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  摘 要:[目的]检测分化型甲状腺癌患者中CyclinD1,Galectin-3和ki-67表达,探讨其在分化型甲状腺癌局

部侵袭中的临床意义.[方法]收集40例侵袭性分化型甲状腺癌(侵袭组)、30例微小乳头状癌(非侵袭组)和20例

结节性甲状腺肿(对照组)患者病例,利用免疫组化技术检测CyclinD1,Galectin-3和ki-67在甲状腺病理切片中的

表达.[结果]在侵袭组、非侵袭组和对照组中CyclinD1表达的阳性率分别为:100%(40/40),53.3%(16/30)和15%
(3/20):Galectin-3表达的阳性率分别为:37.5%(15/40),100%(30/30)和0%(0/20):在侵袭组中ki-67增殖指数

大于1%病例占侵袭组总数的50%,在非侵袭组中ki-67增殖指数大于1%病例仅占非侵袭组总数的13.3%.同非

侵袭组相比较,侵袭组的CyclinD阳性率明显增高(P<0.01),Galectin-3阳性率明显减低(P<0.01),ki-67阳性率

升高(P<0.01),差异具有统计学意义.[结论]CyclinD1,Galectin-3和ki-67在侵袭性和非侵袭性分化型甲状腺癌

中的表达差异有统计学意义,CyclinD1和ki-67高表达和Galectin-3低表达是分化型甲状腺癌局部侵袭的分子生

物学特征之一.
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甲状腺癌是最常见的头颈部恶性肿瘤,其中包括乳头状癌和滤泡状癌在内的分化型甲状腺癌(differen-
tiatedthyroidcarcinoma,DTC)约占甲状腺癌的90%以上.分化型甲状腺癌是目前发病率上升速度最快的恶

性肿瘤之一,生物学上属于低度恶性肿瘤,绝大多数DTC患者经过手术、放射性碘131和甲状腺素抑制治疗

后预后良好,10a生存率可以达到90%以上[1].但约有7%~16%DTC患者伴有甲状腺外侵犯,侵犯包括喉、
气管、下咽、食管等邻近的上呼吸消化道器官.出现腺体外侵犯的侵袭性分化型甲状腺癌(Invasivewell-dif-
ferentiatedthyroidcarcinoma,IWDTC)手术根治难度大,手术后生活质量受到严重影响,手术切缘阳性率

高,10a生存率下降到45%[2],是困扰外科医生的临床难题.Galectin-3是半乳糖凝集素家的成员,由于其在

甲状腺癌中呈现高表达而在正常甲状腺组织及良性肿瘤组织中不表达的特性,被认为是诊断分化型甲状腺

癌最准确的分子标记物[3].最近研究发现,Galectin-3是 Wnt/β-catenin信号通路的关键调节因子,可以通过

活化CyclinD1的转录,调节细胞周期促进细胞增殖[4].ki-67作为增殖细胞表达的核抗原,是应用最广泛的

评价肿瘤细胞增殖状态的生物学指标,临床多以其反应肿瘤细胞的增殖活性判断肿瘤的恶性程度和侵袭能

力[5].因此,通过研究分化型甲状腺癌患者CyclinD1,Galectin-3和ki-67表达,分析其与肿瘤侵袭之间的关

系,为探寻IWDTC的分子标志物提供临床依据.
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1 资料与方法

