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摘要：【目的】通过研究乙酰肝素酶（ＨＰＡ）含量与微 淋 巴 管 密 度 的 关 系，探 讨 ＨＰＡ在 甲 状 腺 乳 头 状 癌 淋 巴 结 转

移中的作用。【方法】采用Ｅｎｖｉｓｉｏｎ免疫组织化学两步法检测１５０例甲状腺乳头状癌和２００例 结 节 性 甲 状 腺 肿

患者乙酰肝素酶、Ｄ２－４０的表达情况，计算乙酰肝素酶平均光密度值与Ｄ２－４０阳性标记的微淋巴管密度，分析乙

酰肝素酶含量与微淋巴管密度间的关系，同时与结节性甲状腺肿患者微淋巴管密度和乙酰肝素酶含量分别进行

比较。【结果】甲状腺乳头状癌患者微淋巴管密度和乙酰肝素酶含量明显高于结节性甲状腺肿患者（Ｐ＜０．０１），

癌组织乙酰肝素酶含量与微淋巴管密度呈正相关关系（Ｐ＜０．０１）。【结论】甲状 腺 乳 头 状 癌 患 者 乙 酰 肝 素 酶 与

微淋巴管形成有密切关系，乙酰肝素酶可作为其临床疗效判断和新药研发的参考指标。
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０　引言

