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　　［摘要］　目的　探讨甲状腺乳头状癌组织中胰高血糖素样肽１受体（ＧＬＰ１Ｒ）和细胞角蛋白１７（ＣＫ１７）的表达及临床病理

意义。方法　采取免疫组织化学及免疫印迹法检测甲状腺正常组织（对照组，狀＝５０）和甲状腺乳头状癌组织（观察组，狀＝８０）中

ＧＬＰ１Ｒ和ＣＫ１７的表达，并分析二者水平与甲状腺乳头状癌病理因素间的相关性。结果　对照组中２２例（４４．００％）有ＧＬＰ１Ｒ

蛋白低表达；观察组中７７例（９６．２５％）有ＧＬＰ１Ｒ蛋白表达，两组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。对照组中有８例（１６．００％）

ＣＫ１７表达阳性；观察组中ＣＫ１７阳性表达有７７例（９６．２５％），两组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。ＧＬＰ１Ｒ的阳性表达与甲

状腺乳头状癌的临床病理因素间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＣＫ１７表达与甲状腺乳头状癌患者的性别、年龄无明显相关（犘＞

０．０５），而与肿瘤的直径、临床分期及颈部淋巴结转移明显相关（犘＜０．０５）。结论　甲状腺乳头状癌组织中ＧＬＰ１Ｒ和ＣＫ１７均高

表达，ＣＫ１７表达与甲状腺乳头状癌的肿瘤直径、临床分期及颈部淋巴结转移明显相关。

［关键词］　甲状腺肿瘤；胰高血糖素样肽１受体；细胞角蛋白１７；免疫组织化学；免疫印迹法
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　　甲状腺乳头状癌为甲状腺恶性肿瘤中最常见类型，据统计

甲状腺乳头状癌约占整个甲状腺恶性肿瘤的８０％
［１］，近年甲

状腺癌的患病率在世界范围内呈逐渐增加趋势，有文献报道甲

状腺乳头状癌约占全身恶性肿瘤的１．００％～４．４２％，已成为

常见恶性肿瘤之一［２］。经淋巴转移是甲状腺乳头状癌的常见

临床特点之一，约５０％的患者在手术时常合并有淋巴结浸

润［３４］。目前，甲状腺乳头状癌的临床病理诊断以细胞核形态

为主要特征，如核沟、毛玻璃样核及核内包涵体等；然而，临床

实践中部分甲状腺良性病变，如结节性甲状腺肿、桥本氏甲状

腺炎及滤泡性腺瘤等也常合并毛玻璃样核等病理改变，故给甲

状腺乳头状癌的确诊产生难度［１］。本研究应用免疫组织化学

和免疫印迹法检测胰高血糖素样肽１受体（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐ

ｔｉｄｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＧＬＰ１Ｒ）和细胞角蛋白 １７（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１７，

ＣＫ１７）在甲状腺乳头状癌组织中的表达，分析二者阳性水平与

甲状腺乳头状癌的病理因素间的相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取贵州医科大学附属医院２０１３年３月至

２０１５年９月收集的１００例甲状腺乳头状癌患者病理标本１００

份（观察组），其中男１６例，女８４例；年龄３９～６１岁，平均

（５０．５８±７．６１）岁。将１００份标本分为２部分，其中８０份用于

免疫组织化学和临床研究，男１２例，女６８例；年龄３９～６０岁，

平均（５０．２６±７．７８）岁。所有病例均为首次手术，术前均未接

受任何化学治疗和放射治疗，参照 ＷＨＯ肿瘤学分类
［５］标准均

为甲状腺乳头状癌，临床资料完整。ＴＮＭ分期参照２００２年国

际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）制定的标准进行
［６］，其中Ⅰ期２５例，Ⅱ期

４３例，Ⅲ期１０例，Ⅳ期２例；肿瘤直径：＞１ｃｍ者５１例，≤１

ｃｍ者２９例；经病理检查合并颈部转移３４例，无颈部转移４６

例。２０份标本用于免疫印迹检测。另选择经病理检查证实为

正常甲状腺组织６０例为对照组，男１０例，女５０例；年龄４０～

６２岁，平均（５０．０３±７．４５）岁。其中５０例用于免疫组织化学
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测定，男６例，女４４例；年龄４０～６０岁，平均（４９．９６±７．９７）