1.1 研究对象

以2010年1月至2017年8月在首都医科大学附属北京同仁医院耳鼻咽喉头颈外科治疗的经病理检查

明确的侵袭性分化型甲状腺癌患者为侵袭组,以同期收治的年龄、性别、放射接触史无统计学差异的甲状腺

微小乳头状癌患者为非侵袭组,结节性甲状腺肿患者为对照组.根据2017年第8版AJCC指南[6],侵袭性甲

状腺癌的诊断标准为肿瘤浸润超出甲状腺包膜至喉、气管、食管或喉返神经,即T4a病变,不包括仅侵犯带

状肌的腺外侵袭患者(T3b):甲状腺微小乳头状癌的诊断标准为肿瘤最大直径<1cm,且不伴有局部淋巴结

转移和甲状腺外侵犯,即T1aN0病变.纳入标准为组织标本及临床资料完整,且经两位病理医师确诊,并且

手术前未接受过放疗和化疗治疗的患者.最终纳入侵袭组40例患者,非侵袭组30例患者和对照组20例患

者.侵袭组中38例为乳头状癌,2例为滤泡状癌,非侵袭组中30例为乳头状癌,两组均为分化型甲状腺癌患

者.本研究符合医学伦理学标准,并经医院伦理委员会批准,所有患者均签署知情同意书.
1.2 研究方法

采用免疫组化法对临床收集的石蜡包埋保存的各组病理切片CyclinD1,Galectin-3和ki-67的蛋白表

达进行检测,具体操作按照试剂说明进行.CyclinD1主要为胞核着色,个别病例胞核及胞质均有着色,细胞

核呈棕黄色颗粒状或胞质呈均匀棕黄色为阳性,如仅有胞质着色视为阴性.Galectin-3主要为胞核着色.ki-67
为细胞核蛋白,细胞核呈黄色或棕黄色为阳性.ki-67增殖指数为ki-67阳性肿瘤细胞占每个显微镜视野下全

部肿瘤细胞的比例.以临床病理常用临界值1%作为样本阳性统计标准.
1.3 统计分析

采用SPSS17.0软件进行统计学分析,采用χ2 检验,P<0.05为差异具有统计学意义.

2 结 果

2.1 CyclinD1在各组样本中的表达

CyclinD1在侵袭组中呈弥漫性强阳性表达(图1(a)),CyclinD1阳性率为100%(40/40):在非侵袭组

中呈中阳性表达(图1(b)),阳性率约为53.3%(16/30):而在对照组中少有表达(图1(c)),阳性率为15%
(3/20).CyclinD1在侵袭组与非侵袭组比较差异有统计学意义(P<0.01),侵袭组与对照组比较差异有统计

学意义(P<0.01),非侵袭组与对照组比较差异无统计学意义(P=0.082)(表1).

2.2 Galectin-3在各组样本中的表达

Galectin-3在侵袭组中呈中阳性表达(图2(a)),阳性率为37.5%(15/40):Galectin-3在非侵袭组中呈弥

漫性强阳性表达(图2(b)),阳性率为100%(30/30):Galectin-3在对照组中无表达(图2(c)),阳性率为0%
(0/20).Galectin-3在侵袭组与非侵袭组比较差异有统计学意义(P<0.01),侵袭组与对照组比较差异有统计

学意义(P=0.022),非侵袭组与对照组比较差异有统计学意义(P<0.01)(表2).
2.3 ki-67在各组样本中的表达

在侵袭组(图3(a))中ki-67增殖指数大于1%病例数为20例,占侵袭组比例50%,在非侵袭组(图3
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(b))中ki-67增殖指数大于1%病例数为仅为4例,仅占非侵袭组比例13.3%.而在对照组中无ki-67增殖指

数大于1%病例(图3(c)).侵袭组同非侵袭组间差异有统计学意义(P<0.01).

表1 CyclinD1表达与分组的关系

Tab.1 AnalysisofCyclinD1indifferentgroups

分组 χ2 P

侵袭组与非侵袭组 23.333 0.000

侵袭组与对照组 38.095 0.000

非侵袭组与对照组 3.367 0.082

表2 Galectin-3表达与分组的关系

Tab.2 AnalysisofGalectin-3indifferentgroups

分组 χ2 P

侵袭组与非侵袭组 29.167 0.000

侵袭组与对照组 5.537 0.022

非侵袭组与对照组 40.000 0.000

3 讨 论

侵袭性分化型甲状腺癌的治疗策略不同于大多数的DTC.提高术前诊断的准确性是提高侵袭性分化型

甲状腺癌患者预后的关键.超声、增强CT或增强 MRI等影像学手段受其空间分辨率的限制而提供的临床

帮助有限,国外指南推荐的细针穿刺细胞或组织的BRAF,RAS,RET/PTC和PAX8/PPARγ基因突变检

测虽然具有有较高的特异性及阳性预测值,但其灵敏度及阴性预测值均较低并且联合检测费用高,实用性

差[7].探寻更有效的术前评估手段从大多数预后较好的甲状腺癌中分辨出具有独特临床生物学行为的侵袭

性亚型,有利于提高术前评估的准确性,更有助于提高IWDTC患者预后.通过分析侵袭性分化型甲状腺癌

的免疫组化特点,希望找出相应的分子标志物,为术前准确评估提供更加有力的临床支持.
研究发现,CyclinD1在结节性甲状腺肿中表达比例偏低,在分化型甲状腺癌中表达比例明显高于结节

