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　　［摘要］　目的　探究细胞周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）和Ｂ淋巴细胞瘤２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）蛋白在甲状腺微小乳头状癌中的表达

及其价值。方法　选取２０１４年１月至２０１５年６月该院病理科存档的甲状腺疾病手术病例石蜡标本，应用免疫组织化学（Ｍａｘｖｉ

ｓｉｏｎＴＭ／ＨＲＰ免疫组织化学染色法），以单克隆抗体兔抗人ＣｙｃｌｉｎＤ１和鼠抗人Ｂａｘ标记检测７２例甲状腺微小乳头状癌、６５例腺瘤

组织和６０例癌旁甲状腺正常组织，观察不同甲状腺组织中ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｂａｘ蛋白表达情况。结果　ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达在甲状腺

微小乳头状癌中的阳性率为７９．１７％，与腺瘤组织（χ
２＝１４．７３０，犘＜０．０１）、癌旁甲状腺正常组织（χ

２＝８０．４０４，犘＜０．０１）的表达差

异有统计学意义，其与患者年龄、性别及淋巴结转移无明显关联（犘＞０．０５）。Ｂａｘ蛋白表达在甲状腺微小乳头状癌中的阳性率为

６６．６７％，与腺瘤中的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５），与癌旁甲状腺正常组织的表达差异有统计学意义（犘＜０．０１），其与淋巴

结转移有关联（χ
２＝４．５９８，犘＜０．０５），与患者年龄、性别无明显关联（犘＞０．０５）。甲状腺微小乳头状癌中ＣｙｃｌｉｎＤ１与Ｂａｘ蛋白表

达呈正相关关联（χ
２＝１１．４６３，狉＝０．４３５，犘＜０．０１）。结论　ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｂａｘ蛋白在甲状腺微小乳头状癌中高表达，与甲状腺微小

乳头状癌的发生、发展相关，两者联合检测有助于对甲状腺微小乳头状癌的诊断。
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　　甲状腺肿瘤是内分泌系统肿瘤中较为多见的肿瘤之一，而

甲状腺乳头状癌是最多见的甲状腺恶性肿瘤［１］，其发病率呈逐

步升高的趋势［２］。直径小于或等于１ｃｍ的甲状腺乳头状癌为

甲状腺微小乳头状癌（ｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｍｉｃｒｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＴ

ＭＣ）
［３］。目前ＰＴＭＣ发病率约占甲状腺乳头状癌的５０％

［４］。

临床上ＰＴＭＣ高肿瘤分期、甲状腺外转移、淋巴管侵袭及转移

的病例较多。ＰＴＭＣ的发生、发展受多种癌基因、凋亡基因的

调控。文献报道，细胞周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）基因与甲状腺

肿瘤的出现有紧密关联［５］。细胞周期调控基因ＣｙｃｌｉｎＤ１表达

蛋白对Ｇ１期向Ｓ期转换有调控作用，其可致细胞增殖周期异

常，从而导致肿瘤细胞凋亡受到抑制［６］。细胞凋亡存在于肿瘤

发生、发展进程中，与肿瘤的生长密切相关［７］。Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋

白（Ｂａｘ）是Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）基因家族中促凋亡基因的

代表［８］。本试验研究甲状腺良恶性组织中Ｂａｘ蛋白表达情况，

以探索细胞凋亡所发挥的作用。ＰＴＭＣ细胞增殖与凋亡进程

中，ＣｙｃｌｉｎＤ１与Ｂａｘ蛋白表达有无关联，值得探索。本文应用
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免疫组织化学技术，探究ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｂａｘ蛋白表达在甲状腺

