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甲状腺乳头状癌特异性肿瘤标志物的临床应用
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［摘要］ 目的 探讨细胞角蛋白 19（CK19）、半乳糖凝集素 3（Gal-3）、p53、拓扑异构酶Ⅱ（Topo Ⅱ）、

Ki-67、细胞周期蛋白 D1（CCND1）、人骨髓内皮细胞标志物 1（HBME-1）、B-Raf 原癌基因丝氨酸 / 苏氨酸蛋白

激酶 V600E 突变型（BRAFV600E）在甲状腺乳头状癌（PTC）病理诊断中的临床应用价值。方法 选取 100 例 PTC 和

40 例甲状腺良性病变标本，采用免疫组织化学染色 EnVision 法检测 CK19、Gal-3、p53、Topo Ⅱ、Ki-67、CCND1 和

HBME-1 在组织中的表达情况，通过荧光 PCR 检测 BRAFV600E 在组织中的表达情况。结果 PTC 组织中 CK19、Gal-3、 
Topo Ⅱ、CCND1、HBME-1 和 BRAFV600E 阳性表达率［97.0%（97/100）、98.0%（98/100）、56.0%（56/100）、95.0%

（95/100）、66.0%（66/100）、75.0%（75/100）］高于甲状腺良性组织［45.0%（18/40）、20.0%（8/40）、15.0%（6/40）、

55.0%（22/40）、25.0%（10/40）、12.5%（5/40）］，差异均有统计学意义（P 均＜0.01）。8 种标志物单独用于 PTC
的诊断时，CK19、Gal-3 的灵敏度最高（97.0%、98.0%），Gal-3 的准确度最高（92.9%）；3 种标志物联合应用并

以其中任意 2 种阳性作为阳性判断标准时，CK19、Gal-3、HBME-1 组合检测 PTC 的准确度最高（96.4%），其次为

BRAFV600E、CK19、Gal-3 组合（91.4%）。结论 CK19、Gal-3、Topo Ⅱ、CCND1、HBME-1、BRAFV600E 是诊断 PTC
的重要标志物，这些标志物联合应用有助于对形态不典型 PTC 与甲状腺良性病变进行鉴别。
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Clinical application of specific tumor markers for papillary thyroid carcinoma
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［ Abstract ］ Objective To investigate the clinical application of cytokeratin 19 (CK19), galectin-3 (Gal-3), p53, 
topoisomerase Ⅱ (TopoⅡ), Ki-67, cyclin D1 (CCND1), human bone marrow endothelial marker 1 (HBME-1), and B-Raf 
proto-oncogene, serine/threonine kinase V600E mutant type (BRAFV600E) in the pathological diagnosis of papillary thyroid 
carcinoma (PTC). Methods A total of 100 PTC and 40 benign thyroid lesions were selected. The expression of CK19, Gal-3, 
p53, TopoⅡ, Ki-67, CCND1 and HBME-1 in tissues was detected by immunohistochemistry EnVision method, and the 
expression of BRAFV600E was detected by fluorescence polymerase chain reaction. Results The positive expression rates of 
CK19, Gal-3, TopoⅡ, CCND1, HBME-1 and BRAFV600E in PTC tissues (97.0% ［97/100］, 98.0% ［98/100］, 56.0% ［56/100］, 
95.0% ［95/100］, 66.0% ［66/100］ and 75.0% ［75/100］) were significantly higher than those in benign thyroid tissues (45.0% 

［18/40］, 20.0% ［8/40］, 15.0% ［6/40］, 55.0% ［22/40］, 25.0%［10/40］  and 12.5% ［5/40］), and the differences were statistically 
significant (all P＜0.01). CK19 and Gal-3 had the highest sensitivity (97.0% and 98.0%, respectively) and Gal-3 had the 
highest accuracy (92.9%) when the 8 markers were used alone for the diagnosis of PTC. Taking any 2 being positive of a  
3 combination as the positive criterion, the combined application of CK19, Gal-3 and HBME-1 as diagnostic criteria for PTC 
had the highest accuracy of 96.4%. The combication of BRAFV600E, CK19 and Gal-3 showed high accuracy as well (91.4%). 
Conclusion CK19, Gal-3, TopoⅡ, CCND1, HBME-1 and BRAFV600E are important markers for the diagnosis of PTC, and 
the combined application of these markers can help to distinguish the abnormal PTC from benign thyroid lesions.