岁。１０例用于免疫印迹检测。两组对象基本临床情况比较，

差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。所有标本组织的

获得均签署书面协议，且研究经贵州医科大学附属医院医学伦

理委员会批准。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂　正常山羊血清（美国Ｖｅｃｔｏｒｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公

司，货号Ｓ１０００）；ＧＬＰ１Ｒ兔多克隆抗体（英国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司，货号ａｂ１８８６０５）；ＣＫ１７兔单克隆抗体（英国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司，货号ａｂ１０９７２５）；生物素标记的山羊抗兔ＩｇＧ（美国 Ｖｅｃｔｏｒ

ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，货号ＢＡ１０００）；亲和素生物素酶复合物（ＡＢＣ）

复合物（美国 Ｖｅｃｔｏｒｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，货号ＰＫ４０００）；二氨基联苯

胺（ＤＡＢ）试剂盒（美国 Ｖｅｃｔｏｒｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，货号ＳＫ４１００）；兔

抗βＡｃｔｉｎ多克隆抗体（北京普利莱基因技术有限公司，货号

Ｃ１８４５）；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔ＩｇＧ（北京中杉金桥

生物技术有限公司，货号Ａ０２０８）。

１．２．２　免疫组织化学染色　（１）组织处理：将全部标本放入

４％多聚甲醛中固定９６ｈ，梯度蔗糖溶液逐级脱水，聚乙二醇和

聚乙烯醇水溶性混合物（ＯＣＴ）包埋，行冰冻切片，每份标本２

套组织切片，收入缓冲液中。（２）染色：切片分别行封闭液

（３０％Ｈ２Ｏ２ 和正常山羊血清和 ＴｒｉｔｏｎＸ１００）室温处理３０

ｍｉｎ，一抗兔抗 ＧＬＰ１Ｒ（１∶３０００）和兔抗 ＣＫ１７（１∶１０００）

４℃孵育２４ｈ，二抗生物素标记的山羊抗兔ＩｇＧ（１∶１０００）室

温孵育２ｈ，ＡＢＣ复合物室温孵育２ｈ，ＤＡＢ显色，缓冲液漂洗，

裱片，蔗糖逐级脱水，二甲苯透明及中性树胶封片，光学显微镜

观察并拍照。（３）结果判定：参照文献［７］的方法，ＧＬＰ１Ｒ和

ＣＫ１７阳性反应为细胞质内呈现棕黄色颗粒，由２名经验丰富

的病理医师采用双盲法阅片，在光学显微镜下任取５个视野。

①按染色强度评分，０分为不着色，１分为浅棕黄色，２分为棕

黄色，３分为棕褐色；②按阳性细胞数评分，＜５％为０分，

５％～＜２６％为１分，２６％～＜５１％为２分，５１％～７５％为３

分，＞７５％为４分。综合①②判断结果：阴性０～１分；弱阳性

２～４分；阳性５～８分；强阳性９～１２分。

１．２．３　蛋白质印迹法检测　无菌条件下取甲状腺乳头状癌组

织，裂解液处理后，ＢＣＡ行蛋白定量，取蛋白上样行蛋白质聚

丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离，转膜、封闭，分别用一抗

兔抗ＧＬＰ１Ｒ（１∶２００００）和兔抗ＣＫ１７（１∶１５０００）孵育过夜，

二抗辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００）处理，化

学发光液处理，显影和定影；应用βａｃｔｉｎ为内参，运用 ＮＩＨ

Ｉｍａｇｅ图像分析软件分析ＧＬＰ１Ｒ和ＣＫ１７蛋白的平均吸光度

值（ａｖｅｒａｇｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＡＡ），与内参照吸光度值比较后再行结

果统计分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计分析，

计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资料以率表

示，组间比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组对象甲状腺组织中 ＧＬＰ１Ｒ阳性表达比较　ＧＬＰ

