
临床与病理杂志
J  Cl in  Path ol  R e s 2018, 38(7)    http://lcbl.amegroups.com

1434

收稿日期 (Date of reception)：2018–05–17

通信作者 (Corresponding author)：方媛，Email: fangyuan19850303@126.com

基金项目 (Foundation item)：江苏省自然科学基金 (BK20170134)；南京市医学科技发展资金 (QRX17154)。This work was supported by the 

Natural Science Foundation of Jiangsu Province (BK20170134) and Nanjing Medical Science and Technology Development Foundation (QRX17154), China.

doi: 10.3978/j.issn.2095-6959.2018.07.010
View this article at: http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.2095-6959.2018.07.010

甲状腺乳头状癌 B-raf 基因突变及Caveolin-1 和 COX-2 蛋白	

表达的临床意义

张杰东1，朱传东2，刘杜先1，刘兰侠1，方媛3

(1. 东南大学附属第二医院病理科，南京 210003；2. 东南大学附属第二医院肿瘤科，南京 210003； 

3. 南京医科大学附属南京医院病理科，南京 210006)

[摘　要]	 目的：研究甲状腺乳头状癌 ( p a p i l l a r y  t h y r o i d  c a r c i n o m a ， P TC) 中 B - r a f 基因突变率及小凹蛋

白-1(Caveolin-1)、环氧化酶-2(COX-2)蛋白表达水平，探讨其临床意义。方法：纳入82例PTC和30

例结节性甲状腺肿患者病变标本，应用实时荧光定量PCR检测B-raf基因突变率，应用免疫组织化

学SP法检测Caveolin-1，COX-2蛋白表达水平，并分析上述B-raf基因突变率，Caveolin-1和COX-2

蛋白表达水平之间的相关性及其与患者临床病理特征的关系。结果：B -raf基因在P TC及结节性

甲状腺肿组织的突变率分别为68.29%和0(P<0.01)。B -raf基因突变与P TC患者淋巴结转移、包膜

侵犯密切相关(P<0.05)，与患者性别、年龄、肿瘤大小、结节数目、TNM分期无关(均P>0.05)。

Caveolin-1及COX-2在PTC患者标本的表达水平分别为69.51%和79.27%，明显高于结节性甲状腺

肿组(23.33%，13.33%；P<0.01)，其中Caveolin-1蛋白表达与PTC患者淋巴结转移相关(P<0.05)，

COX-2与颈部淋巴结转移、包膜侵犯相关(均P<0.05)，与其他临床病理特征无关。PTC中B-raf基

因突变与Caveolin-1蛋白表达呈正相关(P<0.05)，B-raf基因突变与COX-2蛋白表达无关(P>0.05)。 

结论： PTC中B-raf基因突变率较高，同时Caveolin-1和COX-2蛋白表达水平均较高，且B-raf基因突

变与Caveolin-1表达密切相关，共同参与PTC浸润及转移，联合检测上述指标有助于提高PTC的早

期诊断及预后评估。

[关键词]	 甲状腺乳头状癌；B-raf基因突变；Caveolin-1；COX-2
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甲状腺乳头状癌(papillary thyroid carcinoma，

