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摘要 目的 探讨 HEＲ-2、CyclinD1 蛋白表达在甲状腺乳头

状癌( PTC) 中的意义。方法 采用免疫组化 Envision 法检

测 97 例 PTC 以及癌旁甲状腺良性病变组织中的 HEＲ-2、Cy-
clinD1 蛋白表达状况。结果 ① HEＲ-2 在 PTC 中的阳性表

达率为 46. 4% ，在癌旁良性病变中未见表达，差异有统计学

意义( P ＜ 0. 05) ; HEＲ-2 阳性表达与肿瘤大小相关，即其在

≤1 cm 与 ＞ 1 cm 的 PTC 间表达差异显著，与其他临床病理

参数无 相 关 性。② CyclinD1 在 PTC 中 的 阳 性 表 达 率 为

92. 8% ，在癌旁良性病变中未见表达，差异均有统计学意义

( P ＜ 0. 05) ，其在 PTC 中灵敏度为 92． 8%、特异度达 100% ，

与临床病理参数无相关性。CyclinD1 在一些患者癌组织中

癌细胞的表达上存在异质性。③ HEＲ-2 与 CyclinD1 在 PTC

中表达无相关性。结论 ① HEＲ-2 蛋白表达是 PTC 发生发

展的一项重要事件，HEＲ-2 可能作为 PTC 靶向治疗的靶点。
② CyclinD1 可 以 作 为 PTC 早 期 诊 断 的 分 子 标 志 物，Cy-
clinD1 的异质性表达可能与淋巴转移相关。
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甲状腺乳头状癌 ( papillary thyroid carcinoma，

PTC) 是内分泌系统及头颈部最常见的恶性肿瘤，尽

管多数 PTC 可通过手术治愈，但其前提是早期诊

断，问题在于病理诊断实践中要做到早期诊断常常

很困难，故寻找敏感性、特异性均强的分子标志物帮

助诊断十分必要，CyclinD1 在 PTC 中的表达状况及

作为病理诊断指标的价值，需进一步验证。临床对

于 PTC 的治疗主要依靠手术，而放疗、化疗基本无

效，尤其是对于晚期难治的 PTC 患者［1］。目前，一

些分子靶向药物治疗 PTC 的临床试验已初步显示

出良好的前景［2］，但存在个体差异，故探讨特异的

基因遗传学及分子生物学改变是寻找有效的靶向药

物治疗的基础。HEＲ-2 /neu 癌基因作为临床治疗乳

腺癌和胃癌的靶点［3］已经得到了公认，但 HEＲ-2 在

PTC 中的表达状况［4 － 6］，目前国内外研究较少。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 标本 收集安徽医科大学第一附属医院病

理科存档的 2010 年 1 月 ～ 2013 年 6 月的 PTC 手术

标本病例 97 例( 其中 33 例有明确的淋巴结转移)

组织和 97 例癌旁甲状腺良性病变组织。
1． 1． 2 试剂 即用型 HEＲ-2 鼠抗人单克隆抗体

( 克隆号 CB11) 购自福州迈新生物技术开发有限公

司; 即用 型 CyclinD1 兔 抗 人 单 克 隆 抗 体 ( 克 隆 号

SP4) 、柠檬酸修复液( pH 6． 0 ) 、PV-6000 二步法免

疫组化试剂盒和浓缩型 DAB 试剂盒购自北京中杉

金桥生物技术有限公司。
1． 2 方法 免疫组化法( 选用 Envision 两步法) 检

测 HEＲ-2、CyclinD1 蛋白表达，按试剂盒说明书操

作，使用已知阳性切片 ( HEＲ-2 ) 和血管内皮细胞

( CyclinD1) 作为阳性对照，PBS 代替一抗作为阴性

对照。
1． 2． 1 HEＲ-2 在 PTC 中的判读标准 本研究中，

参考胃癌、乳腺癌的 HEＲ-2 判读标准，初步考虑将

PTC 中免疫组化检测出的 HEＲ-2 ( 2 +、3 + ) 定为阳

性。HEＲ-2 在 PTC 中结果判读标准 ( 按每张切片

计) :① 阴性: 无着色; ② HEＲ-2 ( + ) : 任何比例的

PTC 癌细胞呈现微弱细胞膜着色; ③ HEＲ-2 ( 2 + ) :

