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摘     要             背景及目的：继发性甲状旁腺功能亢进症 （SHPT） 是慢性肾脏病患者常见并发症，其持续进展可导致

多系统损害。目前 SHPT 的发病机制尚未完全明确，因此，新的治疗靶点仍有待发现。本研究通过转

录组测序筛选 SHPT 相关差异表达基因，并结合动物实验探讨潜在干预策略。

方法：采用 RNA 测序技术对 5 例 SHPT 甲状旁腺组织和 2 例正常甲状旁腺组织进行转录组分析，筛选差

异表达基因并进行 GO 功能注释和 KEGG 通路富集分析。采用 qRT-PCR 和免疫组织化学方法验证候选基

因表达。建立 5/6 肾切除联合高磷饮食诱导的 SHPT 大鼠模型，给予帕瑞肽干预，检测血清全段甲状旁

腺激素 （iPTH） 水平，并观察甲状旁腺组织病理学变化。

结果：RNA 测序共筛选出 311 个差异表达基因，其中上调 219 个、下调 92 个。GO 及 KEGG 分析提示生

长抑素受体 （SSTR） 家族可能参与 SHPT 的发生发展，其中 SSTR1 表达显著升高。qRT-PCR 结果显示，

SHPT 组织中 SSTR1 mRNA 表达水平明显高于正常甲状旁腺组织 （P<0.05），而 SSTR2 表达差异无统计学

意义 （P>0.05）。免疫组织化学结果显示，SSTR1 在 SHPT 组织中的阳性表达率明显高于正常甲状旁腺组

织 （88.9% vs. 43.8%，P<0.05）。动物实验结果显示，帕瑞肽可降低 SHPT 大鼠血清 iPTH 水平，减轻甲状

旁腺体积增大及细胞增生程度。

结论：SSTR1 是 SHPT 甲状旁腺组织中的差异高表达基因，可能参与 SHPT 的病理过程。生长抑素类似

物 帕 瑞 肽 能 够 降 低 SHPT 大 鼠 血 清 iPTH 水 平 ， 并 减 轻 甲 状 旁 腺 增 生 ， 提 示 其 对 SHPT 具 有 一 定 干 预

作用。
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继发性甲状旁腺功能亢进 （SHPT） 通常继发

于慢性肾衰竭[1-2]。在长期钙磷紊乱、成纤维生长

因 子 23 （FGF23） 的 增 加[3]、 活 性 维 生 素 D3 减 少[4]

等 的 长 期 刺 激 下 分 泌 过 量 的 甲 状 旁 腺 激 素

（PTH） [5]，导致甲状旁腺增生，PTH 分泌增加，最

终形成表现为结节状生长的功能自主的腺瘤[6]，并

在 骨 骼 系 统 、 神 经 系 统 、 心 血 管 系 统 及 皮 肤 等 引

发一系列严重并发症[7-9]。目前，国内外的研究表

明 SHPT 发病机制尚未完全明确，SHPT 的治疗方式

主 要 为 药 物 治 疗 及 手 术 治 疗[10]， 其 原 理 是 通 过 控

制 钙 磷 代 谢 紊 乱 及 降 低 PTH[11-13]。 但 目 前 针 对

SHPT 进 展 的 药 物 干 预 治 疗 疗 效 仍 不 够 理 想[4]， 甲

状旁腺切除的手术治疗常面临极大的风险[14-15]，因

此 需 进 一 步 探 讨 更 有 效 的 治 疗 方 式 来 提 高 患 者 的

治疗效果。

因此，本研究首先通过 RNA 测序筛选 SHPT 相
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关 差 异 表 达 基 因 ， 并 结 合 生 物 信 息 学 分 析 寻 找 潜