［ Key words ］ papillary thyroid carcinoma; cytokeratin 19; galectin-3; B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase; 
p53; topoisomerase Ⅱ; Ki-67; cyclin D1; human bone marrow endothelial marker 1 
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甲状腺癌是一种全球高发的疾病，其发病率

随着年龄的增长而上升［1-2］。近年来我国甲状腺癌

发病率呈逐步升高的趋势，据统计，北京市东城区

2001－2011 年甲状腺癌发病率由 2.69/10 万上升至

14.29/10 万，增长 431.23%；标化发病率从 1.69/10 万 
上升至 9.33/10 万，增长 452.07%［2］。甲状腺癌按组

织学类型可分为乳头状癌、滤泡状癌、髓样癌、未

分化癌等。乳头状癌及滤泡状癌又称为分化型甲状

腺癌，发病率约为 90%，是最常见的甲状腺癌，通常

预后较好，但也有部分分化型甲状腺癌患者早期即

出现局部器官侵犯、淋巴结或远处器官转移，严重

影响预后，即使是预后最好的甲状腺微小乳头状癌

也有 15%～20% 的概率出现复发或远处转移［3-4］。

目前临床上首选 B 超及超声引导下细针穿刺

以明确甲状腺肿瘤性质［4］。显微镜下甲状腺乳头

状癌（papillary thyroid carcinoma，PTC）组织呈现 
典型的细胞核毛玻璃样改变伴随核重叠、核内假包

涵体等改变，但这些病理改变也见于结节性甲状腺

肿、甲状腺滤泡性腺瘤等良性病变［3,5］。分子标志

物是早期肿瘤筛查的重要手段，近年有部分标志物

被用于早期 PTC 与甲状腺良性病变的鉴别诊断，

但目前尚缺乏针对 PTC 的特异性标志物，且不同标

志物的灵敏度、特异度及准确度还存在一定争议。

本研究通过比较细胞角蛋白 19（cytokeratin 19，
CK19）、半乳糖凝集素 3（galectin-3，Gal-3）、 
p53、拓扑异构酶Ⅱ（topoisomerase Ⅱ，Topo Ⅱ）、 
Ki-67、细胞周期蛋白 D1（cyclin D1，CCND1）、

人骨髓内皮细胞标志物 1（human bone marrow 
endothelial marker 1，HBME-1） 和 B-Raf 原 癌 基

因丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶 V600E 突变型（B-Raf 
proto-oncogene, serine/threonine kinase V600E mutant 
type；BRAFV600E）8 种分子标志物在 PTC 和甲状腺

良性病变中的表达差异，探讨它们在 PTC 诊断及鉴

别诊断中的临床应用价值。

1 材料和方法

1.1 标本来源 选取海军军医大学（第二军医大

学）第一附属医院 2016－2020 年手术切除的甲状

腺标本 140 例，并收集患者相关资料。纳入标准：

（1）未接受过化学治疗等其他治疗；（2）无其他

严重疾病者。病理诊断参照 2004 年 WHO 内分泌

器官肿瘤分类标准［6］，所有切片均由 2 位高年资

病理医师复片确诊。140 例患者中，男 28 例、女 

112 例，年龄（45±5）岁。其中 PTC 100 例，男

20 例、女 80 例；甲状腺良性病变 40 例，男 8 例、

女 32 例，包括甲状腺腺瘤 8 例、结节性甲状腺肿

乳头状增生 18 例、结节性甲状腺肿伴腺瘤样增生

4 例、桥本甲状腺炎 10 例。

1.2 免疫组织化学染色检测 CK19、Gal-3、p53、
Topo Ⅱ、Ki-67、CCND1 和 HBME-1 的表达 所有 
组织标本均经 4% 中性缓冲甲醛溶液固定，常规石