　　【研究意义】甲状腺癌是头颈部最常见的恶性肿

瘤之一，近年 来 发 病 率 逐 年 上 升［１，２］，其 中 乳 头 状 甲

状腺癌是最常见的病理分型，且易发生颈部淋巴结转

移［３］。探查乳头状甲状腺癌颈部淋巴结转移的标记

物，将有助于甲状腺乳头状癌治疗的疗效评价和新药

研发。【前 人 研 究 进 展】乙 酰 肝 素 酶（Ｈｅｐａｒａｎａｓｅ，

ＨＰＡ）是哺乳 动 物 体 内 唯 一 能 切 割 细 胞 外 基 质 中 硫

酸乙酰肝素 侧 链 的 内 切 性 糖 苷 酶，对 肿 瘤 的 生 长 分

化、侵袭转移具有重要的作用。乳头状甲状腺癌的生

长分化、侵袭转移直接影响患者的治疗和预后。对甲

状腺疾病住院患者的基础研究证实［４～６］，乳头状甲状

腺癌淋巴结转移与微淋巴管密度密切相关，Ｄ２－４０可

作为疗效判断的标记物，但 ＨＰＡ在其中的作用和表

达情 况，目 前 尚 不 明 了［７］。【本 研 究 切 入 点】阐 明

ＨＰＡ与 乳 头 状 甲 状 腺 癌 淋 巴 结 转 移 的 关 系，为 以

ＨＰＡ为靶点的抗癌药物研究提供依据。【拟解决的

关键问题】通过研究乙酰肝素酶的表达与微淋巴管生

成之间的关系，探讨 ＨＰＡ在乳头状甲状腺癌淋巴结

转移中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　研究对象

　　自２０１１年５月至２０１３年８月，从沈阳市某三级

甲等医院抽样选取乳头状甲状腺癌患者１５０例，设为

病例组，其中男６２例，女８８例，年龄（４６．４±７．４）岁，

淋巴结转移５１例，无淋巴结转移９９例；患者术前无

甲状腺外侵犯及远处转移，且未采取任何抗肿瘤治疗

措施。选取同期组织学类型经病理证实为结节性甲

状腺肿的患者２００例，设为对照组，其中男１００例，女

１００例，年龄（４７．２±１０．７）岁。研究方案获得医院伦

理道德委员会同意，研究对象事先告知并由患者或其

家属签署知情同意书。

１．１．２　试剂

　　兔抗人 ＨＰＡ多克隆抗体（博士德生物工程有限

公司）；ｍＡｂＤ２－４０、ＰＶ９０００检测试剂盒（北京中杉金

桥生物技术有限公司）；苏木精－伊红（ＨＥ）染色试剂；

０．０１％磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）。

１．２　方法

１．２．１　ＨＰＡ和Ｄ２－４０的检测方法

　　收集研究对象手术过程中切除的组织，常规福尔

马林固定、取 材、石 蜡 包 埋 并 切 片（３μｍ）。经 烤 片、
脱腊后，分别进行 ＨＥ染色及免疫组织化学染色。为

保证切片着色时间的一致性，以每１０张切片为一组

进行染色操作。镜下观察乳头状甲状腺癌癌组织中

心区、边缘区、癌旁组织及结节性甲状腺肿。以世界

卫生组织２０００年病理分型标准为甲状腺乳头状癌分

类，并由诊断经验丰富的病理医生再次确认。

　　采 用 Ｅｎｖｉｓｉｏｎ免 疫 组 织 化 学 两 步 法 分 别 检 测

ＨＰＡ和Ｄ２－４０的表达［５］，主要步骤：石蜡切片常规脱

蜡水化，微波修复后置于３％ Ｈ２Ｏ２中３０ｍｉｎ，室温下

血清封闭３０ｍｉｎ，用以阻断内源性过氧化物酶；然后

滴加 一 抗（ＨＰＡ 或 Ｄ２－４０）孵 育 过 夜；次 日 晨，用

０．０１％ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；清洗后用辣根酶标

记的羊 抗 小 鼠ＩｇＧ使 之 发 生 多 聚 合 体 反 应，再 次 用

０．０１％ＰＢＳ洗３次；最后用二氨 基 联 苯 胺（ＤＡＢ）显

色，并用蒸馏水终止反应，进而用苏木素复染并常规

脱水、透明、封片，光镜下观察。每次染色均设阳性和

阴性对照。

１．２．２　判断方法

　　ＨＰＡ阳性染色为细胞浆或细胞核着色，棕黄色

着色为阳性；Ｄ２－４０阳 性 染 色 为 细 胞 浆 着 色，棕 黄 色

着色为阳性。４００倍光镜下观察切片，每例患者选取

５张切片，每张切片随机选择５个视野，以图象分 析

系统（ＭｅｔａＭｏｒｐｈ／ＤＰ１０／ＢＸ４１，ＵＩＣ／ＯＬＹＭ－
ＰＵＳ，ＵＳ／ＪＰ）计 算 ＨＰＡ平 均 光 密 度 值，以Ｄ２－４０
阳性标 记 的 微 淋 巴 管 数 目 计 算 平 均 微 淋 巴 管 密 度

（ＭＶＤ）值。

１．２．３　统计学分析

　　数据用ＳＰＳＳ１６．０统 计 软 件 进 行 分 析。计 量 资

料以均数±标准差表示，计数资料以绝对数表示。实

验组与对照 组 ＨＰＡ、ＭＶＤ的 比 较 采 用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ　ｔ
检验，各部位淋巴结转移与未转移患者 ＨＰＡ、ＭＶＤ
的比较 采 用 重 复 测 量 方 差 分 析，并 依 据 Ｍａｕｃｈｌｙ球

形检验结果 使 用 Ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ－Ｇｅｉｓｓｅｒε系 数 校 正 自

由度；ＨＰＡ与 ＭＶＤ的相关性分析采用偏相关系数

表示；Ｐ＜０．０５认为差别具有统计学意义。
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２　结果与分析

　　２组患者甲状腺组织中 ＨＰＡ表达均为阳性，微

淋巴管标记清晰，其数目和分布在２组间差异明显；
肿瘤细胞无染色。甲状腺乳头状癌癌组织中心区、癌
旁组织微淋巴管分布较稀疏，癌组织边缘区微淋巴管

分布较密集，结节性甲状腺肿患者各部位的微淋巴管

分布亦较稀疏。

　　甲状腺 乳 头 状 癌 患 者 ＭＶＤ值 和 ＨＰＡ含 量 均

明显高 于 结 节 性 甲 状 腺 肿 患 者（甲 状 腺 乳 头 状 癌：

ＭＶＤ，８．６４±４．９７；ＨＰＡ，０．２８±０．０９；结 节 性 甲 状

腺肿：ＭＶＤ，３．２３±１．３３；ＨＰＡ，０．１５±０．０６；均Ｐ＜
０．０１）。ＭＶＤ值：转移与否主效 应Ｆ＝１０．２７，Ｐ＜
０．０１；部位主效应Ｆ＝１０．２７，Ｐ＜０．０１；转移与否与

