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甲状腺癌淋巴结微转移的研究

李迅庚，马宏岩，金星

（山东大学山东省立医院 普通外科，山东 济南 ２５００２１）

　　摘要：目的　探讨 ＭＵＣ１检测在甲状腺癌淋巴结微转移的可靠性和敏感性。方法　对 ４８８例甲
状腺疾病手术患者于术前 ２４ｈ用 １％美兰 １．０～２．０ｍＬ注射于甲状腺结节或周围腺体，术中显示蓝染
淋巴结，采用 ＲＴＰＣＲ法测定临床蓝染淋巴结中的 ＭＵＣ１。结果　蓝染淋巴结显示率甲状腺癌为９３％，
良性病例为 ０。研究组 ８０个蓝染淋巴结中发现有 ＭＵＣ１ｍＲＮＡ表达的为 ９５％，与病理诊断率（８６％）
相比有提高（Ｐ＜０．０５）；良性病变（阴性对照组）淋巴结均不存在 ＭＵＣ１ｍＲＮＡ的表达；阳性对照组的
癌转移性淋巴结均存在 ＭＵＣ１ｍＲＮＡ的表达。结论　ＭＵＣ１较病理检查敏感，ＰＣＲ产物点杂交进一步证
实 ＭＵＣ１作为 ＰＣＲ标志物有较好的可靠性。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（１１）：１０７３－１０７５］
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　　癌转移的临床检测多靠病理及免疫组化检
查，敏感性较差。目前应用的一种连续切片以诊

断微小转移灶检查方法，可使微转移灶检出率提

高［１］，但费时费力，不适用于常规检测。ＭＵＣ１是
多形上皮细胞黏蛋白（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｅｐｏｔｈｅｌｉａｌｍｕｃｉｎ）的
核心蛋白基因，在甲状腺及甲状腺癌组织中表达。

　　收稿日期：２００７－０７－０９；　修订日期：２００７－０９－２４。

　　作者简介：李迅庚，女，吉林松原人，山东大学山东省立医院主

治医师，主要从事甲状腺、乳腺基础和临床方面的研究。

　　通讯作者：李迅庚　Ｅｍａｉｌ：ｌｉｘｕｎｇｅｎｇ＠１６３．ｃｏｍ

本文以 ＭＵＣ１ｃＤＮＡ的特异序列为 ＲＴＰＣＲ引物，

初步探讨采用 ＲＴＰＣＲ方法，以 ＭＵＣ１ｍＲＮＡ作为

标志物，用于检测临床甲状腺癌及周围淋巴结微

转移，旨在发现甲状腺癌淋巴结隐匿性微转移，指

导临床手术术式的选择，以提高甲状腺癌一次性

手术的成功率。

１　材料与方法

１．１　临床资料

笔者 ２００２年 ５月—２００５年 ５月共检测甲状
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腺疾病手术患者 ４８８例，术后病理诊断甲状腺乳
头状癌 １２７例，甲状腺滤泡状癌 １０例，甲状腺髓
样癌 ６例，结节性甲状腺肿 ３２５例，桥本氏病
２０例，均经病理检查证实诊断。其中男 ７２例，女
４１６例；年龄 １５～７１岁，中位年龄 ４０岁。
１．２　主要实验仪器及试剂

超速低温离心机 （ＳｏｒｖａｌｌｓｕｐｅｒＴ２１杜邦公
司），ＰＣＲ扩 增 仪 （ＰＴＣ２００ＴＭ 美 国），电 泳 仪
（Ｐｏｗｅｒ／ＰＡＣ３００ＢＩＯＲＡＤ），ＵＬＴＲＯＳＰＥＣⅡ紫外分
光光度计（ＬＫＢＢｉｏｃｈｒｏｍ公司），ＧＩＳ数码凝胶图象
分析系统（上海天能公司）。ＴＲＩｚｏｌ总 ＲＮＡ提取
试剂（ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司），ＲＮＡＰＣＲ试剂盒（Ｔａｋａｒａ
ｓｈｕｚｏ公司）。引物：购自大连宝生物工程（有限）
公司，引物设计参照 Ｎｏｇｕｃｈｉ［１］的报道，ＭＵＣ１引
物：上游引物 ＣＧＴＣＧＴＧＧＡＣＡＴＴＧＡＴＧＧＴＡＣＣ；下游
引 物 ＧＧＴＡＣＣＴＣＣＴＣＴＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣＡＡ，可 扩 增