１Ｒ的阳性反应在正常甲状腺组织中基本缺失（图１Ａ），在甲状

腺乳头状癌组织中呈散在分布，为粗细不等的棕黄色颗粒（图

１Ｂ、Ｃ、Ｄ）。对照组中 ＧＬＰ１Ｒ蛋白低表达，阳性率为４４．００％

（２２／５０）；观察组中 ＧＬＰ１Ｒ蛋白表达阳性率为９６．２５％（７７／

８０），两组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

２．２　两组对象甲状腺组织中ＣＫ１７表达水平比较　ＣＫ１７在

对照组呈阴性反应（图２Ａ），而在观察组其阳性反应在细胞质

中表达（图２Ｂ、Ｃ、Ｄ）；对照组中ＣＫ１７表达阳性率为１６．００％

（８／５０）；观察组中ＣＫ１７阳性表达率为９６．２５％（７７／８０），两组

比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

　　Ａ：对照组阴性表达；Ｂ：观察组弱阳性表达；Ｃ：观察组阳性表达；Ｄ：观察组强阳性表达。

图１　　ＧＬＰ１Ｒ在两组对象甲状腺组织中的表达（×１００）

　　Ａ：对照组阴性表达；Ｂ：观察组弱阳性表达；Ｃ：观察组阳性表达；Ｄ：观察组强阳性表达。

图２　　ＣＫ１７在两组对象甲状腺组织中的表达（×１００）

２．３　ＧＬＰ１Ｒ和ＣＫ１７蛋白免疫印迹结果分析　免疫印迹结

果表明，ＧＬＰ１Ｒ和ＣＫ１７蛋白在甲状腺乳头状癌组织中的表

达明显增多（图３），与对照组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０１），见表１。
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图３　　两组对象甲状腺组织中ＧＬＰ１Ｒ和ＣＫ１７的表达

表１　　两组对象ＧＬＰ１Ｒ和ＣＫ１７蛋白质印迹法

　　　定量比较（狓±狊）

组别 狀 ＧＬＰ１Ｒ ＣＫ１７

对照组 １０ ０．４３１±０．０６ ０．２１５±０．０３

观察组 ２０ ０．７０３±０．０９ａ ０．７２２±０．０９ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．４　ＧＬＰ１Ｒ和ＣＫ１７阳性表达与甲状腺乳头状癌临床病理