蜡包埋，连续切片，厚度 4 μm。免疫组织化学染色

采用 EnVision 两步法，DAB 显色，苏木精复染。用

已知阳性切片作阳性对照，PBS 代替一抗作阴性对

照。免疫组织化学染色所用一抗均为即用型鼠抗人

单克隆抗体，其中 CK19、Gal-3、HBME-1、Ki-67、
Topo Ⅱ抗体均购于北京中杉金桥生物技术有限公

司，CCND1 抗体（clone SP4）、p53 （clone Do-7） 
抗体为美国 Zymed Laboratories 公司产品；二抗

EnVisonTM 羊抗兔或羊抗鼠 IgG 均为美国 GenTech
公司产品。

CK19 染色以细胞质出现棕黄色颗粒为阳性表

达，Gal-3 染色以细胞质或细胞核出现棕黄色颗粒

为阳性表达，HBME-1 和 Ki-67 染色以细胞膜出现

棕黄色颗粒为阳性表达，CCND1、p53、Topo Ⅱ以

细胞核出现棕黄色颗粒为阳性表达。光镜下随机观

察 10 个高倍镜视野，以阳性细胞占比≥10% 判定

为表达阳性，阳性细胞占比＜10% 为阴性［7］。

1.3 荧光 PCR 检测 BRAFV600E 的表达 标本核酸

提取所需试剂及 DNA 提取试剂盒购自恺硕生物

科技（厦门）股份有限公司，BRAFV600E 荧光 PCR
检测试剂盒购自厦门艾德生物医药科技股份有限

公司。严格按照说明书提取样本中 DNA，经荧光

PCR 法扩增 B-Raf 原癌基因丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激

酶（B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase；
BRAF）基因 15 号外显子片段，分为突变型和野生

型，突变型为 BRAFV600E 阳性，野生型为 BRAFV600E

阴性。

1.4 统计学处理 采用 SPSS 20.0 软件分析数据。

计数资料以例数和百分数表示，组间比较采用 χ2 检

验。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 PTC 与甲状腺良性肿瘤组织中各标志物的

表达 免疫组织化学染色结果显示，PTC 组织中

CK19、Gal-3、CCND1、Topo Ⅱ 和 HBME-1 阳 性
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表达率高于甲状腺良性组织，差异均有统计学意义

（P均＜0.01，图 1、表 1）；荧光PCR检测结果显示，

PTC 组织中 BRAFV600E 阳性表达率高于甲状腺良性

组织，差异有统计学意义（P＜0.01，表 1）。

表 2 不同标志物单独检测对 PTC 的诊断价值

%
 标志物 灵敏度 特异度 准确度 阳性预测值 阴性预测值
CK19 97.0 55.0 85.0 84.3 88.0
Gal-3 98.0 80.0 92.9 92.5 94.1
P53   7.0 95.0 32.1 77.8 29.0
TopoⅡ 56.0 85.0 64.3 90.3 43.6
Ki-67 93.0 20.0 72.1 74.4 53.3
CCND1 95.0 45.0 80.7 81.2 78.3
HBME-1 66.0 75.0 68.6 86.8 46.9
BRAFV600E 75.0 87.5 78.6 93.8 58.3

PTC：甲状腺乳头状癌；CK19：细胞角蛋白 19；Gal-3：半乳糖凝集素 3；TopoⅡ：拓扑异构酶Ⅱ；CCND1：细胞周期蛋白D1；
HBME-1：人骨髓内皮细胞标志物 1；BRAFV600E：B-Raf原癌基因丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶V600E突变型.

图 1 PTC 相关标志物免疫组织化学染色结果

A：PTC 细胞质CK19 阳性表达（200×）；B：PTC 细胞质CK19 阳性表达（400×）；C：PTC 细胞核和细胞质Gal-3 阳性表达

（200×）；D：PTC 细胞核和细胞质Gal-3 阳性表达（400×）. PTC：甲状腺乳头状癌；CK19：细胞角蛋白 19；Gal-3：半乳糖凝 

集素 3.

2.2 各标志物单独及联合检测诊断PTC 的价值 由表 2 
可见，8 种标志物单独用于 PTC 的诊断时，CK19、
Gal-3 的灵敏度最高（97.0%、98.0%），Gal-3 的准

确度最高（92.9%）。任选 3 种标志物，以 3 种皆阳

性为阳性判断标准时，各组合准确度均不足 90%，

其中 CK19、Gal-3、HBME-1 组合准确度最高，达

87.1%；以任 3 种标志物中的 2 种阳性作为阳性判断

标准时，CK19、Gal-3、HBME-1 组合检测 PTC 的

准确度最高（96.4%），其次为 BRAFV600E、CK19、
Gal-3 组合（91.4%）。

3 讨 论

有效的肿瘤标志物检测是早期发现病变的可

靠手段。尽管近年来许多学者开展了甲状腺癌免

疫标志物的相关研究，但目前用于检测的标志物

种类繁多，尚缺乏针对甲状腺癌的特异性标志物，

多种标志物联合检测甲状腺癌的相关研究也非常

有限。本研究对 8 种分子标志物鉴别 PTC 和甲状

表 1 不同标志物在 PTC 和甲状腺良性病变组织中的表达

n (%)