＞ 10%的 PTC 癌细胞呈现弱至中等强度的基底侧

膜、侧膜或完全性的细胞膜棕黄着色或 ＜ 30% 的

PTC 癌细胞呈现强的基底侧膜、侧膜或完全性的细

胞膜棕黄着色;④ HEＲ-2( 3 + ) : ＞ 30%的 PTC 癌细

胞基底侧膜、侧膜或完全性膜强棕黄着色。
1． 2． 2 CyclinD1 在 PTC 中的判读标准 CyclinD1
结果判读标准( 按每张切片计) : 以细胞核出现棕黄

色着色为阳性细胞，阳性细胞数 ＞ 10%为阳性，否则

为阴性 。
1． 3 统计学处理 使用 SPSS 19. 0 软件进行统计

分析。采用 χ2 检验及 Fisher 精确概率法，相关性分

析采用 Pearson 卡方检验及列联系数。

2 结果

2． 1 PTC 与癌旁甲状腺良性病变间 HEＲ-2、Cy-
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clinD1 蛋白表达状况

2． 1． 1 HEＲ-2 蛋白的表达 HEＲ-2 在 PTC 中主要

着色部位在细胞膜( 基底侧膜、侧膜或完全性的细

胞膜棕黄着色) ，部分可伴有胞质着色，其在 PTC 中

的阳性率为 46． 4% ( 图 1A、B) ，在癌旁良性病变中

HEＲ-2 蛋白未见表达。HEＲ-2 在 PTC 与癌旁良性

病变组织间表达差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ，见

表 1。
2． 1． 2 CyclinD1 蛋白的表达 CyclinD1 阳性表达

部位定位于细胞核，其在 97 例 PTC 中阳性表达率

为 92. 8%，而在癌旁甲状腺良性病变未见表达( 图

1C、D) ，灵敏度 92. 8%，特异度 100%。CyclinD1 在

PTC 和癌旁甲状腺良性病变组织中的表达差异有统

计学意义( P ＜ 0. 01) ，见表 1。

表1 HEＲ-2、CyclinD1 蛋白在 PTC 和癌旁良性病变中的表达状况( n)

组别 n
HEＲ-2

－ + 2 + 3 + 阳性率( % ) P 值

CyclinD1
－ + 阳性率( % ) P 值

甲状腺乳头状癌 97 42 10 31 14 46． 4 ＜ 0． 01 7 90 92． 8 ＜ 0． 01
癌旁良性病变 97 0 0 0 0 0． 0 97 0 0． 0

图 1 PTC 中 HEＲ-2、CyclinD1 的表达 Envision
A: HEＲ-2( 2 + ) 表达 × 400; B: HEＲ-2 ( 3 + ) 表达 × 400; C: Cy-

clinD1( + ) × 200; D: 癌组织中 CyclinD1 ( + ) 与癌旁良性病变 Cy-
clinD1( － ) × 200

2． 2 PTC 中 HEＲ-2、CyclinD1 蛋白的表达与临床

病理参数间的关系 HEＲ-2 在微小乳头状癌( 肿瘤

≤1 cm) 未见表达，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，

而与性别、年龄、淋巴结转移、TNM 分期均无相关

性; CyclinD1 与临床病理参数间的表达差异均无统

计学意义( P ＞ 0. 05) ，见表 2。
2． 3 CyclinD1 蛋白在 PTC 组织中癌细胞的表达

存在异质性 在一些患者的肿瘤组织以及其淋巴结

转移癌组织中不同区域的癌细胞在阳性强度和阳

表 2 HEＲ-2、CyclinD1 表达与临床病理参数间的关系( n)

临床病理参数 n
HEＲ-2

+ 阳性率( % ) P 值

CyclinD1
+ 阳性率( % ) P 值

性别

男 20 8 40． 0 0． 520 19 95． 0 0． 667
女 77 37 48． 1 71 92． 2

年龄( 岁)

＜45 56 23 41． 1 0． 219 50 89． 3 0． 120
≥45 41 22 53． 7 40 97． 6

肿瘤直径( cm)

≤1 10 0 0． 0 10 100． 0
＞ 1 ～ ＜4 61 31 50． 8 0． 008 56 91． 8 0． 403
≥4 26 14 53． 8 24 92． 3

淋巴结转移

有 33 12 36． 4 0． 155 30 90． 9 0． 608
无 64 33 51． 6 60 93． 8

TNM 分期

Ⅰ ～Ⅱ 61 31 50． 8 0． 255 57 93． 4 0． 744
Ⅲ ～Ⅳ 36 14 38． 9 33 91． 7

性率上存在差异，见图 2。CyclinD1 在 PTC 组织中

的异质性表达与淋巴结转移相关，见表 3。

表 3 CyclinD1 异质性表达与淋巴结转移的关系( n)