因素的关系　ＧＬＰ１Ｒ与甲状腺乳头状癌的临床病理因素间

差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＣＫ１７与甲状腺乳头状癌患者

的性别、年龄差异无统计学意义（犘＞０．０５），与肿瘤的直径、临

床分期及颈部淋巴结转移相关（犘＜０．０５），见表２。

表２　　ＧＬＰ１Ｒ和ＣＫ１７阳性表达与甲状腺乳头状癌临床

　　　病理因素的关系（狀＝８０）

病理因素 狀 ＧＬＰ１Ｒ阳性 ＣＫ１７阳性 犘

年龄（岁） ＞０．０５

　≥５０ ３４ ２５（７３．５３） ２７（７９．４１）

　＜５０ ４６ ２７（５８．７０） ３９（８４．７８）

性别 ＞０．０５

　男 １２ ８（６６．６７） １０（８３．３３）

　女 ６８ ５２（７６．４７） ６１（８９．７１）

肿瘤直径 ＜０．０１

　≤１ｃｍ ２９ ２２（７５．８６） １７（５８．６２）

　＞１ｃｍ ５１ ４４（８６．２７） ４６（９０．２０）

临床分期 ＜０．０５

　Ⅰ～Ⅱ ６８ ６０（８８．２４） ３１（４５．５９）

　Ⅲ～Ⅳ １２ ９（７５．００） １０（８３．３３）

颈部淋巴结转移 ＜０．０１

　无 ４４ ３０（６８．１８） ２７（６１．３６）

　有 ３６ ３１（８６．１１） ３３（９１．６７）

３　讨　　论

甲状腺乳头状癌是发病率增长较快的恶性肿瘤之一，依据

ＷＨＯ肿瘤学分类标准：甲状腺乳头状癌属甲状腺恶性上皮肿

瘤，具有明显的滤泡细胞分化、特征性胞核改变，乳头及滤泡结

构可界定为典型［８］。然而，在临床病理诊断和研究中常有不典

型病例存在，此外乳头状甲状腺癌的一些病理特征，如颈部淋

巴结转移等在患者初始治疗时，采取术前超声、术中触诊等均

未能确诊隐性颈部淋巴结的转移状态［９］。因此，本研究应用免

疫组织化学和免疫印迹法对甲状腺乳头状癌进行辅助诊断。

ＧＬＰ１Ｒ是胰高血糖素受体亚家族，属Ｇ蛋白偶联受体Ｂ

家族，可介导ＧＬＰ１发挥生物学作用
［１０］。ＧＬＰ１Ｒ不仅表达于

胰腺，也表达于胰腺外组织，包括中枢神经系统、心血管、胃肠

道、肾脏等［１１］。ＧＬＰ１Ｒ被激活后，Ｇ蛋白β和γ亚基经磷脂

酰肌醇３激酶及丝裂原活化蛋白激酶信号途径对β细胞的增

殖和分化起到诱导效果［１２１３］。近年研究发现，ＧＬＰ１Ｒ在甲状

腺乳头状癌细胞也呈大量分布，文献报道啮齿类动物使用艾塞

那肽（ＧＬＰ１Ｒ激动剂）可诱发甲状腺Ｃ细胞的增生及甲状腺

癌的发生［１４１５］。提示ＧＬＰ１Ｒ可能是甲状腺乳头状癌的一种

新指标蛋白，但ＧＬＰ１Ｒ在人甲状腺乳头状癌组织中的表达及

其与其病理因素的相关性尚鲜见报道。

本研究应用免疫组织化学法检测 ＧＬＰ１Ｒ的阳性表达结

果提示，ＧＬＰ１Ｒ在正常甲状腺组织中阳性反应基本缺失，在

甲状腺乳头状癌组织中呈散在分布；５０例正常甲状腺组织中

２２例（４４．００％）有ＧＬＰ１Ｒ蛋白低表达；８０例甲状腺乳头状癌

组织中７７例（９６．２５％）有ＧＬＰ１Ｒ蛋白表达，二者比较差异有

统计学意义（犘＜０．０１）。免疫印迹结果表明：ＧＬＰ１Ｒ在甲状腺

乳头状癌组织中的水平明显高于对照组（犘＜０．０１）。进一步

分析发现，ＧＬＰ１Ｒ与甲状腺乳头状癌的临床病理因素无明显

相关。有研究发现，人甲状腺乳头状癌细胞中存在大量ＧＬＰ

１Ｒ表达，但ＧＬＰ１Ｒ激动剂对甲状腺癌细胞的增殖无显著促

进作用［１６１７］。因此，本研究通过不同检测方法进一步证实了

上述结果。

ＣＫ１７是一种细胞骨架蛋白，在人位于染色体１７ｑ１２ｑ２１，

转录长度为１２９９ｂｐ，相对分子质量为４８．１×１０
３，在正常组织

ＣＫ１７表达于复层上皮细胞，肿瘤组织中则位于腺癌及鳞状细

胞癌［１８１９］。文献报道称ＣＫ１７在乳头状癌组织中呈局灶性表

达，且分化好的乳头状癌未见阳性表达，而ＣＫ１７的表达与甲

状腺乳头状癌的淋巴结转移呈正相关［２０２１］。本研究采取免疫

组织化学染色发现，ＣＫ１７在正常喉组织呈阴性反应，在甲状

腺乳头状癌组织ＣＫ１７的阳性反应主要位于细胞质；５０例正

常甲状腺组织中有８例ＣＫ１７表达阳性（占１６．００％），８０例甲

状腺乳头状癌组织中ＣＫ１７阳性表达有７７例（占９６．２５％），两

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。免疫印迹检测发现：

ＣＫ１７蛋白在甲状腺乳头状癌组织中的表达明显增多，与对照

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。进一步分析发现，ＣＫ１７

与甲状腺乳头状癌患者的性别、年龄间无显著性差异，与肿瘤

的直径、临床分期及颈部淋巴结转移间有显著性相关。与上述

文献报道一致，提示ＣＫ１７与甲状腺乳头状癌的发生、发展存

在密切相关，可能作为临床鉴别诊断该肿瘤的分子学标志物。

综上所述，ＧＬＰ１Ｒ和ＣＫ１７在甲状腺乳头状癌组织中均

呈高表达，ＧＬＰ１Ｒ的高表达与甲状腺乳头状癌的病理因素间

无显著性相关，ＣＫ１７的高表达与甲状腺乳头状癌的临床病理

因素间呈正相关。由于本研究为小样本试验及免疫组化方法

存在假阳性结果等情况，上述结果仍需大样本进一步验证。
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