性甲状腺肿,在侵袭性分化型甲状腺癌组的阳性率(100%)高于非侵袭组(53.3%),差异存在统计学意义,说
明CyclinD1蛋白与分化型甲状腺癌的发生有关,其表达比例与肿瘤恶性度成正比.ZHANG等[8]研究发现

CyclinD1蛋白在甲状腺乳头状癌中表达明显高于结节性甲状腺肿和良性结节,虽然CyclinD1蛋白表达与

肿瘤大小无相关性,但是在转移淋巴结中表达明显高于原发灶,通过研究发现甲状腺癌细胞可能通过激活

Wnt/β-catenin信号通路导致CyclinD1高表达从而促进甲状腺乳头状癌的淋巴结转移.TESHIMA等[9]分

析102例甲状腺肿瘤患者的临床病理特征,发现CyclinD1高表达与肿瘤包膜外侵犯和淋巴结转移呈正相

关,认为CyclinD1可以作为甲状腺癌危险度评估的指标之一,CyclinD1的过表达提示乳头状甲状腺癌患
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者高复发风险和不良预后.CyclinD1是由定位于染色体11q13区的CCND1基因编码的蛋白质,是细胞周期

素(Cyclins)家族的重要成员.细胞周期素在正常细胞周期调控和细胞癌变调控过程中发挥着重要作用.Cyc-
linD1是目前研究最多的亚型,主要在上皮细胞和间充质细胞中表达的.CyclinD1与Rb蛋白产物结合,促
进Rb的磷酸化,磷酸化的Rb释放出转录因子E2F,启动S期相关基因转录,促进细胞的分裂与转化.研究

证实cyclinD-Rb-E2F通路的失控调节是人类多种肿瘤形成的核心,由于CyclinD1基因扩增、染色体易

位、转录增加等原因导致CyclinD1过表达,使其降低对上游蛋白有丝分裂原的依赖,从而促进肿瘤细胞增

殖[10].本研究结果发现CyclinD1在侵袭组中表达明显高于非侵袭组,说明CyclinD1的过表达可能与分化

型甲状腺癌的局部侵袭相关.
Galectin-3是半乳糖凝集素(Galectin)家族中的一员,广泛分布于在人体的上皮细胞和腺体的导管细胞.

参与细胞间黏附、生长调节、细胞凋亡等许多重要生理活动,与肿瘤细胞的凋亡、黏附、侵袭和血管形成也密

切相关.1995年XU等首次报道Galectin-3在甲状腺乳头状癌中强表达,在甲状腺良性肿瘤中不表达[11].此
后,国内外相继有大量研究证实了这一观点[12].BARTOLAZZI等[13]对多中心1099例甲状腺标本进行了回

顾性研究,结果显示Galectin-3在97%的良性肿瘤中不表达,在3%的良性腺瘤中低表达,而Galectin-3在

97%乳头状癌中高表达.由于Galectin-3在甲状腺癌中高表达而在正常甲状腺组织及腺瘤组织中不表达或

低表达的特性,目前认为Galectin-3是诊断分化型甲状腺癌最准确的分子标记物之一,可用来提高甲状腺癌

细针穿刺细胞学活检(fineneedleaspirationbiopsy,FNAB)的诊断正确率[14].研究发现Galectin-3在甲状腺

微小乳头状癌表达率高达100%,与既往的研究结果相一致.然而在侵袭性分化型甲状腺癌组,Galectin-3表

达率降为37.5%,与非侵袭组相比有统计学差异.WEINBERGER等[15]报道Galectin-3在PTC和甲状腺滤

泡状癌中均高度表达,在甲状腺未分化癌中不表达,并且Galectin-3表达同临床分期具有相关性,早期甲状

腺癌Galectin-3表达率为74%,而局部晚期患者表达率降为17%,认为Galectin-3在局部晚期甲状腺癌中低

表达可能跟肿瘤去分化相关.有文献报道,在乳腺癌,皮肤鳞癌和前列腺癌等其他类型肿瘤中,转移性癌中

Galectin-3表达低于非转移癌[16].本研究发现Galectin-3在侵袭组中表达明显低于非侵袭组,提示Galectin-
3的表达下调可能与分化型甲状腺癌局部侵袭性增强有关.