２８７ｂｐ的 ｃＤＮ片段。内标 βａｃｔｉｎ引物：上游引物
ＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴ；下 游 引 物 ＴＣＡＴＣＡＣ
ＣＡＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧ．可扩增 １５４ｂｐ的 ｃＤＮＡ片段。
１．３　研究方法
１．３．１　研究分组　１％美兰 １．０～２．０ｍＬ于术
前 ２４ｈ在甲状腺肿瘤和结节内或周围注射。甲癌
１４３例术中显示蓝染淋巴结１２０８枚（每例０～１０枚，
平均 ８枚），良性病变病例中均无蓝染淋巴结。将
摘除之淋巴结标本沿长轴于中间切开，标号后随

机选取一半送常规病理检查（包括连续切片病理

检查），另一半用锡箔纸包裹后浸入液氮中速冻，

然后置于 －７０°冰箱内保存待测。标本分组：
（１）研究组，在蓝染的 １２０８枚淋巴结中随机抽取
８０枚测定；（２）阴性对照组，取 １４例甲状腺良性
病变的淋巴结 １５枚；（３）阳性对照组，取 １５例甲
状腺乳头状癌肿瘤标本 １５个及病理诊断为转移
癌的甲状腺周围淋巴结 １５枚；（４）正常对照组，
取 ２５例甲状腺良性病变中正常侧腺叶的淋巴结
３０枚；（５）空白对照组。
１．３．２　提取总 ＲＮＡ　按 ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书提取
每例标本的总 ＲＮＡ，紫外分光光度仪测量、判定所
提取 ＲＮＡ的纯度，要求 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＞１．７。
１．３．３　ＲＴＰＣＲ　将每例标本的总 ＲＮＡ反转录
成 ｃＤＮＡ；在 下 列 反 应 体 系 中 ＰＣＲ：３μＬ标 本
ｃＤＮＡ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ４μＬ，ＭＵＣ１上、下 游 引 物 各
１．５μＬ，βａｃｔｉｎ上、下游引物各 ０．５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚
合酶 ０．２５μＬ，灭菌蒸馏水 ３４．７５μＬ。ＰＣＲ条件：
９４ｏＣ２ｍｉｎ，５０ｏＣ１ｍｉｎ，７２ｏＣ１．５ｍｉｎ，共３０次循环。
１．３．４　电泳　ＰＣＲ产物 ５μＬ在 ２％琼脂糖凝胶

版上电泳，ＥＢ染色，应用 ＧＩＳ数码凝胶图象分析系
统记录结果。在 ２８７ｂｐ处显带者为ＭＵＣ１ｍＲＮＡ阳
性（附图）。
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　　附图　ＭＵＣ１ｍＲＮＡ表达　１空白；２阴性对照；
３正常对照；４阳性对照；５甲状腺癌组织；６癌组织淋
巴结转移

１．３．５　ＰＣＲ产物测序　应用自动测序仪对阳性
ＰＣＲ产物测序，由大连宝生物工程（有限）公司完
成。

１．４　统计学方法
数据均用 ｘ±ｓ表示，两样本均数间的比较用

ｔ检验。数据用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件处理。

２　结　果

２．１　基因诊断的灵敏度及特异度
阳性对照组３０个标本中，３０个标本均检测到

了 ＭＵＣ１基 因 ｍＲＮＡ 的 表 达，诊 断 灵 敏 度 为
１００％。对 ＲＴＰＣＲ阳性产物测序结果显示，所检
测的 ２８７ｂｐ长度的 ｃＤＮＡ片段与人类 ＭＵＣ１基因
１００％同源。阴性对照组的１５个标本及正常组织
的 ３０个标本均未检测到 ＭＵＣ１基因 ｍＲＮＡ的表
达，特异度为 １００％。
２．２　实验组标本 ＭＵＣ１基因 ｍＲＮＡ的表达率

研究组中，８０枚淋巴结中 ７６枚检测到了 ＭＵＣ１
基因 ｍＲＮＡ的表达，检出率占 ９５．０％（７６／８０）。
ＭＵＣ１ｍＲＮＡ的表达阳性者即诊断为淋巴结隐匿性微
转移。ＭＵＣ１基因 ｍＲＮＡ在蓝染淋巴结、甲状腺癌及
其淋巴结转移癌中表达情况见附表。

附表　ＭＵＣ１在甲状腺癌
!

蓝染淋巴结
!