良、恶性肿瘤中发生、发展的意义，以及两者之间有无关联，现

报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１４年１月至２０１５年６月在本院肝胆

胰甲状腺外科治疗的甲状腺疾病手术病例（有完备病例材料的

病理科存档蜡块）。ＰＴＭＣ７２例（甲状腺乳头状癌组），其中颈

部淋巴结转移８例；男２５例，女４７例；平均年龄（４５．１±８．１６）

岁。良性肿瘤６５例全数为甲状腺腺瘤（甲状腺腺瘤组），其中

男２０例，女４５例；平均年龄（５２．３±１１．７５）岁。癌旁甲状腺正

常组织６０例（癌旁甲状腺正常组织组），其中男１８例，女４２

例；平均年龄（４７．６±１０．５５）岁。全部病例标本均经手术和病

理学证实。纳入标准：遵照ＰＴＭＣ的诊断标准肿瘤直径小于

或等于１ｃｍ；所选组织中均带有癌旁组织；术前无放化疗和免

疫治疗病史。经病理检查确诊，７２例ＰＴＭＣ未发现甲状腺癌浸

润。标本遵照常例取材、固定、石蜡包埋，４μｍ厚连续切片。

１．２　方法

１．２．１　试验试剂　即用型ＣｙｃｌｉｎＤ１兔抗人单克隆抗体（克隆

号ＳＰ４，产品编号ＲＭＡ０５４１），即用型Ｂａｘ鼠抗人单克隆抗体

（克隆号２Ｄ２，产品编号ＭＡＢ０２５４），ＥＤＴＡ抗原修复液（ｐＨ＝

９．０，产品编号 ＭＶＳ００９８／００９９），即用型快捷免疫组织化学

ＭａｘｖｉｓｉｏｎＴＭ／ＨＲＰ检测试剂盒（产品编号 Ｋｉｔ５０３０），二氨基

联苯胺法（ＤＡＢ）染色试剂盒（产品编号 Ｋｉｔ００１６）均购自福州

迈新生物技术开发有限公司。

１．２．２　试验方法　用免疫组织化学（ＭａｘｖｉｓｉｏｎＴＭ／ＨＲＰ免疫

组织化学染色法）检测ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂａｘ蛋白表达情况，严格遵照

试剂盒说明书操作。具体操作步骤包括：（１）石蜡切片脱蜡、水

化，自来水冲洗；（２）抗原ＥＤＴＡ热修复，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

冲洗３次，每次３ｍｉｎ；（３）３％的双氧水孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗

３次，每次３ｍｉｎ；（４）去除ＰＢＳ，切片上滴加第一抗体，４℃过

夜，ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ；（５）去除ＰＢＳ，切片上滴加 Ｍａｘ

ｖｉｓｉｏｎＴＭ／ＨＲＰ试剂，室温孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，每次３

ｍｉｎ；（６）去除ＰＢＳ，切片上滴加新鲜配制的ＤＡＢ显色试剂显

色；（７）自来水冲洗终止显色，苏木素复染，１％盐酸乙醇分化，

ＰＢＳ返蓝，切片经梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封固。

以ＰＢＳ替换一抗作为阴性空白对照，以迈新生物公司提供的

阳性对照切片做阳性对照。

１．２．３　试验判定标准　用已知阳性片作为阳性对照，ＰＢＳ缓

冲液替换一抗当作阴性对照。每一张切片选取有意义的１０个

高倍镜视野，每单个视野统计１００个肿瘤细胞中的阳性细胞数

量。由病理科两位医生用双盲的方法，对所有的片子进行观

察。ＣｙｃｌｉｎＤ１阳性指细胞核中呈现出淡黄、棕黄或棕褐色颗

粒，不着色或着色浅且不特异者为（一）。以阳性细胞或阳性细

胞数小于１０％为（一），以阳性细胞数大于或等于１０％为（＋）。

Ｂａｘ阳性指细胞膜和（或）细胞质中呈现出淡黄、棕黄或棕褐色

颗粒，不着色或着色浅且不特异者为（一）。以阳性细胞或阳性

细胞数小于１０％为（一），以阳性细胞数大于或等于１０％为

（＋）。

１．３　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１７．０软件对试验数据实行分析

统计。应用χ
２ 检验和Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法检验，同时应用Ｐｅａｒ

ｓｏｎ列联系数分析阐明二者关联性，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　ＣｙｃｌｉｎＤ１在甲状腺良、恶性组织中的蛋白表达　Ｃｙ

ｃｌｉｎＤ１阳性表达部位定位于细胞核（图１），其在甲状腺乳头状

癌组、甲状腺腺瘤组、癌旁甲状腺正常组织组中阳性表达率为

７９．１７％、４７．６９％、０％。甲状腺乳头状癌组ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表

达高于甲状腺腺瘤组（χ
２＝１４．７３０，犘＜０．０１）、癌旁甲状腺正

常组（χ
２＝８０．４０４，犘＜０．０１）；甲状腺腺瘤组ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表

