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　　摘　要：　目的　探讨乏氧因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）、雌激素受体 α（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒα，
ＥＲα）与基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ９，ＭＭＰ９）在甲状腺乳头状癌中的表达及与临床因素的关系。
方法　采用免疫组化技术对８８例乳头状癌及癌旁组织中ＨＩＦ１α、ＥＲα和ＭＭＰ９的表达情况进行检测，分析三者
与临床参数的关系。结果　甲状腺乳头状癌（ｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＴＣ）组织中ＨＩＦ１α、ＥＲα和ＭＭＰ９三者
阳性率（７０．４５％，６２．５％和８４．１％）均高于癌旁组织（Ｐ＜０．０１）；ＰＴＣ组织中ＨＩＦ１α、ＥＲα和ＭＭＰ９阳性率与淋巴
结转移和临床分期有关。在淋巴结转移组和临床Ⅲ～Ⅳ期病例３者阳性率均高于无淋巴结转移组和临床Ｉ～Ⅱ期
病例（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；ＥＲα阳性率在直径＞２ｃｍ的病例高于直径≤２ｃｍ者（Ｐ＜０．０５）；ＨＩＦ１α与ＥＲα、ＨＩＦ
１α与ＭＭＰ９阳性率呈正相关（均为Ｐ＜０．０１）；ＥＲα阳性率与ＭＭＰ９也呈正相关（Ｐ＜０．０１）。结论　甲状腺乳头
状癌中ＨＩＦ１α、ＥＲα高表达可能通过ＭＭＰ９参与ＰＴＣ的临床进程。
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ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｓｏｆＨＩＦ１α，ＥＲαａｎｄ
ＭＭＰ９ｉｎｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ
ＴＩＡＮＷｅｉ１，ＸＵＥＧａｎｇ１，ＪＩＪｉａｎｍｉｎ１，ＷＥＩＪｉｅ１，ＷＵＪｉｎｇｆａｎｇ２
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｌｐｏｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｓｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒｌａｌｐｈａ
（ＨＩＦ１α），ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ（ＥＲα）ａｎｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ９（ＭＭＰ９）ｉｎｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ
（ＰＴＣ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆａｂｏｖｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄｆａｃｔｏｒｓｉｎｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆＰＴＣａｎｄｐａｒａｃａｒｃｉｎｏｍａｔｈｙｒｏｉｄｔｉｓｓｕｅｓ
ｆｒｏｍ８８ＰＴＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ（ＩＨＣ）．Ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓａｍｏｎｇｃｌｉｎｉｃａｌ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆＨＩＦ１α，ＥＲαａｎｄＭＭＰ９ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰＴＣ
ｗｅｒｅ７０．４５％，６２．５％ ａｎｄ８４．１％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｐａｒａｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ（ａｌｌＰ＜０．
０１）．ＡｎｄｔｈｅｉｒｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｉｎｔｈｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓｗｉｔｈｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｒａｔｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅⅢ ～Ⅳ ｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ
ｔｈｏｓｅｗｉｔｈｏｕｔｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｒａｔｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅⅠ ～Ⅱ （Ｐ＜０．０５ｏｒＰ＜０．０１），ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｉｒ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｗｅｒｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅｏｆＰＴＣ．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＥＲαｉｎｓｐｅｃｉｍｅｎｓ
ｗｉｔｈｄｉａｍｅｔｅｒｍｏｒｅｔｈａｎ２ｃｍｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｏｓｅｗｉｔｈｄｉａｍｅｔｅｒｅｑｕａｌｔｏｏｒｌｅｓｓｔｈａｎ２ｃｍ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｉｒ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｅａｃｈｏｔｈｅｒ（ａｌｌＰ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＥｎｈａｎｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＨＩＦ１αａｎｄ
ＥＲαｍａｙｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｃｏｕｒｓｅｏｆＰＴＣｖｉａｔｈｅｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒｌａｌｐｈａ；Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ；Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ９；Ｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

［ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ，２０１７，２３（６）：５５９－５６２］

　　甲状腺癌占内分泌肿瘤的９５％左右，是常见的
内分泌系统恶性肿瘤。其中乳头状癌是最常见的病

理类型，占甲状腺癌的８０％左右。淋巴结转移是影

·９５５·
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响ＰＴＣ患者预后的主要因素，中央区淋巴结转移高
达８８．６％，且常伴有胸锁乳突肌与胸骨舌骨肌淋巴
结转移［１］。Ｊｅｏｎ等［２］对８８０８例微小癌临床病理特
征与预后分析发现转移淋巴结的病理检查有助于评