在 关 键 分 子 ； 随 后 对 候 选 靶 点 进 行 组 织 学 验 证 ，

并进一步采用 SHPT 大鼠模型评价相关药物的干预

作用，以期为 SHPT 的发病机制研究及药物治疗提

供实验依据。

1     材料与方法 

1.1 临床样本　

本 研 究 收 集 2017—2020 年 中 南 大 学 湘 雅 医 院

正常甲状旁腺组织 2 例、SHPT 甲状旁腺组织 5 例。

正 常 对 照 组 织 纳 入 标 准 ： 患 者 因 甲 状 腺 良 性 疾 病

行手术治疗，术后病理证实误切组织为甲状旁腺；

患 者 无 慢 性 肾 脏 病 、 甲 状 旁 腺 疾 病 及 明 确 钙 磷 代

谢 异 常 病 史 。 排 除 标 准 ： 排 除 合 并 慢 性 肾 功 能 不

全 、 原 发 性 甲 状 旁 腺 功 能 亢 进 或 SHPT、 恶 性 肿

瘤 、 严 重 感 染 或 临 床 资 料 不 完 整 者 。 对 患 者 病 理

号 及 组 织 类 型 做 好 标 记 ， 冻 存 管 装 好 置 于 液 氮 中

保存。收集中南大学湘雅医院存档的 52 例甲状旁

腺标本，其中 SHPT 石蜡标本 36 例，正常甲状旁腺

石蜡标本 16 例，所有患者均行甲状腺手术，术后

病 理 证 实 为 甲 状 旁 腺 。 本 研 究 经 中 南 大 学 湘 雅 医

院伦理委员会批准 （批号：2022-KT175）。

1.2 方法　

1.2.1 差异表达基因识别及功能分析　所有甲状旁

腺 组 织 样 本 送 往 华 大 基 因 组 研 究 所 进 行 高 通 量 检

测。纯化 RNA，并对其进行富集处理。使用 RESM

工具进行基因定量表达分析，使用 Noiseq 方法 （分

别 计 算 每 个 基 因 在 处 理 组 和 对 照 组 中 的 平 均 表 达

量 ， 随 后 计 算 该 基 因 在 两 组 的 差 异 倍 数 和 偏 离 概

率 值 ， 按 照 差 异 倍 数 ≥2 及 偏 离 概 率 值 ≥0.8 的 标 准

筛 选 出 差 异 表 达 基 因） 分 析 不 同 样 本 间 基 因 定 量

表 达 结 果 的 差 异 ， 从 而 识 别 出 差 异 表 达 基 因 。 将

所 有 差 异 表 达 基 因 上 传 到 DAVID 数 据 库 （https//:

