV600E的 Nthy 细胞系（Nthy-BRAFV600E

Teton）。该模型可通过调控 BRAF/MAPK信号通路
的激活程度，动态模拟 TC从分化到失分化的转变
过程，为深入研究 TBX3在 TC失分化中的调控作
用提供了独特的体外人源失分化模型。结果表明，

伴随着 BRAF/MAPK信号通路的持续性激活，TBX3
的表达水平逐渐升高，细胞增殖能力也明显增强。

并且在 Tbx3 显著升高的前提下，分化相关基因
TG、PAX8以及 FOXE1的 mRNA水平均有所下调。

注：shCtrl：阴性对照组；shTBX3#1/#2：TBX3敲低组；TBX3：T-box转录因子 3；A：Tranwell实验检测 KHM-5M以及 8505C中敲低TBX3对细
胞迁移的影响；B：细胞迁移结果定量分析；****P<0.000 1；比例尺：100 滋m

图 4 TBX3促进甲状腺未分化癌细胞迁移
Fig.4 TBX3 promoted the migration of anaplastic thyroid carcinoma cells

注：shCtrl：阴性对照组；shTBX3#1/#2：TBX3敲低组；TBX3：T-box转录因子 3；A：在 KHM-5M、8505C中敲低 TBX3后的细胞成球实验；

B：细胞成球结果定量分析；***P<0.001，****P<0.000 1；比例尺：100 滋m

图 5 TBX3促进甲状腺未分化癌细胞干性获得
Fig.5 TBX3 promoted stemness acquisition in anaplastic thyroid carcinoma cells
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该体外失分化癌模型不仅验证了小鼠模型的结果，

更在人源细胞水平证实了 TBX3在失分化中的调控
作用。

TBX3作为 T-box转录家族的一员，在胚胎发
育以及肿瘤发生过程中都发挥着重要的功能。研究

表明，TBX3能够通过调控细胞增殖、分化、组织完
整性以及上皮-间质转化（EMT）等过程，影响多种
生理和病理进程[12，23]。近年来，关于 TBX3在肿瘤中
的研究逐渐增多。例如，在肝癌患者样本中，TBX3的
表达与组织学分级、肿瘤大小和癌细胞转移呈正相

关[24]。在黑色素细胞中，BRAFV600E能够诱导 TBX3的
高表达，而 TBX3的高表达有效抑制了黑色素细胞和
黑色素瘤细胞中 E-钙黏蛋白的表达[23]。并且在一项

针对 189 个队列和 178 例患者的综合研究发现，
TBX3可以作为低分化型黑色素瘤的标志物 [25]。然

而，TBX3在 ATC失分化中的功能尚不清楚。
在这项研究中，笔者证明了 TBX3是介导 ATC

失分化的关键转录因子。TBX3在 BRAFV600E突变的

ATC细胞系中高表达，敲低 TBX3后，分化相关基因
（如 NIS、TPO、PAX8）的表达显著上调，表明抑制
TBX3可促进 ATC的再分化。

鉴于 TC的失分化往往与干性获得相关，并且
这种干性可能直接源自恶性甲状腺上皮细胞的转

化[26]，因此本研究进一步探讨了 TBX3对细胞迁移
和干性的影响。结果表明，敲低 TBX3显著抑制了细
胞的迁移和成球能力，说明 TBX3的表达水平能够
影响 ATC细胞的侵袭性和干细胞样特性。

综上所述，本研究利用原位自发 mPTC小鼠模
型以及体外 ATC细胞系证实，TBX3表达水平与 TC
失分化程度呈正相关，敲低 TBX3能够促进 ATC再
分化，并显著抑制 TC细胞迁移以及干性获得。这些
发现为 BRAFV600E突变所导致的 ATC患者的治疗提
供了新思路：相较于 MAPK抑制剂易耐药的问题，靶
向下游效应分子 TBX3可能更持久地恢复癌细胞分
化状态，甚至逆转碘抵抗，成为临床上逆转 TC失分
化的一种策略。并且 TBX3的表达水平或许可以辅
助鉴别高风险 ATC患者，为其早期诊断、预后评估
及个体化治疗策略的制定提供新的分子依据。然而，

由于临床上 ATC患者的背景较为复杂，除BRAFV600E

突变外，还常伴有 TERT启动子突变、PI3K/AKT通
路异常等高频突变以及复杂的肿瘤微环境。因此，

TBX3在 TC失分化中的具体调控机制仍需更深入
的探索。
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