达高于癌旁甲状腺正常组织组（χ
２＝３５．５３８，犘＜０．０１），见

表１。

２．２　Ｂａｘ在甲状腺良、恶性组织中的蛋白表达　Ｂａｘ阳性表

达部位定位于胞膜和（或）细胞质（图１），其在甲状腺乳头状癌

组、甲状腺腺瘤组、癌旁甲状腺正常组织组中阳性表达率顺次

为６６．６７％、５２．３１％、０％。甲状腺乳头状癌组Ｂａｘ蛋白表达高

于癌旁甲状腺正常组织组（χ
２＝６０．００９，犘＜０．０１）；甲状腺乳

头状癌组Ｂａｘ蛋白表达与甲状腺腺瘤组比较，表达差异无统计

学意义（χ
２＝２．９３１，犘＞０．０５）；甲状腺腺瘤组Ｂａｘ蛋白表达高

于癌旁甲状腺正常组织组（χ
２＝４０．５１０，犘＜０．０１），见表１。

２．３　ＰＴＭＣ中ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂａｘ蛋白表达与临床病理参数间的

关系　ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达与患者性别、年龄、淋巴结转移无

明显关联性（χ
２＝０．０１６、１．３１７、０．０２４，犘＞０．０５）。Ｂａｘ蛋白的

表达与淋巴结转移的关联性差异有统计学意义（χ
２＝４．５９８，

犘＜０．０５），与患者性别、年龄无明显关联性（χ
２ ＝１．９６１、

１０．１１３，犘＞０．０５），见表２。

２．４　ＰＴＭＣ中ＣｙｃｌｉｎＤ１与Ｂａｘ蛋白表达的相关性　ＰＴＭＣ

中，Ｐｅａｒｓｏｎ分析检测得出ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｂａｘ蛋白表达呈正相关

关联（犘＜０．０１），见表３。

　　Ａ：Ｂａｘ蛋白在ＰＴＭＣ中表达；Ｂ：ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白在ＰＴＭＣ中表达；

Ｃ：Ｂａｘ蛋白在甲状腺腺瘤中表达；Ｄ：ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白在甲状腺腺瘤中

表达。

图１　　Ｍａｘｖｉｓｉｏｎ
ＴＭ／ＨＲＰ免疫组织化学染色法（×２００）

表１　　ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｂａｘ蛋白在３组中表达

组别 狀

Ｂａｘ

－

（狀）

＋

（狀）

阳性率

（％）

ＣｙｃｌｉｎＤ１

－

（狀）

＋

（狀）

阳性率

（％）

甲状腺乳头状癌组 ７２ ２４ ４８ ６６．６７ １５ ５７ ７９．１７

甲状腺腺瘤组 ６５ ３１ ３４ ５２．３１ ３４ ３１ ４７．６９

癌旁甲状腺正常组织组 ６０ ６０ ０ ０ ６０ ０ ０
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表２　　ＰＴＭＣ中ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂａｘ蛋白表达与临床病理参数间的关系

临床病理参数 狀
Ｂａｘ

－（狀）＋（狀） 阳性率（％） χ
２ 犘

ＣｙｃｌｉｎＤ１

－（狀）＋（狀） 阳性率（％） χ
２ 犘

性别 １．９６１ ０．１６１ ０．０１６ ０．８９９

　男 ２５ １１ １４ ５６．００ ５ ２０ ８０．００

　女 ４７ １３ ３４ ７２．３４ １０ ３７ ７８．７２

年龄 １０．１１３ ０．７３６ １．３１７ ０．２５１

　＜４５岁 ４１ １３ ２８ ６８．２９ １１ ３０ ７３．１７

　≥４５岁 ３１ １１ ２０ ６４．５２ ４ ２７ ８７．１０

淋巴结转移 ４．５９８ ０．０３２ ０．０２４ ０．８７８

　有 ８ ６ ２ ２５．００ １ ７ ８７．５０

　无 ６４ １９ ４５ ７０．３１ １４ ５０ ７８．１３

表３　　ＰＴＭＣ中ＣｙｃｌｉｎＤ１与Ｂａｘ蛋白表达的相关性分析

Ｂａｘ 狀
ＣｙｃｌｉｎＤ１（狀）

＋ －
狉 χ

２ 犘

＋ ４８ ４４ ４ ０．４３５ １１．４６３ ＜０．０１

－ ２４ １３ １１

合计 ７２ ５７ １５

３　讨　　论

环境与遗传中的致癌因素，以共同或者序贯的方式对细胞

基因组ＤＮＡ产生非致命的打击损伤。一定程度上ＤＮＡ的损

伤，能激活原癌基因和引起凋亡基因的异常表达，从而导致靶

细胞产生紊乱变化。损伤基因组ＤＮＡ未及时修复，突变基因

积累可致细胞癌变［９］。原癌基因是细胞增生、分化的重要调控

元件，如细胞周期调控蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１
［１０］。ＣｙｃｌｉｎＤ１是由ＣＣＮ

ＤＩ基因编码的原癌基因，基因定位于染色体１１ｑ１３，全长约

１２０ｋｂｐ，编码２９５个氨基酸构成的蛋白质，相对分子质量为

３４×１０３
［１１］。细胞周期调控蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１通过与 ＣＤＫ４或