 标志物
PTC N＝100 甲状腺良性病变N＝40 χ2 值 P值

阳性 阴性 阳性 阴性
CK19 97 (97.0) 3 (3.0) 18 (45.0) 22 (55.0) 52.67 ＜0.01
Gal-3 98 (98.0) 2 (2.0)   8 (20.0) 32 (80.0) 94.53 ＜0.01
p53 7 (7.0) 93 (93.0) 2 (5.0) 38 (95.0)   0.00  0.96
TopoⅡ 56 (56.0) 44 (44.0)   6 (15.0) 34 (85.0) 19.47 ＜0.01
Ki-67 93 (93.0) 7 (7.0) 32 (80.0)   8 (20.0)   3.78  0.05
CCND1 95 (95.0) 5 (5.0) 22 (55.0) 18 (45.0) 33.30 ＜0.01
HBME-1 66 (66.0) 34 (34.0) 10 (25.0) 30 (75.0) 19.35 ＜0.01
BRAFV600E 75 (75.0) 25 (25.0)   5 (12.5) 35 (87.5) 45.57 ＜0.01

PTC：甲状腺乳头状癌；CK19：细胞角蛋白 19；Gal-3：半乳糖凝集素 3；TopoⅡ：拓扑异构酶Ⅱ；CCND1：细胞周期蛋白D1；
HBME-1：人骨髓内皮细胞标志物 1；BRAFV600E：B-Raf原癌基因丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶V600E突变型.
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腺良性病变的效果进行分析，结果显示 CK19、 
Gal-3、Topo Ⅱ、CCND1、HBME-1 和 BRAFV600E 在