CyclinD1

异质性表达
n

淋巴结转移

有 无
χ2 r 值 P 值

有 29 15 14 5． 776 0． 244 0． 016
无 68 18 50
合计 97 33 64

图 2 PTC 中 CyclinD1 蛋白的异质性表达状况

A、B: PTC 边缘区的癌细胞在阳性强度和阳性率上高于癌组织

中央形成癌乳头结构中的癌细胞，A 图 × 100、B 图 × 200; C: 淋巴结

中靠近输入淋巴管侧( 被膜下窦或者皮质淋巴窦) 转移的 PTC 癌细

胞强阳性 × 100; D: 淋巴结中靠近输入淋巴管侧转移的癌细胞在阳

性强度和阳性率上高于淋巴结中心形成的癌乳头结构中的癌细胞

× 100

2． 4 HEＲ-2 与 CyclinD1 在 PTC 中表达的相关性

在 PTC 中 HEＲ-2 与 CyclinD1 的蛋白表达无相关
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性，见表 4。

表 4 HEＲ-2 与 CyclinD1 在 PTC 中表达的相关性( n)

HEＲ-2 n
CyclinD1

阳性 阴性
χ2 r 值 P 值

阳性 45 43 2 0． 963 0． 1 0． 326
阴性 52 47 5
合计 97 90 7

2． 5 有淋巴结转移的 PTC 患者与临床病理参数间

的关系 年轻的 PTC 患者发生淋巴结转移的可能

性大，见表 5。

表 5 淋巴结转移的 PTC 患者与临床病理参数间的关系

临床病理参数 n
淋巴结

转移例数

转移率

( % )
P 值

性别

男 20 8 40． 0 0． 526
女 77 25 32． 4

年龄( 岁)

＜ 45 56 25 44． 6 0． 010
≥45 41 8 19． 5

肿瘤直径( cm)

≤1 10 4 40． 0
＞ 1 ～ ＜ 4 61 18 29． 5 0． 470
≥4 26 11 42． 3

3 讨论

HEＲ-2 /neu 癌基因在乳腺癌中表达的检测以及

相关靶向药物［7］的治疗已广泛应用于临床，现又逐

渐应用于胃癌的检测及靶向治疗［8］中。本实验通

过免疫组化对 97 例 PTC 进行 HEＲ-2 蛋白检测，

HEＲ-2 在 PTC 中阳性定位多表达于底侧膜或侧膜，

呈“U”型特征性表达，部分也存在完全性细胞膜着

色，这与乳腺癌阳性定位不完全相同，但与胃癌阳性

定位相似。鉴于 PTC 的 HEＲ-2 免疫组化阳性判读

文献资料的缺乏，于是参考乳腺癌和胃癌 HEＲ-2 判

读标准［9 － 10］，初步定义 PTC 的 HEＲ-2 的判读标准，

判读 出 45 例 患 者 HEＲ-2 表 达 阳 性，阳 性 率 为

46. 4%，未见 在 癌 旁 甲 状 腺 良 性 病 变 中 表 达，且

HEＲ-2 在预后较好的甲状腺微小乳头状癌( 肿瘤 
≤1 cm) 中不表达。由此推测: HEＲ-2 蛋白过表达

是 PTC 发生发展的重要因素，其阳性表达为临床运

用靶向药物( 曲妥珠单抗) 治疗 HEＲ-2 阳性的晚期

PTC 患者提供了初步的理论依据，其临床治疗的价

值值得进一步深入探讨。
CyclinD1 基因是一种原癌基因，是细胞周期的

正性调控因子的代表，该基因编码的细胞周期蛋白

过度表达可以使细胞增殖过程中的 G1 期缩短，细

胞周期加快，使发生突变的基因组 DNA 得不到修复

或凋亡，进而突变累计导致细胞癌变 ［11］。本研究

中 CyclinD1 阳性率达到 92． 8%，癌旁甲状腺良性病

变中未见阳性表达。由此得到启示: 目前病理医师

主要凭借 WHO 肿瘤分类以及经验，在常规 HE 染色

下对 PTC 做出诊断; 最近几年提出来的联合检测方

法［12］，以特异度较高的 HBME-1 联合检测 Galectin-
3、CK19，并以 HBME-1、CK19 或 HBME-1、Galectin-3
同时表达作为 PTC 的确诊依据，可使病理诊断结果