部位交互作 用Ｆ＝２２４．４０，Ｐ ＜０．０１。ＨＰＡ含 量：
转移与否主效应Ｆ＝１６．３７，Ｐ＜０．０１；部位主效应Ｆ
＝１３１１４．１５，Ｐ＜０．０１；转移与否与部位交互作用Ｆ
＝６３７．６３，Ｐ＜０．０１。

　　甲状腺乳头状癌淋巴结转移的患者各部位间比

较，ＭＶＤ值 和 ＨＰＡ含 量 差 别 均 有 统 计 学 意 义（转

移：ＭＶＤ，Ｆ ＝２２９．８３，Ｐ ＜０．０１；ＨＰＡ，Ｆ ＝
６５２．０９，Ｐ＜０．０１；未 转 移：ＭＶＤ，Ｆ＝８６．２３，Ｐ＜
０．０１；ＨＰＡ，Ｆ＝２２０．７０，Ｐ＜０．０１）；未转移的患者

各部位间比较，ＭＶＤ值和 ＨＰＡ含量差别亦均有统

计学意义，其中边缘区 ＭＶＤ值和 ＨＰＡ含量均明显

高于中心区和癌旁组织（均Ｐ＜０．０１）。

　　甲状腺乳头状癌淋巴结转移的患者与未转移的

患者间比较，中心区 ＭＶＤ值和 ＨＰＡ含量差别均无

统计学意义（ＭＶＤ，ｔ＝０．９７，Ｐ＝０．３４；ＨＰＡ，ｔ＝
１．６７，Ｐ＝０．１１），边缘区 ＭＶＤ值和 ＨＰＡ含量均明

显升高（ＭＶＤ，ｔ＝６．０８，Ｐ＜０．０１；ＨＰＡ，ｔ＝８．９６，

Ｐ＜０．０１），癌旁组织ＭＶＤ值和ＨＰＡ含量差别均无

统计学意义（ＭＶＤ，ｔ＝１．０７，Ｐ＝０．２９；ＨＰＡ，ｔ＝
－０．６４，Ｐ＝０．５３）（表１）。

　　甲状腺 乳 头 状 癌 患 者 ＨＰＡ含 量 与 ＭＶＤ值 呈

正相关关系（ｒ＝０．９９，Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

　　乳头状甲状腺癌若出现周围侵袭则预后很差［８］，
严重影响 患 者 的 生 存 质 量。ＭＶＤ是 肿 瘤 淋 巴 管 生

成状态的指标之一，与周围侵袭、淋巴结转移密切相

关。本研究中甲 状 腺 乳 头 状 癌 患 者 ＭＶＤ值 明 显 高

于结节性甲状腺肿，提示癌组织新生淋巴管较多，且

癌组织边缘区新生淋巴管明显高于癌组织中心区和

癌旁组织。

　　乙酰肝素酶广泛存在于细胞膜和细胞外基质中，
并保持稳定水平，以调节乙酰肝素生成和降解平衡，
维持机体 细 胞 和 组 织 正 常 的 增 生、分 化、黏 附 及 迁

移［９］。如果 ＨＰＡ增 多，乙 酰 肝 素 侧 链 将 被 水 解，肿

瘤组织会进一步生长转移。研究发现甲状腺乳头状

癌患者 ＨＰＡ含量明显高于结节性甲状腺肿，提示乙

酰肝素平衡关系被打破。ＨＰＡ通过破坏细胞外基质

和基底膜，降低细胞间质屏障功能，促进肿瘤细胞侵

入基质和血管壁。本研究中癌组织边缘区乙酰肝素

酶明显高于癌组织中心区和癌旁组织，且发生淋巴结

转移的患者较未转移的患者含量增多，提示癌组织边

缘区基质稳定状态破坏严重，进而促进了微淋巴管形

成，肿 瘤 组 织 出 现 明 显 的 扩 散 和 转 移。ＨＰＡ 与

ＭＶＤ的相关性分析进一步验证这一点，相关性分析

结果也提示 ＨＰＡ的表达与微淋巴管生成密切相关，
一方面 ＨＰＡ过量表达，加大基质稳定状态的破坏程

度，使新生淋巴管增多，加速肿瘤的发展和侵袭；另一

表１　甲状腺乳头状癌患者组织中微淋巴管密度及乙酰肝素酶的比较

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏ?ｌｙｍｐｈａｔｉｃ　ｖｅｓｓｅｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ａｎｄ　ｈｅｐａｒａｎａｓｅ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｐａｐｉｌｌａｒｙ　ｔｈｙｒｏｉｄ　ｃａｎｃｅｒ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄｅ

ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

指标
Ｉｎｄｅｘ

淋巴结转移
Ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄｅ　ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

例数
Ｎｕｍｂｅｒ

中心区
Ｃｅｎｔｒａｌ　ｚｏｎｅ

边缘区
Ｍａｒｇｉｎａｌ　ｚｏｎｅ

癌旁组织
Ｐｅｒｉｃａｒｃｉｎｏｕｓ　ｔｉｓｓｕｅ

微淋巴管密度
Ｍｉｃｒｏ－ｌｙｍｐｈａｔｉｃ　ｖｅｓｓｅｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ

转移
Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ５１　 ５．６３９１±１．３８３６　 １７．３３２５±２．２２６９＊ ５．９０９３±１．３５９９＃

未转移
Ｎｏｎ－ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ９９　 ５．１５９７±１．３１２４　 １２．４９３２±２．１３１９＊△ ５．３０６６±１．７０４３＃

乙酰肝素酶
Ｈｅｐａｒａｎａｓｅ

转移
Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ５１　 ０．２３１３±０．０１８６　 ０．４３５５±０．０２１４＊ ０．２０６３±０．０１６９＊＃

未转移
Ｎｏｎ－ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ９９　 ０．２２１０±０．０１４９　 ０．３５４７±０．０２７６＊△ ０．２１０４±０．０１８３＃

　　注：中心区、边缘区、癌旁组织三个部位间比较：＊，与中心区比较Ｐ＜０．０１；＃，与边缘区比较Ｐ＜０．０１。淋巴结转移与未转移患者间比较：
△，Ｐ＜０．０５。
　　Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ａｍｏｎｇ　ｔｈｅ　ｃｅｎｔｒａｌ　ｚｏｎｅ，ｍａｒｇｉｎａｌ　ｚｏｎｅ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐｅｒｉｃａｒｃｉｎｏｕｓ　ｔｉｓｓｕｅ：＊，ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｃｅｎｔｒａｌ　ｚｏｎｅ，Ｐ＜０．０１；＃，ｃｏｍ－
ｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｐｅｒｉｃａｒｃｉｎｏｕｓ　ｚｏｎｅ，Ｐ＜０．０１．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄｅ　ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ　ａｎｄ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄｅ　ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ：△，
Ｐ＜０．０５．

６４ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１５



方面，肿瘤的发展促进了微淋巴管的形成，进一步破

坏了乙酰肝素平衡网络，形成了恶性循环［４］。

　　鉴于 ＨＰＡ在 肿 瘤 侵 袭 转 移 与 微 淋 巴 管 生 成 方

面的作用，以 ＨＰＡ为靶点的抗癌药物的研究将是肿

瘤治疗的热 点［１０］。研 究 表 明，肝 素 酶 抑 制 剂 可 以 抑

制口腔上皮癌 ＫＢ细胞的增殖和侵袭迁移，当肝素酶

抑制剂与化疗药物联合使用时，化疗药物抗肿瘤侵袭

转移的能力增强［１１］；此外，群体药代动力学研究表明

ＨＰＡ抑制剂在抗肿瘤治疗方面已经进入Ⅲ期临床实

验［１２］，可见 ＨＰＡ可能将成为甲状腺乳头状癌患者治

疗的切入点之一。

　　总之，甲状腺乳头状癌 ＨＰＡ的含量与 ＭＶＤ关

系密切，抑制甲状腺乳头状癌 ＨＰＡ的产生可能成为

其治疗的一个靶点；同时，ＨＰＡ可作为甲状腺乳头状

癌治疗的疗效评价和新药研发的参考指标。但 ＨＰＡ
与 ＭＶＤ相互作用的途径尚需进一步研究证实。
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