PTC 中的表达高于甲状腺良性病变，其中 CK19、 
Gal-3 诊断 PTC 的灵敏度最高（分别为 97.0%、

98.0%），Gal-3 的准确度最高（92.9%）。

CK19 是一种低分子量细胞角蛋白，常见于正

常上皮细胞和各种上皮来源的肿瘤，尤其是单层

上皮和间皮。有研究认为 CK19 是针对 PTC 的可

靠标志物，但大量文献也表明 CK19 单独用于诊断

PTC 时虽具有较高灵敏度，特异度却不高［4,8-9］。本

研究结果与此类似，在 140 例标本中，CK19 诊断

PTC 的灵敏度高达 97.0%，但特异度只有 55.0%，

尽管如此，CK19 仍然显示了良好的准确度（85.0%）

和阴性预测值（88.0%）。位嘉等［10］甚至发现

CK19 的阴性预测值可达到 100%，因此也有学者

提出可将 CK19 阴性作为 PTC 的排除指标［9,11］。

Gal-3 属于 β 半乳糖苷凝集素家族成员，能够

结合于细胞表面，调节细胞黏附，在细胞凋亡和恶

性转化方面均有重要作用［12］。研究表明，Gal-3 在

不同性质甲状腺病变中表达不同，在 PTC 中表达高

于甲状腺滤泡状癌，在甲状腺腺瘤或结节性甲状腺

肿中表达极低，可以作为早期鉴别甲状腺肿瘤良恶

性的客观指标［9,13-14］。本研究显示 Gal-3 诊断 PTC
的灵敏度（98.0%）、阳性预测值（92.5%）、阴

性预测值（94.1%）和准确度（92.9%）均是 8 种

标志物中最高的，并且特异度也达到 80.0%。由于

Gal-3 与肿瘤淋巴结转移密切相关，Gal-3 阳性还可

作为 PTC 预后的评估指标，提示早期进行淋巴结清

扫的必要性［15］。

HBME-1 也被用于甲状腺恶性肿瘤的诊断。

位嘉等［10］发现 PTC 组织中 HBME-1 的阳性表达率

可达 79.2%，显著高于甲状腺良性病变（9.8%），

且特异度高达 90%，可单独应用作为诊断 PTC 的

标志物。与此不同，本研究结果显示 HBME-1 仅表

达在 66.0% 的 PTC 组织中，且其诊断 PTC 的灵敏

度和准确度也不高（66.0%、68.6%），具体原因

有待进一步分析。值得指出的是，CK19、Gal-3、
HBME-1 联合应用能大大提高 PTC 诊断的准确度

（96.4%），提示 CK19、Gal-3、HBME-1 联合应

用有助于对形态不典型 PTC 与甲状腺良性病变进

行鉴别［15-17］。

BRAF 属于色氨酸 / 丝氨酸激酶 Raf 家族，

BRAF 的 V600E 位点突变是多种肿瘤发生的相关因

素。研究显示亚洲 PTC 人群 BRAF 突变率甚至超

过 80%，而良性结节中罕见 BRAF 突变，且假阳性

率低［18-19］。本研究发现 BRAFV600E 作为独立指标对

PTC 进行判断时，显示了较高的灵敏度（75.0%）、

特异度（87.5%) 及准确度（78.6%），虽然其灵

敏度和准确度低于 CK19 和 Gal-3，但仍显示了良

好的阳性预测值（93.8%）。此外，BRAFV600E、

CK19、Gal-3 联合应用可大大提高诊断 PTC 的准

确率（91.4%）。既往研究发现 N0 期 PTC 患者仍

有高达 36.1% 的隐性淋巴结转移率，与这部分患

者出现 BRAF 的 V600E 位点突变密切相关［20-22］，

故而认为 BRAFV600E 阳性提示肿瘤具有较高的侵袭

力。结合本研究结果可以认为，BRAFV600E 是早期诊

断甲状腺恶性结节的有力证据，除可作为独立检测

指标对早期 PTC 进行筛查，还可以联合其他标志物

对可疑甲状腺恶性肿瘤患者进行早期评估，以提高

诊断准确度，为准确选择适宜的手术方案提供依据。

Topo Ⅱ通常表达在细胞增殖的S、G2 和M 期，

是参与细胞周期调节的重要蛋白，在细胞 DNA 修

复和复制中发挥着重要作用。研究发现 Topo Ⅱ在

卵巢癌、胃癌等多种恶性肿瘤中均呈阳性表达，

且与 p53、Ki-67 等具有协同作用，可通过激活

MAPK 通路调节细胞有丝分裂。Topo Ⅱ阳性提示

活跃的细胞增殖和较高的肿瘤分期，往往预示预

后不佳［23］。然而目前关于 Topo Ⅱ在甲状腺癌中

的表达和作用的相关研究较少。本研究结果显示

虽然 Topo Ⅱ在 PTC 中阳性表达率高于甲状腺良性

病变，灵敏度（56.0%）和准确度（64.3%）均不

高，但具有较高的特异度（85.0%）和阳性预测值

（90.3%），可作为诊断 PTC 的参考标志物之一。

CCND1 在细胞周期进程中具有重要作用，能

调节多种转录因子和核受体的转录功能，从而影响

细胞的分化，参与肿瘤的发生、发展。研究显示

CCND1 在乳腺癌、非小细胞肺癌、头颈部鳞状细胞

癌等肿瘤组织中的过表达与肿瘤侵袭力有关［24-25］。 
本研究发现 CCND1 在 PTC 组织中的阳性表达

率远高于甲状腺良性病变组织（分别为 95.0%
和 55.0%），CCND1 诊断 PTC 的灵敏度、准确

度和阳性预测值较高（分别为 95.0%、80.7%、

81.2%），但特异度较低（45.0%），在诊断 PTC
时需参考其他检测指标。
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综上所述，本研究结果显示 CK19、Gal-3、
Topo Ⅱ、CCND1、HBME-1、BRAFV600E 均可作为

PTC 的分子标志物，各个标志物单独诊断 PTC 时，

CK19、Gal-3 的灵敏度最高、Gal-3 的准确度最高；

3 种标志物联合应用并以其中任意 2 种阳性作为阳

性判断标准时，CK19、Gal-3、HBME-1 组合的准

确度最高。随着对肿瘤基因的深入研究，找到与甲

状腺癌发生、发展、转归相关的相关基因，有助于

提高甲状腺癌早期检出率并为甲状腺癌分期及精准

手术治疗提供参考。
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