比较可靠，但也存在特异度不高，有假阳性出现的可

能。研究显示 CyclinD1 在 PTC 中的表达灵敏度达

到 92. 8%，特异度高达 100%，并且在甲状腺结节性

增生内隐藏的微小乳头状癌( 肿瘤 ≤1 cm) 中也表

现出相当高的灵敏度 ( 100% ) 和特异度( 100% ) 。
因此 CyclinD1 在诊断 PTC 的特异度方面要明显优

于 HBME-1［13］，在灵敏度方面两者差异较小。如果

用 CyclinD1 和 HBME-1 两者协同检测 PTC，并作为

确诊依据，可以使病理诊断结果更加准确可靠。实

验中未发现 CyclinD1 与临床病理参数间的关系。
有文献［14］报道 CyclinD1 与 PTC 淋巴结转移相

关，本研究虽未证实这一观点，但是发现 CyclinD1
的异质性表达与 PTC 的淋巴结转移相关。研究显

示 CyclinD1 在一些 PTC 患者癌组织边缘区癌细胞

的阳性强度和阳性率上明显高于癌组织中央形成癌

乳头结构中的癌细胞; 在淋巴结中靠近输入淋巴管

侧( 被膜下窦或者皮质淋巴窦) 新转移的 PTC 癌细

胞在阳性强度和阳性率上也明显高于淋巴结中心形

成的癌乳头结构中的癌细胞; 并且在有淋巴结转移

患者癌组织边缘区的癌细胞与同一患者的淋巴结组

织中靠近输入淋巴管侧新转移的癌细胞，在 Cy-
clinD1 蛋白的表达上存在高度一致的强阳性表达;

统计显示 CyclinD1 的异质性表达可能与癌细胞淋

巴结转移相关。由此推测: ① PTC 癌组织中两种不

同染色强度的癌细胞可能存在生物学特性( 肿瘤细

胞恶性度生物学行为) 的差异; ② 有淋巴结转移患

者的癌组织边缘区的癌细胞和淋巴结靠近输入淋巴

管侧新转移的癌细胞可能存在一致性。本研究显示

年龄可能是 PTC 淋巴结转移的独立危险因素，年轻

的患者发生淋巴结转移的可能性越大。推测可能根

据 CyclinD1 在 PTC 组织中出现的异质性表达，参考

年龄因素预测患者的淋巴结转移的风险。
HEＲ-2 与 CyclinD1 的相关性: HEＲ-2 受体属于
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EGFＲ 受体家族成员，受体被激活后发生自身磷酸

化，磷酸化的受体才能与下游靶点 Grb2 结合，Grb2
的 SH2 结 构 域 与 SOS 结 合 依 次 激 活 ＲAS、ＲAF、
MEKK、丝裂原活化蛋白激酶 ( MAPK ) ［15］。虽然

HEＲ-2 受体的激活可以进一步激活 MAPK 并诱导

CyclinD1 的 表 达，但 是 研 究 中 未 显 示 在 PTC 中

HEＲ-2 与 CycliinD1 存在相关性，并且 CyclinD1 阳

性率明显高于 HEＲ-2 阳性率，由此推测 CyclinD1 的

过表达可能并不是由独立的 HEＲ-2 过表达实现的，

可能还存在其他促使 CyclinD1 过表达的因素。
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Expression and significance of HEＲ-2 and CyclinD1
in papillary thyroid carcinoma

Zhang Xiaoliang1，2，Hu Xiangyang1，2，Yang Yi2，et al
( 1Dept of Pathology，Anhui Medical University，Hefei 230032;

2Dept of Pathology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore the significance of HEＲ-2 protein，CyclinD1 protein in papillary thyroid carcino-
ma ( PTC) ． Methods Immunohistochemical staining was performed in 97 specimens of PTC and 97 specimens of
adjacent benign lesions to examine the expression of HEＲ-2 protein and CyclinD1 protein． Ｒesults ① The posi-
tive ratio of HEＲ-2 in PTC was 46． 4%，and no expression in the adjacent benign lesions． There was statistical
difference between them ( P ＜ 0. 05 ) ． HEＲ-2 expression correlated with tumor size in PTC． The expression of
HEＲ-2 had significant difference between less than or equal to 1 cm and greater than 1cm in diameter of PTC．
There were no relationships between expression of HEＲ-2 and other clinicopothological features in PTC． ② The
positive ratio of CyclinD1 in PTC was 92． 8%，and no expression in the adjacent benign lesions． There was statisti-
cal difference between them( P ＜ 0. 05) ． The sensitivity of CyclinD1 was 92. 8%，the specificity can reach 100%
in PTC ． There were no relationships between expression of CyclinD 1 and the clinicopothological features in PTC ．
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CyclinD1 showed heterogeneity of expression in some patients’carcinoma． ③ There were no relationships between
expression of HEＲ-2 and CyclinD1 in PTC． Conclusion ① HEＲ-2 plays an important role in the carcinogenesis
of PTC． HEＲ-2 could be a potential target for targeted therapy in PTC． ② CyclinD1 could be as molecular markers
of early diagnosis in PTC． There could be positive correlation between CyclinD1’s heterogeneity of expression of
PTC and the lymph node metastases．
Key words papillary thyroid carcinoma; HEＲ-2; C-erbB-2; CyclinD1