价微小癌的风险。近年来甲状腺癌发病率增长迅

速，尤其女性患者绝经前和青春期后为发病高峰。

发病率是男性的４倍以上。提示雌性激素可能是影
响甲状腺癌生长和进展的关键因素［３４］。雌激素主

要通过雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）途径发挥
作用。ＥＲ是雌激素依赖性核转录因子，有 ＥＲα和
ＥＲβ两个亚型。流行病学研究表明，雌激素水平或
雌激素相关分子增加对甲状腺癌的发展起着作用。

ＥＲα刺激乳头状癌细胞增殖，而ＥＲβ与细胞凋亡有
关［５］；ＥＲβ低表达与甲状腺癌的不良预后有关［６］。

肿瘤细胞快速增殖使肿瘤组织内部形成相对缺氧区

域，乏氧因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒｌａｌｐｈａ，
ＨＩＦ１α）是细胞在缺氧条件下产生的一种核转录因
子，其活性在维持肿瘤细胞的能量代谢、新生血管形

成，以及促进肿瘤增殖和转移中起重要作用。ＨＩＦ
１α与乳腺癌的侵袭表型，如肿瘤大小、淋巴结转移
有关［７］。子宫内膜癌中ＨＩＦ１α高表达也与ＥＲα阳
性有关［８］。而甲状腺乳头状癌中ＨＩＦ１α和ＥＲα的
关系未见报道。

１　材料方法

１．１　临床资料
对２０１３年１月～２０１５年１２月就诊于河北北方

学院附属第一医院耳鼻咽喉头颈外科，并手术治疗

的甲状腺癌患者，根据 ２０１０年 ＡＪＣＣ肿瘤分期标
准：选取甲状腺乳头状癌及癌旁组织各 ８８例，男
１８例，女７０例；年龄２３～７５岁，平均年龄（４６．１３±
１６．０２）岁。临床Ｉ～Ⅱ期３１例，Ⅲ ～Ⅳ期５７例；有
淋巴结转移患者 ４３例，无淋巴结转移患者４５例。
所有患者术前均未行放疗或化疗等相关治疗。以上

组织部分制作石蜡切片行免疫组化染色，以上病例

切片均由两位病理教授确诊。

１．２　实验材料
兔ＨＩＦα、ＥＲα和ＭＭＰ９多克隆抗体购于美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物技术公司，ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＨＲＰ试剂盒
（康为世纪）的兔浓缩型 ＤＡＢ试剂盒购于中杉金桥
试剂显色。

１．３　免疫组化方法
石蜡切片常规脱蜡至水，０．０１ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ洗

涤３ｍｉｎ×３次，ｐＨ６．０的枸盐酸缓冲液修复抗原，
３％的Ｈ２Ｏ２封闭２０ｍｉｎ以消除内源性过氧化物酶
滴加一抗（兔ＨＩＦα、ＥＲα、ＭＭＰ９）工作浓度１∶１００。
４℃过夜，ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次，滴加二抗（羊抗兔
ｌｇＧ）３７℃孵育３０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ
×３次，滴加三抗（辣根酶标记链霉卵白素）３７℃孵
育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色，苏木精复
染，脱水，中性树胶封片。在光学显微镜下观察

ＨＩＦα、ＥＲα、ＭＭＰ９在甲状腺乳头状癌及癌旁组织
中的表达。

１．４　免疫组化结果判断
切片以２００倍拍照，以细胞质或核内出现棕色

颗粒为阳性染色细胞。染色结果判定标准参照向元

鱹等［９］的方法，按着色强弱和阳性细胞率计分：

①无着色为０分，淡黄色为１分，棕黄色为２分，黄
褐色为３分；②阳性范围：阳性细胞 ＜５％得０分，
５％～２５％得 １分，２６％ ～５０％得 ２分，＞５０％得
３分。两者之和为该患者组织评分值，≤２分为阴性
病例（－），３～４分为阳性（＋）病例，５～６分为强阳
性（＋＋）病例。各组阳性病例（＋～＋＋）与总病
例之比即该指标的表达阳性率。

１．５　统计学处理
应用ＳＰＳＳ１８．０进行统计学分析，等级资料采用

Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ精确检验以及 Ｓｐｅａｎｎａｎ等级相关分析。检
验水准α＝０．０５，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＩＦ１α、ＥＲα和ＭＭＰ９在 ＰＴＣ组织及癌旁组
织中的表达情况