PTC)是甲状腺最常见的恶性肿瘤，近年来发病率

明显上升。B-raf基因突变被认为是PTC发生发展的

重要分子事件，可作为PTC的独立预测因素[1]。小

凹蛋白-1(Caveolin-1)和环氧化酶-2(COX-2)参与多

种肿瘤的发生发展和侵袭转移等 [2-3]。本研究旨在

检测PTC中B -raf基因突变及Caveolin-1和COX-2蛋

白表达，探讨三者在PTC中的临床病理意义。

1  材料与方法

1.1  材料

选 取 东 南 大 学 附 属 第 二 医 院 病 理 科 2 0 1 6 年 

8月至2017年8月存档蜡块，所有病例诊断明确。

病例组82例PTC，年龄17~74(平均40)岁，其中男

20例，女62例。肿瘤最大径 0.1~3.1(平均1.1) cm。

经颈部淋巴结清扫病理证实，未转移者3 5例，转

移者47例。按照TNM分期标准，I，II期者63例，

I I I ， I V 期 1 9 例 。 所 有 病 例 为 首 次 发 病 ， 且 资 料

保存完整，所有患者术前未接受放、化疗等。同

时，选取 3 0 例结节性甲状腺肿 (n o d u l a r  g o i t e r ，

N G) 作为对照，年龄 1 6 ~ 6 8 ( 平均 4 2 ) 岁，其中男 

9例，女21例。本研究经东南大学附属第二医院伦

理委员会审核批准，所有患者知情同意并签署知

情同意书。

1.2  方法

B -raf基因突变的检测利用实时荧光定量P CR 

Taqman-A R MS探针法，检测组织中B -raf基因600

密码子 ( V 6 0 0 E) 的错义突变情况。选取手术切除

并经病理证实的PTC及NG标本，经固定及石蜡包

埋后切成5张10 μm厚的石蜡切片，并确保切片含

有>70%的肿瘤组织。使用德国Qiagen公司的DNA

提取试剂盒提取石蜡标本基因组DNA。参照厦门

艾德生物医药科技有限公司的人类B -raf基因突变

检测试剂盒进行。阴性质控标准品采用灭菌双蒸

水。按照试剂盒说明书对收集信号进行分析，判

断样本阳性为突变型，阴性为野生型。

免疫组织化学鼠抗人单克隆抗体Caveolin-1，

COX- 2和DA B显色试剂盒均购自北京中杉金桥生

物技术有限公司。用磷酸盐缓冲液 ( P B S) 替代一

抗 作 为 阴 性 对 照 。 标 本 经 4 % 中 性 甲 醛 固 定 ， 石

Abstract Objective: To study the clinical significance of B-raf gene mutation and Caveolin-1 and COX-2 expressions in 

papillary thyroid carcinoma. Methods: We collected tissue samples from 82 cases of papillary thyroid carcinoma 

and 30 cases of nodular goiter, and we applied Real time-PCR to detect B-raf gene mutation, IHC SP method was 

carried out to detect the expression level of Caveolin-1,COX-2 protein. Then we analyzed the correlation between 

B-raf gene mutation ratio with Caveolin-1 and COX-2 expression level, and also analyzed the correlation between 

above factors with clinical pathology factors statistically. Results: Firstly, the mutation rate of B-raf gene in 

papillary thyroid carcinoma and nodular goiter were 68.29% and 0 (P<0.01), and B-raf gene mutation in papillary 

thyroid carcinoma was closely related to lymph node metastasis, capsular invasion (P<0.05), while there was no 

relation with gender, age, size, number of tumor nodules and TNM stage (P>0.05). Secondly, the expression level 

of Caveolin-1 and COX-2 in papillary thyroid carcinoma were significantly higher(69.51%, 79.27%) than those in 

nodular goiter (23.33%, 13.33%; P<0.01); moreover, the Caveolin-1 protein expression was related with lymph 

node metastasis (P<0.05), and the COX-2 protein expression was related with lymph node metastasis and capsular 

invasion (P<0.05), while Caveolin-1 and COX-2 expression were both not related with other clinicopathological 

features. Thirdly, B-raf gene mutation in papillary thyroid carcinoma was positively related with Caveolin-1 

expression (P<0.05), yet not related with COX-2 (P>0.05). Conclusion: The B-raf gene is highly mutated in 

papillary thyroid carcinoma, and there are also higher expression of Caveolin-1 and COX-2 in papillary thyroid 

carcinoma. All above factors are involved in the invasion and metastasis of papillary thyroid carcinoma, implying 

that combined detection of these three factors may improve the early diagnosis and prognosis assessment of 

papillary thyroid carcinoma.
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蜡包埋，切片厚度为4 μm；免疫组织化学采用SP
法 ， 具 体 按 试 剂 盒 说 明 进 行 操 作 。 结 果 判 定 ：

Caveolin-1阳性定位于细胞膜，COX-2阳性表达于

细胞膜和/或细胞质，采用半定量评分系统，结合

染色强度及阳性细胞百分比进行评分 [4-5]。染色强

度分为：0分(阴性)，1分(弱阳性)，2分(中等阳

性)和3分(强阳性)。阳性细胞数所占百分比计分：

全阴性为0分，阳性细胞数≤10%为1分，阳性细胞

数11%~50%为2分，阳性细胞数51%~75%为3分，

阳性细胞数> 7 5 %为4分。染色强度与阳性细胞数

所占百分比的乘积：0~3分为(−)，4~5分为(+)， 
6 ~ 7 分为 ( + + ) ， > 8 分为 ( + + + ) 。得分≤ 3 为 ( − ) ， 
>3分为(+)。所有免疫组织化学染色结果采用双盲