www.david.ncifcrf.gov） 进 行 GO 功 能 注 释 和 KEGG 富

集分析。

1.2.2 qRT-PCR　采 用 TRIzol 法 提 取 组 织 总 RNA，

并测定 RNA 浓度及纯度，然后使用逆转录试剂盒

（SureScript-First-Strand cDNA Synthesis Kit，

GeneCopoeia） 合 成 同 一 质 量 的 cDNA， 按 照 All-in-

One™ qPCR Mix 指令进行 qRT-PCR。以 GAPDH 作为

内 参 基 因 ， 采 用 2- ΔΔCt 法 计 算 生 长 抑 素 受 体 1

（SSTR1） 与生长抑素受体 2 （SSTR2） 的相对表达

水平。SSTR1 引物正向序列：5'-AAT GGT GAT GGT 

GGT GAT GGT G-3'； 反 向 序 列 ： 5'-CAC ACT GTA 

GGC ACG GCT CTT G-3' 。 SSTR2 引 物 正 向 序 列 ：

5'-GAG AAG AAG GTC ACC CGAATG G-3'， 反 向 序

列 ： 5'-TTG TCC TGC TTA CTG TCA CTC CGC-3'。

GAPDH 引 物 正 向 序 列 ： 5'-GTC TCC TCT GAC TTC 

AAC AGC G-3'， 反 向 序 列 ： 5'-ACC ACC CTG TTG 

CTG TAG CCA A-3'。所有实验均重复 3 次。

1.2.3 HE染色　制作石蜡切片，切片厚度为 3~4 μm；

切 片 于 65 ℃ 烤 箱 中 放 置 2 h； 松 节 油 脱 蜡 15 min；

无水乙醇浸泡 5 min；95% 酒精浸泡 5 min；75% 酒

精 浸 泡 5 min； 自 来 水 冲 洗 5 min； 过 蒸 馏 水 处 理

1 遍 ； 苏 木 素 染 色 5 min； 盐 酸 酒 精 分 化 或 碳 酸 锂

返 蓝 ； 流 水 冲 洗 5 min； 伊 红 染 色 20 s； 流 水 冲 洗

5 min； 75% 酒 精 、 95% 酒 精 、 无 水 乙 醇 依 次 浸 泡

5 min；中性树脂封片；显微镜下观察。

1.2.4 免疫组化　将 52 例样本蜡块全组织切片进行

免疫组化分析。浸没于松节油中 10 min，依次使用

无 水 乙 醇 、 蒸 馏 水 、 PBS 浸 泡 ， 随 后 将 切 片 放 入

EDTA 抗 原 修 复 液 （pH 9.0） 中 ， 在 高 压 锅 中 修 复

抗 原 15 min， 加 入 内 源 性 过 氧 化 物 酶 ， 37 ℃ 烤 箱

孵育 20 min，用 PBS 洗涤。全组织切片与一抗 anti-

SSTR1 小 鼠 单 克 隆 抗 体 （Abcam） 4 ℃ 孵 育 过 夜 后

使用 PBS 洗涤，二抗室温孵育 20 min。随后依次使

用 DAB 显 色 液 孵 育 、 苏 木 素 染 色 、 碳 酸 锂 返 蓝 ，

封片后显微镜下观察 SSTR1 的表达。

1.2.5 SD 大鼠 SHPT 模型构建与干预　本研究动物

实 验 经 中 南 大 学 湘 雅 医 院 伦 理 委 员 会 批 准 （伦 理

编号：2022-KT175），所有操作均遵循动物实验伦

理 规 范 。 并 通 过 优 化 方 案 减 少 动 物 使 用 数 量 。 将

18 只 SD 大鼠 （8 周龄，体质量 300 g 左右） 随机均

分为对照组 （无处理的正常大鼠）、模型组 （行 5/6

肾切除辅助高磷饲料喂养） 和帕瑞肽治疗组[行 5/6

肾 切 除 辅 助 高 磷 饲 料 喂 养 并 使 用 生 长 抑 素 （SST）

类似物帕瑞肽腹腔注射治疗]。帕瑞肽治疗组大鼠

于术后第 2 周开始给予帕瑞 肽 ， 剂 量 为 20 μg/kg ，

经 腹 腔 注 射 给 药 ， 每 天 1 次 ， 连 续 治 疗 8 周 。 模

型 组 大 鼠 于 相 同 时 间 点 给 予 等 体 积 无 菌 生 理 盐 水

腹腔注射。所有大鼠于治疗 4 周后采集外周血；治

疗 8 周后再次采集外周血后处死，并收集甲状旁腺

组织。

1.2.6 全段甲状旁腺激素（iPTH）的 ELISA 检测　将

iPTH 标 准 品 根 据 要 求 配 成 1 000 pg/mL 的 标 准 品 工
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作 液 。 然 后 根 据 需 要 进 行 倍 比 稀 释 。 将 标 准 品 工

作 液 及 待 测 样 品 依 次 加 入 实 验 孔 ， 每 孔 100 μL。

每 个 孔 中 加 入 生 物 素 化 iPTH 抗 体 工 作 液 100 μL，

混匀，37 ℃温育 1 h；经洗涤后每孔加酶结合物工

作 液 100 μL， 37 ℃ 温 育 30 min。 每 孔 加 底 物 溶 液

（TMB） 90 μL， 37 ℃ 避 光 孵 育 15 min 左 右 ； 最 后

每 孔 加 终 止 液 50 μL 终 止 反 应 ； 立 即 用 酶 标 仪 在

450 nm 波 长 测 量 各 孔 的 光 密 度 （OD 值）。 计 算

每 组 复 孔 的 平 均 OD 值 ， 并 用 各 标 准 品 孔 的 平 均

OD 值 减 去 空 白 孔 的 OD 值 进 行 校 正 。 以 浓 度 为 横

坐标，OD 值为纵坐标，在双对数坐标纸上绘出四

参 数 逻 辑 函 数 的 标 准 曲 线 。 根 据 待 测 样 品 的

OD 值 ， 计算测得每组实验大鼠的 iPTH 值。

1.3 统计学处理　

采 用 SPSS 20.0 软 件 进 行 统 计 分 析 。 计 量 资 料

以 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表 示 。 多 组 间 比 较 采 用

单因素方差分析，两组间比较采用 LSD-t 检验。P<

0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 RNA-seq 初步筛选出 SSTR 基因家族为 SHPT