ＰＴＣ组织中ＨＩＦ１α、ＥＲα和ＭＭＰ９三者免疫阳
性信号为棕黄色颗粒，位于胞浆或胞核。ＨＩＦ１α为
核、浆阳性，阳性率７０．４５％（６２／８８）；ＥＲα和 ＭＭＰ９
为胞浆阳性；阳性率分别为６２．５％（５５／８８）和８４．１％
（７２／８８）。ＰＴＣ中 ＨＩＦ１α、ＥＲα和 ＭＭＰ９阳性率明
显高于癌旁组织（Ｐ＜０．０１），见表１。
２．２　ＨＩＦ１α、ＥＲα和ＭＭＰ９与 ＰＴＣ临床病理特征
的关系

ＰＴＣ组织中 ＨＩＦ１α、ＥＲα和 ＭＭＰ９阳性率与
淋巴结转移和临床分期有关。在淋巴结转移组和临

床Ⅲ～Ⅳ期病例三者阳性率均高于无淋巴结转移组
和临床Ｉ～Ⅱ期病例（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；除ＥＲα
阳性率在直径 ＞２ｃｍ的病例高于≤２ｃｍ外（Ｐ＜
０．０５），三者与性别年龄和肿瘤直径无关，见表２。
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表１　ＨＩＦ１α、ＥＲα和ＭＭＰ９在ＰＴＣ与癌旁组织中的表达　（例）

参数 例数
ＨＩＦ１α

＋～＋＋ － χ２ Ｐ
ＥＲα

＋～＋＋ － χ２ Ｐ
ＭＭＰ９

＋～＋＋ － χ２ Ｐ
ＰＴＣ ８８ ６２ ２６ ６８．１７ ０．０００ ５５ ３３ ５６．０４ ０．０００ ７２ １６ １１５．３０ ０．０００
癌旁 ８８ ８ ８０ ９ ７９ ５ ８３

表２　ＨＩＦ１α、ＥＲα和ＭＭＰ９与ＰＴＣ临床病理参数的关系　（例）

参数 例数
ＨＩＦ１α

＋～＋＋ χ２ Ｐ
ＥＲα

＋～＋＋ χ２ Ｐ
ＭＭＰ９

＋～＋＋ χ２ Ｐ
性别

　男 １８ １０ ２．４１３ ０．１５ ９ １．５０９ ０．２７７ １２ ３．４９２ ０．０８６
　女 ７０ ５２ ４６ ６０
年龄（岁）

　＜４５ ５７ ３９ ０．３２１ ０．６３２ ３６ ０．０３０ １．００ ４９ １．８７ ０．２４７
　≥４５ ３１ ２３ １９ ２３
直径（ｃｍ）
　≤２ ２９ １９ ０．５０７ ０．６２０ １３ ５．７６４ ０．０２ ２１ ２．５７２ ０．１４３
　＞２ ５９ ４３ ４２ ５１
临床分期

　Ⅰ、Ⅱ ３１ １７ ５．６０７ ０．０２７ １４ ６．１３９ ０．０２１ ２０ ７．９１９ ０．００３
　Ⅲ、Ⅳ ５７ ４５ ４１ ５２

２．３　ＰＴＣ中ＨＩＦ１α、ＥＲα与ＭＭＰ９的相关性分析
８８例 ＰＴＣ标本中，ＨＩＦ１α与 ＥＲα同时阳性

４３例，同时阴性１８例；ＨＩＦ１α和 ＭＭＰ９同时阳性
６０例；同时阴性１４例，见表３。ＥＲα和ＭＭＰ９同时
阳性４４例；同时阴性１４例。Ｓｐｅａｎｎａｎ相关分析显
示ＨＩＦ１α和 ＥＲα（ｒ＝０．５７４４，Ｐ＝０．００１）、ＨＩＦ１α
和 ＭＭＰ９（ｒ＝０．７７３９，Ｐ＝０．０００）以及 ＥＲα和
ＭＭＰ９（ｒ＝０．６１２３，Ｐ＝０．０００）均呈正相关。