法进行病理阅片。

1.3  统计学处理

应用SPSS 18.0统计软件进行分析。计数资料

以 率 ( % ) 表 示 ， 采 用 χ 2检 验 ， 两 变 量 间 的 相 关 性

采用Spear man分析。以P<0.05为差异具有统计学 
意义。

2  结果

2.1  B-raf 基因突变与临床病理特征的关系

3 0 例 N G 均未检测出 B - r a f 基因突变，为野生

型，82例PTC中B-raf突变率为68.29%(图1)，差异

有统计学意义( P < 0 . 0 1 )。淋巴结转移组和包膜侵

犯组的B -raf基因突变率(80.85%，85.19%)高于无

淋巴结转移组、无包膜侵犯组(51.43%，60.00%；

P<0.05)；B-raf基因突变率与性别、年龄、肿瘤直

径、肿瘤数目、TNM分期无关(P>0.05)。

2.2  Caveolin-1 和 COX-2 在 PTC 和 NG 中的表达

Caveolin-1和COX-2在30例NG中的阳性表达率

分别为23.33%和13.33%，在82例PTC中阳性表达率

分别为69.51%和79.27%，两组之间差异具有统计学

意义(P<0.01；图2)。

2.3  Caveolin-1 和 COX-2 蛋白表达与 PTC 临床病

理特征之间的关系

PTC中Caveolin-1的表达与颈部淋巴结转移和

B -raf基因突变有显著相关性(P< 0 . 0 5 )，与性别、 
年龄、肿瘤直径、肿瘤数目、包膜侵犯、TNM分

期无相关性(P>0.05)；COX-2与颈部淋巴结转移、

包膜侵犯相关( P < 0 . 0 5 )，与性别、年龄、肿瘤直

径、肿瘤数目、TNM分期、B -raf基因突变无明显

相关性(P>0.05；表1)。

2.4  B-raf 基因突变与 Caveolin-1 和 COX-2 蛋白

表达的相关性

Spear man相关性分析显示在P TC中B -raf基因

突变与Caveolin-1蛋白的表达呈正相关(r=0.232，

P=0.036)，B-raf基因突变与COX-2蛋白的表达无关

(r=0.169，P=0.130；表2)。
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图1 B-raf基因RT-PCR扩增产物荧光曲线图

Figure 1 B-raf gene mutation RT-PCR amplification curve in PTC

(A)B-raf基因突变阳性；(B)B-raf基因突变阴性。

(A) Positive mutation of B-raf gene; (B) Negative mutation of B-raf gene.
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A B

图2 免疫组织化学法检测PTC中Caveolin-1，COX-2的表达(SP，×200)

Figure 2 Immunohistochemical methods showing the expression of Caveolin-1 and COX-2 in PTC (SP, ×200)

(A)PTC中Caveolin-1的表达；(B)PTC中COX-2的表达。

(A) Expression of Caveolin-1 in PTC; (B) Expression of COX-2 in PTC.

表1 Caveolin-1，COX-2蛋白表达与PTC临床病理特征的关系

Table 1 Correlation of Caveolin-1 and COX-2 protein expression with clinicopathologic features in PTC 

病理特征 n Caveolin-1/[例(%)] χ2 P COX-2/[例(%)] χ2 P

性别 2.994 0.084 0.009 0.926

男 20 17 (85.00) 16 (80.00)

女 62 40 (64.52) 49 (79.03)

年龄/岁 2.069 0.150 0.065 0.799

≥40 46 29 (63.04) 36 (78.27)

<40 36 28 (77.78) 29 (80.56)

肿瘤最大径/cm 0.687 0.407 0.032 0.857

≥1 37 24 (64.87) 29 (78.38)

<1 45 33 (73.33) 36 (80.00)

肿瘤数目 0.746 0.388 0.042 0.838

单发 50 33 (66.00) 40 (80.00)

多发 32 24 (75.00) 25 (78.13)

淋巴结转移 12.635 <0.001 10.008 0.002

有 47 40 (85.11) 43 (91.49)

无 35 17 (48.57) 22 (62.86)

包膜侵犯 0.395 0.530 4.349 0.037

有 27 20 (74.07) 25 (92.59)

无 55 37 (67.27) 40 (72.73)

TNM分期 1.039 0.308 1.567 0.211

I，II 63 42 (66.67) 48 (76.19)

III，IV 19 15 (78.95) 17 (89.47)
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3  讨论