相关候选差异基因　

通 过 RNA 测 序 技 术 对 2 例 手 术 误 切 正 常 甲 状

旁腺组织及 5 例 SHPT 甲状旁腺组织进行全转录组

高 通 量 测 序 ， 在 转 录 组 水 平 筛 选 出 相 关 差 异 性 基

因 。 对 每 个 差 异 性 表 达 基 因 列 表 ， 以 基 因 表 达 量

作散点图和热图，并以不同颜色区分上调和下调，

显著下调基因 92 个，上调基因 219 个 （图 1A-B）。

对差异性表达基因进行 GO 和 KEGG 分析，全面分

析 了 上 调 的 219 个 基 因 和 下 调 的 92 个 基 因 的 功 能

信息，利用功能注释工具主要分析了 GO term 中与

细 胞 增 殖 和 内 分 泌 相 关 的 基 因 ， 同 时 进 行 差 异 基

因的 pathway 分析，寻找与 SHPT 发病机制相关的信

号 通 路 （图 1C-D）。 结 合 差 异 表 达 基 因 筛 选 结 果

及 其 生 物 学 功 能 分 析 ， 发 现 SSTR 家 族 成 员 SSTR1

在 SHPT 组织中表达显著升高，因此选择其作为后

续研究对象。

log10 (Gene Expression Level of normal)
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图1　差异基因表达识别及功能分析  A：正常甲状旁腺组织和 SHPT 甲状旁腺组织基因表达散点图 （X、Y 坐标轴均取基因

表达量的对数值，蓝色表示下调基因，橙色表示上调基因，褐色则是非显著差异基因）；B：差异表达基因的热图颜色

代表不同的差异基因 （红色代表上调，绿色代表下调）；C：GO 分析 （X 轴代表 DEG 的数量，由平方根表示；Y 轴表示

GO 注释项，蓝色代表生物学过程，棕色代表细胞组分，橙色代表分子功能）；D：KEGG 富集分析 （X 轴代表 DEG 的数

量；Y 轴表示二级 KEGG 通路，二级通路又分别属于不同的一级通路，图中用不同颜色表示一级通路类别）
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2.2 SSTR1在SHPT组织中高表达　

基 于 RNA-seq 测 序 结 果 ， 对 SSTR 家 族 进 行

qRT-PCR 验证，发现 SSTR1 mRNA 在 SHPT 患者甲状

旁 腺 组 织 中 表 达 量 较 正 常 甲 状 旁 腺 组 织 中 明 显 升

高 （P<0.05），SSTR2 mRNA 表达量在两者中的表达

差异无统计学意义 （P>0.05）（图 2）。石蜡标本免

疫组化实验结果显示，在 SHPT 患者甲状旁腺组织

中 SSTR1 阳 性 表 达 率 明 显 高 于 正 常 甲 状 旁 腺 组 织

[88.9% （32/36）  vs. 43.8% （7/16）， P<0.05]； SSTR1

免疫组化染色代表性图片见图 3。 

2.3 SST类似物帕瑞肽延缓SHPT大鼠甲状旁腺功

能亢进的进展　

动 物 模 型 结 果 显 示 ， 与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组

与 帕 瑞 肽 治 疗 组 4 周 后 iPTH 水 平 均 明 显 升 高 ， 但

帕 瑞 肽 治 疗 组 iPTH 水 平 的 升 高 程 度 明 显 低 于 模

型 组 （均 P<0.05）；8 周后，模型组 iPTH 水平有所

降低，但仍明显高于对照组 （P<0.05），而帕瑞肽

治疗组 iPTH 水平已降至与对照组比较差异无统计

学 意 义 （P>0.05）（图 4）。 8 周 后 的 甲 状 旁 腺 体 标

本 观 察 结 果 显 示 ， 与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 的 甲 状

旁 腺 体 积 增 大 ， 而 帕 瑞 肽 治 疗 组 甲 状 旁 腺 体 积 增

大不明显；HE 染色可见，与对照组比较，模型组

甲 状 旁 腺 组 织 中 细 胞 明 显 增 生 ， 而 帕 瑞 肽 治 疗 组

甲状旁腺组织中细胞增生不明显 （图 5）。 
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3     讨　论 