ki-67是增殖细胞表达的核抗原,反映细胞增殖活性,其表达量随细胞周期不同而变化.ki-67在G0期不

表达,G1期和S早期低表达,M期达到高峰,分裂后期表达锐减.ki-67检测简单,重复性好,临床常以此来判

断肿瘤的恶性程度和侵袭能力,是目前应用最广泛的评价肿瘤细胞增殖状态的生物学指标,但在甲状腺癌的

诊断中报道较少.Tang等[17]分析571例分化型甲状腺癌患者的临床病理资料,利用ROC曲线得出ki-67临

界值为2.5%,ki-67阳性率大于2.5%的分化型甲状腺癌患者具有较晚的肿瘤分期和较高的局部复发率,但
是曲线下面积仅为0.636,提示ki-67的诊断敏感性和特异性均较低,无法作为独立的预后指标.研究发现ki-
67在甲状腺癌中表达率普遍偏低,非侵袭组中仅有13.3%(4/30)的病例ki-67阳性指数大于1%,而在侵袭

组中50%(20/40)的病例ki-67阳性指数大于1%,存在统计学差异,提示ki-67表达与甲状腺癌的侵袭转移

行为相关,但是具体的临界值界定需要大样本的临床病例进一步分析.
综上所述,本研究发现在侵袭性分化型甲状腺癌中CyclinD1和ki-67呈现表达比例增高,Galectin-3呈

现表达比例降低.一方面提示CyclinD1,Galectin-3和ki-67可作为甲状腺癌局部侵犯的分子标志物,对临床

早期诊断侵袭性分化型甲状腺癌提供帮助:另一方面为寻找侵袭性分化型甲状腺癌的生物学特性提供线索,
为进一步研究分化型甲状腺癌的侵袭机制提供了有力的帮助.
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ExpressionofCyclinD1,Galectin-3andki-67indifferentiated
thyroidcanceranditsrelationwithinvasion

HeShizhi1a,FangJugao1a,ChenJiaming1a,LiuBo2,ZhuangHuan1a,ShenXixi1a,LianMeng1a,

MaHongzhi1a,HouLizhen1a,ZhangXue1b,HeXiaojin1b,ZhongQi1a

(1a.DepartmentofOtolaryngologyHeadNeckSurgery;b.DepartmentofPathology,BeijingTongrenHospital,CapitalMedicalUniversity,

Beijing100730,China;2.DepartmentofThyroidSurgery,TheFirstHospitalofHebeiMedicalUniversity,Shijiazhuang050031,China)

  Abstract:[Objective]ToinvestigatetheexpressionofCyclinD1,Galectin-3andki-67indifferentiatedthyroidcancerand
itsrelationwithinvasion.[Methods]40patientsofinvasivewell-differentiatedthyroidcancer(invasiongroup),30patientsof

papillarythyroidmicro-carcinoma(no-invasiongroup)and20patientsofnodulargoiter(controlgroup)wererecruitedandstud-
ied.TheexpressionofCyclinD1,Galectin-3andki-67weredetectedandanalysedwithimmunohistochemistrymethods.[Re-
sults]TheresultofimmunohistochemistrystainingdisplayedthatthepositiverateofCyclinD1were100%(40/40),53.3%(16/

30)and15%(3/20)ininvasiongroup,no-invasiongroupandcontrolgroup.ThepositiverateofGalectin-3were37.5%(15/40),

100%(30/30)and0%(0/20)ininvasiongroup,no-invasiongroupandcontrolgroup.Ki-67indexof50%(20/40)patientsinin-
vasiongroupweremorethan1%,only13.3%(4/30)patientsinno-invasiongroupweremorethan1%.Itwasconfirmedwith
immunohistochemistrymethodsthatCyclinD1andki-67positiverateofinvasiongroupwasobviouslyhigherthanthatofno-
invasiongroupandcontrolgroup(P<0.01),Galectin-3positiverateofinvasiongroupwasobviouslylowerthanthatofno-inva-
siongroup(P<0.01).[Conclusion]Therearesignificantlydifferencesinexpressionsofbetweeninvasiveandnone-invasivedif-
ferentiatedthyroidcancer.HighexpressionofCyclinD1andki-67,lowexpressionofGalectin-3wereriskfactorsinfluencingex-
tra-thyroidalinvasionofdifferentiatedthyroidcancer.
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