正常组织的表达

组别 ｎ ＭＵＣ１／βａｃｔｉｎ比值

蓝染淋巴结（研究组） ８０ ０．５３４±０．０２１１），２）

甲状腺癌（阳性对照） １５ ０．５５９±０．０２０１），２）

阳性对照 １５ ０．５６３±０．０２２１），２）

正常组织 ３０ ０．１９２±０．０１８

阴性对照 １５ ０．０５２±０．０１４

空白对照 ０．０４７±０．０２１

　　注：１）与阴性对照组比较，Ｐ＜０．０１；２）与正常对照组比较，

Ｐ＜０．０１

４７０１
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３　讨　论

ＭＵＣ１是多型上皮细胞黏蛋白的核心蛋白基
因，其表达产物是一类高分子量膜糖蛋白，在正

常腺细胞表达很低，在癌组织中存在畸形糖基化

和糖基化不完全，使 ＭＵＣ１的核心蛋白暴露出新
的蛋白表位或新的糖抗原，分布于整个癌细胞表

面，可为免疫系统识别，成为肿瘤特异的抗原。再

者，ＭＵＣ１黏蛋白主要存在于某些上皮性组织和
器官中，特别是在所有正常及癌变组织中均表达，

而在间叶组织来源的淋巴结中不表达［２］，因此

ＭＵＣ１可作为某些上皮性肿瘤发生淋巴结转移的
有效标志物。Ｍａｇｒｉｎａ等［３］认为，用 ＲＴＰＣＲ检测
ＭＵＣ１表达可作为甲状腺癌术前细针穿刺分子生
物学诊断的依据。Ｋａｍｐｒａｔｈ等［４］研究发现，７５％
的甲状腺乳头状癌患者细胞胞浆内 ＭＵＣ１阳性染
色。因此 ＭＵＣ１可用于检测甲状腺癌淋巴结微转
移。

本研究以 ＲＴＰＣＲ方法对甲状腺癌及周围淋
巴结进行了检测，发现 ＭＵＣ１基因在甲状腺癌组
织的表达率为 １００％，表明 ＭＵＣ１ｍＲＮＡ可作为检
测甲状腺癌淋巴结转移的标志物。采用 ＭＵＣ１
ｍＲＮＡＰＴＰＣＲ分析法用于甲状腺癌周围蓝染淋巴
结微转移灶的诊断。结果在 ８０个淋巴结中有
７６个发现有 ＭＵＣ１ｍＲＮＡ的表达，阳性检出率为
９５．０％，与病理诊断率（８６．０％）相比有明显提
高（Ｐ＜０．０５），提示 ＲＴＰＣＲ检测淋巴结中 ＭＵＣ１
ｍＲＮＡ的表达作为一种监测癌细胞淋巴结隐匿性
微转移的手段是可行的，可用以指导甲状腺癌患

者术中和术后的治疗方案，降低复发率，提高治愈

率。

ＭＵＣ１在肿瘤发生、发展中起双重作用：一方
面，ＭＵＣ１异常表达，极性分布丧失，影响细胞表
面分子间的相互黏附作用，使肿瘤细胞逃避免疫

系统的监视，而利于瘤细胞的转移和生长。另一

方面，ＭＵＣ１本身是一种半抗原，由于糖基化不
全，出现新的糖链及肽表位，可诱导抗肿瘤的免疫

应答，使 ＭＵＣ１成为一种肿瘤生物治疗的靶分子。
ＲＴＰＣＲ检测的敏感性已被公认，但也常出现非特
异扩增。由于目前尚无较 ＲＴＰＣＲ更敏感的方法
来对 ＲＴＰＣＲ的临床检测结果的特异性进行验
证［５－７］，本文尝试以酶切分析法及 ＤＮＡ点杂交法

对扩增产物进行分析，其根据在于若能证实扩增

产物的特异性即可确定 ＲＴＰＣＲ检测结果的可靠
性；同时对临床样品也作了选择，特选了取自非甲

状腺癌患者的淋巴结（不存在甲状腺癌转移）来

进行 ＲＴＰＣＲ检测，较全面地考察了本法的特异
性，显示 ＭＵＣ１作为 ＲＴＰＣＲ法检测甲状腺癌淋巴
结转移的标志基因具有较高的可靠性及应用价

值。当然，ＲＴＰＣＲ检测技术的潜力还受到肿瘤
标志物的特异性、样品收集、保存等诸多因素所

限，但仍远远敏感于免疫组化法，两者相辅相成。

将其应用于其它上皮性肿瘤微转移灶诊断仍有待

于进一步的探讨。

本研究结果显示：采用 ＲＴＰＣＲ法，以 ＭＵＣ１
ｍＲＮＡ作为标志物检测临床甲状腺及其区域淋巴
结微转移，可判断淋巴结转移和转移的范围，可指

导临床手术术式选择，有助于提高甲状腺乳头状

癌一次性手术的成功率。ＭＵＣ１作为 ＲＴＰＣＲ法
检测甲状腺癌区域淋巴结微转移的标志基因具有

较高的可靠性及应用价值和前景。
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