甲 状 腺 癌 发 病 率 在 过 去 的 1 0 年 中 每 年 增 长

5% [6]，乳头状癌是其最常见类型，外科手术是主

要治疗方法，但是其广泛的局部浸润和远处转移

使得预后较差 [ 7 ]。因此，加强检测 P TC 中的肿瘤

标志物及判断侵袭转移，有助于早期诊断及提高 
预后。

B-raf基因是MAPK信号通路的重要蛋白激酶，

参 与 调 控 蛋 白 的 功 能 和 表 达 水 平 ， 以 及 细 胞 生

长、分化和凋亡等，B-raf基因突变致MAPK级联通

路的激活，使细胞增殖、肿瘤发生。B -raf基因突

变是甲状腺肿瘤中最常见的分子遗传学改变[8]，在

甲状腺癌中的突变率为29%~83%[9]，通常在经典型

和高细胞亚型中多发，而在良性病变中未发现突

变。同时，有研究[10-11]表明：B-raf基因突变是公认

的PTC预后差的危险因素，并与PTC的相关病理特

征相关。本研究结果分析显示：B -raf基因突变在

PTC中发生率高，B-raf基因突变与PTC的淋巴结转

移、包膜侵犯之间差异有统计学意义，进一步证

明此观点，说明B-raf基因突变是PTC预后差的有效

指标之一，临床应对此PTC伴有B-raf基因突变的病

例积极治疗，以期改善预后。

C a v e o l i n - 1 是细胞膜结构的重要组成部分，

在人体多种细胞中广泛表达，是Cav e o l a e家族的

脚手架结构，参与膜泡转运、胆固醇平衡、细胞

迁移和细胞内信号通路的调节 [12]，进而影响细胞

的增殖、分化、转移等。在不同肿瘤发生中，可

能起抑制作用，亦可能促进肿瘤发展。有研究 [13]

表明：在乳腺、结肠、胃和肺癌中， C av e o l i n - 1
表达下调促进细胞增殖和减少细胞凋亡，而在前

列腺癌， C av e o l i n - 1 的表达上调使其预后较差。

C av e o l i n - 1 调控肿瘤细胞的增殖分化及侵袭迁移

是通过多种信号传导通路，其中就有 C av e o l i n - 1
沉默表达激活ERK1/2，PI3K-Akt通路来促进肿瘤

的侵袭迁移 [ 1 4 ]。有研究 [ 1 5 ]表明：Cav e o l i n - 1可直

接与PI3K结合而抑制PI3K/Akt信号转导通路。Du
等 [16]发现Caveol in-1通过抑制BKCa通道进而抑制

乳腺癌M CF- 7细胞的增殖和侵袭。以上研究表明

Caveolin-1可作为一种抑癌基因抑制肿瘤的发生。

但在某些肿瘤的研究 [12]中发现：肿瘤的恶性程度

越高，侵袭转移范围越大， C av e o l i n - 1 的表达越

高。A u z a i r等 [ 1 7 ]通过免疫组织化学染色法检测发

现Caveolin-1高表达可作为在口腔鳞状细胞癌预后

的一个独立因素，Caveolin-1表达增多，患者预后

越差。同时，有研究 [18]发现：Caveolin-1通过增加

IGF-1R的表达及活化PI3K/Akt和R AF/MEK/ERK
途径抑制瘤细胞凋亡。目前，在甲状腺肿瘤中关

于Cav e o l i n - 1和B - r a f之间的研究尚无报道。本研

究结果显示：Caveolin-1在PTC中高表达，与B-raf
基因突变相关，与 Ja n k o v ić等 [ 1 9 ]的结果一致，表

明Caveolin-1能促进PTC的发生发展，其可能通过

Cav e o l i n - 1表达提高激活P I 3 K / A k t信号转导通路

而增强肿瘤的侵袭与转移能力。当发生B -raf基因

突变时Cav e o l i n - 1蛋白表达更高，推测B - r a f基因

突变可能促进Cav e o l i n - 1蛋白表达，B - r a f基因与

Caveolin-1共同参与PTC的发生、发展。同时，本

研究表明：Caveolin-1在有淋巴结转移组中的阳性

表达显著高于无淋巴结转移组，提示其在PTC的浸

润转移中扮演重要角色。

COX- 2系膜结合蛋白，是前列腺素生成过程

中的限速酶，在正常组织中甚少表达，在细胞接

受相应刺激后开始合成，是一种反应性即刻反应

蛋白。有报道 [20]指出：PI3K/Akt信号通路能调控

COX- 2的表达，COX- 2作用于P I 3 K / A k t信号通路

下游，高表达时增强Akt活性，进而促进细胞的增

殖。谷化平等 [21]认为：COX- 2能刺激肿瘤细胞增

殖、抑制凋亡，在许多肿瘤组织中高表达。本实

验发现：COX- 2在P TC中高表达，且与淋巴结转

移、包膜侵犯有关，与杜日昌等[3]的研究一致，提

示COX-2在PTC的发生发展及浸润转移过程中有促

进作用。同时显示：COX-2高表达与B-raf基因高突

变率无明显相关性，推测两者虽均参与了PTC的发

生发展及浸润转移，但可能通过不同的信号通路

调节。

综 上 所 述 ， P T C 中 B - r a f 基 因 突 变 以 及

表2 PTC中B-raf基因突变与Caveolin-1与COX-2蛋白表达的相关性

Table 2 Correlation of B-raf gene mutation with Caveolin-1 and COX-2 expression in PTC

B-raf基因突变 n
Caveolin-1

r P
COX-2

r P
+ – + –

+ 56 43 13 0.232 0.036 47 9 0.169 0.130

– 26 14 12 18 8
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Caveolin-1和COX-2的高表达，可作为评估PTC侵

袭转移能力的重要指标，三者联合检测可提高诊

断的准确性，从而为研究相应的靶向药物提供可

靠的临床病理数据。
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