系统性红斑狼疮外周血单个核细胞磷酸化蛋白质组学研究
程 娟1，马华林2，戴 勇3

摘要 目的 通过系统性红斑狼疮( SLE) 患者外周血单个

核细胞( PBMCs) 的磷蛋白组学分析，为 SLE 的进一步机制

研究及治疗奠定基础。方法 收集 15 例 SLE 患者和 15 例

健康受试者的外周血，使用 TiO2 富集 PBMCs 的磷酸化肽

段，进行质谱分析，然后进行磷酸化肽段和磷酸化位点鉴定，

并进行生物信息学分析。结果 SLE 患者与正常人存在有

差异的 1 035 个磷酸化位点，与标注蛋白对应的基因有 618
个。共筛选出 12 条代谢通路，其中丝裂原活化蛋白激酶

( MAPKs) 通路含差异的磷酸化位点最多。结论 SLE 患者

PBMCs 具有差异的磷酸化蛋白质及肽段，与代谢通路一起

可作为 SLE 发病机制研究参考和补充，并可作为治疗靶点

研究。
关键词 系统性红斑狼疮; 磷蛋白组学; 外周血单个核细胞;

MAPK
中图分类号 Ｒ 5
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2014) 07 － 0962 － 04

蛋白质磷酸化是生物界最重要也是最常见的一

种蛋白质翻译后修饰( posttranslational modifications，
PTMs) 和调控修饰形式［1 － 2］。磷酸化介导的细胞信

号异常与许多疾病的发生有关［3 － 4］。此外，蛋白激

酶的异常表达是许多疾病发生的重要原因或组成部

分。因此，各种信号通路中蛋白质磷酸化位点的特

征可以提高对特定疾病的病因学理解［5］。系统性

红斑狼疮( systemic lupus erythematosus，SLE) 是一种

经典自身免疫性疾病，特点是血清中出现了以抗核
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抗体为代表的多种自身抗体［6］。其发病率女性是

男性的 9 倍［7］，在我国其发病率 37． 7 /10 万［8］。该

研究通过比较 SLE 患者和正常人群中外周血单个

核细胞( PBMCs) 的磷蛋白组学表达分析，旨在为

SLE 的发病机制提供蛋白组学方面的依据。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 收集深圳市人民医院风湿科 SLE
患者 15 例，其 中 男 2 例，女 13 例，年 龄 18 ～ 51
( 31. 36 ± 9. 82) 岁，均符合 SLE 诊断标准，标本采集

时间选在糖皮质激素和免疫抑制剂使用之前。正常

对照 15 例均来自健康志愿者，其中男 3 例，女 12
例，年龄 20 ～ 54( 32. 13 ± 10. 47) 岁。两组间性别及

年龄差异无统计学意义。本研究经深圳市人民医院

伦理委员会批准，所有受试对象均签署知情同意书。
1． 2 标本采集与处理 收集正常对照组及 SLE 组

患者空腹静脉血 4 ml，EDTA 抗凝，淋巴细胞分离液

分离 PBMCs，乳白色 PBMCs 层用 PBS 洗涤 2 次。然

后用 PBS 定容至 1 ml; 用细胞计数板计数。混合同

一实验组内不同个体细胞样本，然后按以下步骤进

行: 裂解液裂解细胞、蛋白质定量、FASP 酶解( Tryp-
sin，18 h ) 、酶 解 肽 段、磷 酸 化 肽 段 富 集 ( 方 法 见

1. 3) 、ESI 质谱、软件分析数据、蛋白质鉴定、磷酸化

位点鉴定。
1． 3 磷酸化肽段富集方法 酶解样品( 3 mg) 加入

TiO2 及上样缓冲液 ( 200 μl) ，混合 40 min，10 000
r /min 离心 3 min，留取上清液( 重复富集 4 次) ，加

入洗涤液( 800 μl) ，混合 40 min，10 000 r /min 离心

3 min，弃去上清液，重复洗涤一次，弃去上清液，加

入洗脱液 ( 800 μl) ，混合 40 min，10 000 r /min 离心

3 min，收集上清液，再次加入洗脱液( 800 μl) 混合
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