ＣＤＫ６结合形成ＣｙｃｌｉｎＤ１ＣＤＫ４或ＣｙｃｌｉｎＤ１ＣＤＫ６复合物，该

复合物磷酸化关键底物Ｒｂ基因，Ｒｂ结合的转录因子Ｅ２Ｆ获

得释放［１２］，调控加速Ｇ１ 向Ｓ期转变的进程，增强ＤＮＡ转录，

致细胞周期缩短，细胞增殖速度加快［１３］。

司海燕等［５］研究ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达在甲状腺乳头状癌

（７９．２％）、甲状腺良性病变（２７．５％）、正常甲状腺组织（０％）中

的结果与本试验结果基本一致。ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白在甲状腺肿瘤

组织中表达较强，提示甲状腺肿瘤组织较甲状腺正常组织的细

胞增殖速度快。甲状腺乳头状癌组ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达高于甲

状腺腺瘤组、癌旁甲状腺正常组织组；甲状腺腺瘤组ＣｙｃｌｉｎＤ１

蛋白表达高于癌旁甲状腺正常组织组，提示细胞增殖速度随着

甲状腺组织恶性程度增加而增快。ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达与

ＰＴＭＣ患者年龄、性别、淋巴结转移无明显关联性，张晓亮

等［１０］报道未发现ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白与临床病理参数间的关系，与

本试验结果基本一致，提示ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达与ＰＴＭＣ的发

生、发展密切相关。

肿瘤的出现，除去原癌基因的驱动，细胞凋亡基因的反常

表达也有着关键性的作用。Ｂａｘ基因是Ｂｃｌ２基因家族中的促

凋亡基因，Ｂｃｌ２基因则抑制细胞凋亡。正常细胞内Ｂｃｌ２和

Ｂａｘ保持动态平衡，如Ｂｃｌ２基因表达蛋白相对增多，细胞处于

存活状态；相反，Ｂａｘ基因表达蛋白相对增多，细胞将要开启细

胞凋亡闸门。细胞接受信号刺激后，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比值变化对

细胞继续存活或者凋亡，起着关键性的作用［１４］。（１）Ｂａｘ蛋白

将从细胞质迁徙到线粒体，以ＢＨ３结构域识别线粒体膜上

Ｂｃｌ２蛋白，联系产生非同源二聚体，起抗凋亡的效用；（２）游离

的Ｂａｘ蛋白互相联系产生同源二聚体，并从胞液迁徙到线粒体

膜上，插入线粒体外膜后并形成孔道，增加线粒体膜的渗透性，

促进细胞色素Ｃ释放到细胞质，并开启细胞凋亡程序闸门，激

活下游Ｃａｓｐａｓｅ瀑布反应，最终致细胞凋亡
［１５］。因此，Ｂａｘ基

因是凋亡途径中的关键控件。

本试验蛋白阳性表达率与成克伦［１６］报道Ｂａｘ蛋白表达在

甲状腺癌、甲状腺腺瘤中的结果基本一致。Ｂａｘ蛋白在甲状腺

肿瘤组织中表达较强，提示甲状腺肿瘤组织较甲状腺正常组织

的细胞凋亡速度快。甲状腺乳头状癌组Ｂａｘ蛋白表达高于癌

旁甲状腺正常组织组；甲状腺乳头状癌组Ｂａｘ蛋白表达与甲状

腺腺瘤组比较，表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）；甲状腺腺

瘤组Ｂａｘ蛋白表达高于癌旁甲状腺正常组织组。甲状腺乳头

状癌组与甲状腺腺瘤组中Ｂａｘ蛋白表达较强，且甲状腺乳头状

癌组与甲状腺腺瘤组无明显差异，癌旁甲状腺正常组织组无表

达；说明甲状腺乳头状癌组与甲状腺腺瘤组凋亡速度差异无明

显，甲状腺肿瘤组织较甲状腺正常组织的细胞凋亡速度快。提

示Ｂａｘ蛋白表达与ＰＴＭＣ的发生、发展相关。Ｂａｘ蛋白的表

达与ＰＴＭＣ患者淋巴结转移有关联，与患者年龄、性别无明显

关联性，提示Ｂａｘ蛋白表达与ＰＴＭＣ的发生、发展、侵袭转移

相关。

在ＰＴＭＣ中ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｂａｘ蛋白高表达，且ＣｙｃｌｉｎＤ１和

Ｂａｘ蛋白表达呈正相关关联，提示两者可能共同参与ＰＴＭＣ

的发生、发展进程。甲状腺肿瘤细胞生长到一定程度，其增殖

和凋亡维持相对平衡，高度恶性肿瘤细胞增殖速度增快，其凋

亡速度亦增快［１７］。然而，ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｂａｘ基因的具体协同作

用机制，目前还未阐明，需要下一步继续深入探究。
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