本 研 究 采 用 高 通 量 RNA 测 序 技 术 分 析 人 类

SHPT 甲状旁腺组织与正常甲状旁腺组织之间的转

录组差异。RNA-seq 结果共筛选出 311 个差异表达

基 因 ， 其 中 219 个 基 因 上 调 ， 92 个 基 因 下 调 。 随

后 ， 对 这 些 差 异 表 达 基 因 进 行 了 GO 功 能 注 释 和

KEGG 通路富集分析，并进一步关注与内分泌调节

和细胞增殖相关的 SSTR 家族。结果显示，在 SHPT

甲状旁腺组织中，SSTR1 mRNA 表达明显升高，而

SSTR2 mRNA 表达差异较小。同时，52 例石蜡标本

的免疫组化验证进一步支持 SSTR1 在 SHPT 组织中

的蛋白表达升高，为 RNA-seq 筛选结果提供了组织

学层面的验证。

SSTR 家族包括 SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4

和 SSTR5， 在 人 体 内 分 泌 调 节 中 发 挥 重 要 作 用[16]，

并 可 在 甲 状 旁 腺 腺 瘤 中 不 同 程 度 表 达[17]。 既 往 研

究显示，SSTR 家族在垂体内分泌肿瘤中与激素分

泌和细胞增殖调控密切相关[18-19]。SST 是一种神经

肽 ， 可 在 中 枢 神 经 系 统 及 多 种 外 周 组 织 中 产

生[20-21]。 SSTR 属 于 G 蛋 白 偶 联 受 体 ， 主 要 通 过 抑

制腺苷酸环化酶/cAMP 通路发挥抗分泌作用[22]。帕

瑞 肽 作 为 一 种 新 型 SST 类 似 物 ， 与 多 种 人 SSTR 亚

型具有较高亲和力[23]。SSTR 为含有 7 个 α 跨膜螺旋

结构的跨膜受体[24]，SST 与其结合后可调节细胞增

殖 、 分 化 和 凋 亡 等 生 物 学 过 程[25-26]。 此 外 ， SSTR

信 号 还 可 能 通 过 激 活 蛋 白 酪 氨 酸 磷 酸 酶 及 调 节

MAPK 通 路 参 与 细 胞 增 殖 调 控[27-29]。 目 前 ， SST 类

似 物 已 被 用 于 垂 体 生 长 激 素 腺 瘤 和 神 经 内 分 泌 肿

瘤的治疗，可抑制激素分泌及肿瘤生长[21,30-32]。结

合 这 些 研 究 结 果 ， SSTR1 在 SHPT 组 织 中 的 上 调 提

示其可能参与 SHPT 的病理过程，其生物学意义仍

需进一步研究。

为进一步观察帕瑞肽对 SHPT 进展的影响，本

研 究 采 用 5/6 肾 切 除 联 合 高 磷 饮 食 建 立 SD 大 鼠

SHPT 模型。结果显示，模型组和帕瑞肽治疗组在

治疗 4 周后 iPTH 水平均明显升高，提示 SHPT 表型

形 成 。 帕 瑞 肽 治 疗 8 周 后 ， 大 鼠 iPTH 水 平 下 降 ，

甲 状 旁 腺 体 积 及 细 胞 增 生 程 度 较 模 型 组 减 轻 。 上

述结果提示，帕瑞肽可能降低 SHPT 大鼠血清 iPTH

水平，并减轻甲状旁腺增生，从而对 SHPT 进展产

生一定干预作用。

需 要 指 出 的 是 ， 本 研 究 仍 存 在 一 些 局 限 性 。

首先，RNA-seq 样本量较小，正常对照仅 2 例，个

体差异可能对差异基因筛选结果产生影响。因此，

SSTR1 在 SHPT 组 织 中 的 差 异 表 达 仍 需 在 更 大 样 本

量 中 进 一 步 验 证 。 此 外 ， 本 研 究 尚 未 直 接 检 测

cAMP、 p-ERK、 p-Akt 等 下 游 信 号 分 子 ， 也 未 通 过

SSTR1 阻 断 或 敲 低 实 验 证 明 帕 瑞 肽 作 用 依 赖 于

SSTR1。 因 此 ， 帕 瑞 肽 对 SHPT 的 具 体 作 用 机 制 仍

需进一步研究。

综上，本研究发现 SSTR1 在 SHPT 甲状旁腺组

织中表达升高，并初步观察到帕瑞肽可降低 SHPT

大鼠 iPTH 水平，减轻甲状旁腺增生。该结果提示

SSTR 相关信号可能参与 SHPT 的病理过程，帕瑞肽

可 能 具 有 一 定 的 干 预 潜 力 ， 但 其 作 用 是 否 依 赖

SSTR1 及具体下游机制仍需进一步验证。
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