表３　ＰＴＣ中ＨＩＦ１α与ＥＲα、ＭＭＰ９的相关性　（例）

ＨＩＦ１α 例数
ＥＲα

阴性 阳性

ＭＭＰ９
阴性 阳性

阴性 ２６ １８ １２ １４ １２
阳性 ６２ １５ ４３ ２ ６０

３　讨论

缺氧是人类实体瘤常见的特征，癌细胞适应缺

氧微环境是癌症进展的关键步骤。ＨＩＦ１α和 ＤＮＡ
结合蛋白是该过程的始动调节者之一［１０］。是参与

肿瘤形成、进展和化疗抵抗常见的核转录因子，上调

几百种基因如缺氧、分化、再编程、胞外基质消化、迁

移、侵袭、粘附等［１１］。Ｌｉｕ等［１２］研究表明 ＰＴＣ中
ＨＩＦ１α和ＨＩＦ２α在ｍＲＮＡ和蛋白水平明显高于癌
旁组织，且与淋巴结转移和临床分期密切相关。本

研究 ＨＩＦ１α也呈现相似的结果，其阳性率为

７０．４５％，与淋巴结转移和临床分期密切相关，与Ｌｉｕ
的免疫组化结果（ＨＩＦ１α阳性率为７３％）相似。相
关分析显示了ＨＩＦ１α与ＭＭＰ９的正相关。研究数
据表明姜黄素对缺氧有保护效果，Ｔａｎ等［１３］发现姜

黄素能有效抑制低氧诱导的甲状腺乳头状癌 Ｋ１活
性氧（ＲＯＳ）上调，并降低 Ｋ１细胞 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和
蛋白表达水平，抑制 ＭＭＰ９酶活性和降低 Ｋ１细胞
在缺氧条件下迁移能力。可见，ＨＩＦ１α在ＰＴＣ中促
淋巴结转移和不良进展部分通过上调ＭＭＰ９实现。

女性甲状腺癌患者发病率明显高于男性，提示

雌激素代谢所产生的氧化应激作用可导致甲状腺癌

发生。Ｌｉｕ等［１４］报道联合检测血清性激素水平和相

应受体在鉴别诊断和评估各种类型的甲状腺肿瘤的

分化程度中有指导意义。本研究显示 ＰＴＣ中 ＥＲα
阳性率６２．５％，且与淋巴结转移和临床分期有关、
直径＞２ｃｍ的ＰＴＣ也显示了较高的阳性率。Ｔａｆａｎｉ
等［１５］体外研究显示雌二醇促进甲状腺癌细胞增殖，

且该作用与ＥＲα正相关，并通过ＥＲＫ１／２上调Ｂｃｌ
２，下调Ｂａｘ实现。Ｍａｇｒｉ等［１６］研究显示甲状腺癌组

织ＥＲα高表达，而ＥＲβ几乎不表达；ＥＲα在通过活
化ＶＥＧＦ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、βｃａｔｅｎｉｎ基因转录在甲状
腺癌进程过程起了关键作用。笔者文中 ＥＲα阳性
率的ＭＭＰ９呈正相关。Ｓｕｍｉｄａ等［１７］研究发现ＥＲα
阴性颌下腺癌ＨＳＧ细胞，增强 ＥＲα表达后，雌激素
通过上皮间质化及上调 ＭＭＰ２，ＭＭＰ９表达促进
ＨＳＧ细胞侵袭。可见，雌激素与 ＥＲα结合可能通
·１６５·
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过活化 ＭＭＰ９导致 ＰＴＣ淋巴结转移和临床进展
加快。

实验中还发现ＨＩＦ１α和ＥＲα呈正相关。近年
研究发现ＥＲα通过ＨＩＦ１α加快乳腺癌进程。Ｙａｎｇ
等［７］研究表明乳腺癌ＭＣＦ７细胞 ＨＩＦ１α基因携带
一个ＥＲ反应原件，雌激素通过 ＥＲα信号途径直接
调节ＨＩＦ１α转录。Ｗｏｌｆｆ等［１８］研究表明缺氧可以

抑制ＥＲ＋乳腺癌细胞ＥＲα表达，敲低ＨＩＦ１α表达
水平也可抑制 ＥＲα表达。ＥＲα阳性乳腺癌与 ＨＩＦ
１α协同促进乳腺癌进程，研究表明 ＥＲα和 ＨＩＦ１α
共同调节组蛋白去甲基化酶ＪＭＪＤ２Ｂ，促进乳腺癌细
胞在乏氧和常氧情况下增殖［１９］。Ｔａｆａｎｉ等［１５］也证

实通过ＨＩＦ１α和ＥＲα交互作用，促进甲状腺癌增
殖和侵袭表型。但王雪芹等［２０］研究显示子宫内膜

样腺癌组织ＨＩＦ１α与ＥＲα呈负相关。
可见，甲状腺乳头状癌中 ＨＩＦ１α和 ＥＲα起了

关键作用。二者相互作用通过下游基因如 ＭＭＰ９
促进ＰＴＣ的进程，具体作用机制有待进一步研究。
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