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  摘 要:目的 研究程序性死亡因子配体-1(PD-L1)、人骨髓内皮细胞标记物-1(HBME-1)在甲状腺乳头状

癌组织中的表达及临床意义。方法 选取2017年4月至2019年5月该院收治的102例甲状腺乳头状癌患者

为研究对象,手术切除病灶组织及癌旁正常组织,分别作为观察组(n=102)与对照组(n=102)。通过免疫组化

染色,观察两组PD-L1、HBME-1表达情况。通过单因素及多因素分析PD-L1、HBME-1表达量与甲状腺乳头

状癌一般特征的关系。结果 PD-L1在观察组中阳性率为69.61%(71/102),明显高于对照组的15.69%
(16/102),差异有统计学意义(χ2=60.625,P<0.001)。HBME-1在观察组中阳性率为73.53%(75/102),明

显高于对照组的6.86%(7/102),差异有统计学意义(χ2=94.291,P<0.001)。多因素分析结果显示,PD-L1
及HBME-1表达阳性是肿瘤发生淋巴结转移及侵犯包膜的危险因素(P<0.05)。结论 PD-L1与 HBME-1
在甲状腺乳头状癌组织中均处于高表达状态,且与患者肿瘤发生淋巴结转移及侵犯包膜密切相关,PD-L1与

HBME-1可辅助诊断患者肿瘤发展情况。
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Abstract:Objective To
 

study
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

programmed
 

death
 

ligand-1
 

(PD-
L1)

 

and
 

human
 

bone
 

marrow
 

endothelial
 

cell
 

marker-1
 

(HBME-1)
 

in
 

thyroid
 

papillary
 

carcinoma.
Methods The

 

tumor
 

tissues
 

(experimental
 

group)
 

and
 

adjacent
 

normal
 

tissues
 

(control
 

group)
 

collected
 

from
 

120
 

patients
 

with
 

thyroid
 

papillary
 

carcinoma
 

in
 

Leshan
 

Hospital
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

from
 

April
 

2017
 

to
 

May
 

2019
 

were
 

enrolled.The
 

expression
 

of
 

PD-L1
 

and
 

HBME-1
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

observed
 

by
 

immunohistochemical
 

staining.The
 

relationships
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

PD-L1,HBME-1
 

and
 

the
 

general
 

characteristics
 

of
 

papillary
 

thyroid
 

carcinoma
 

were
 

analyzed
 

by
 

univariate
 

and
 

multivariate
 

analysis.Results The
 

posi-
tive

 

rate
 

of
 

PD-L1
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

[69.61%
(71/102)

 

vs.
 

15.69%(16/102),χ2=60.625,P<0.001].The
 

positive
 

rate
 

of
 

HBME-1
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

[73.53%(75/102)
 

vs.
 

6.86%(7/102),χ2=
94.291,P<0.001].Multivariate

 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

positive
 

expression
 

of
 

PD-L1
 

and
 

HBME-1
 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

tumor
 

invasion
 

(P<0.05).Conclusion PD-L1
 

and
 

HBME-1
 

ex-
press

 

highly
 

in
 

papillary
 

thyroid
 

carcinoma,and
 

closely
 

relate
 

to
 

tumor
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

tumor
 

inva-
sion.Moreover,the

 

two
 

biomarkers
 

could
 

be
 

used
 

to
 

evaluated
 

tumor
 

development.
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  甲状腺癌可发生于任何年龄段,高发于中青年女 性。甲状腺癌初期可在甲状腺内局限生长数年,可经
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淋巴管扩散至其他组织,其发病受激素、遗传易感、环
境等因素影响,缺碘、放射性物质照射、电离辐射过

度、甲状腺炎均可引起甲状腺肿瘤[1]。患者常表现为

颈部无痛性肿块,少数患者会有吞咽困难症状。甲状

腺癌按照病理组织分型分为乳头状癌、髓样癌、滤泡

癌、低分化癌、未分化癌、鳞状细胞癌,甲状腺乳头状

癌是甲状腺癌中最常见的类型[2]。近年来,通过检测

各种生物标记物在肿瘤中的表达从而辅助诊断肿瘤

已成为临床研究热点。人骨髓内皮细胞标记物-1
(HBME-1)是内皮细胞微绒毛表面的一种抗原,在肿

瘤血管形成及生长过程中发挥重要作用[3]。有研究

发现,HBME-1在恶性间质肿瘤中高表达[4],推测

HBME-1可在临床辅助诊断甲状腺乳头状癌时发挥

重要作用。程序性死亡因子配体-1(PD-L1)是程序性

死亡因子的配体,已被多项研究证实存在于多种恶性

肿瘤中。有研究报道PD-L1在肺癌细胞的免疫逃逸

机制中发挥重要作用,它可通过与程序性死亡因子结

合,促进T细胞凋亡,从而使肺癌细胞不被杀伤[5]。
但目前,对PD-L1在甲状腺乳头状癌中表达情况的研

究较少。本研究通过检测甲状腺乳头状癌中 HBME-
1及PD-L1表达情况,探究两种指标对评估肿瘤进展

情况的意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年4月至2019年5月本

院收治的甲状腺乳头状癌患者102例为研究对象。
纳入标准:(1)符合甲状腺癌诊断标准[6],经病理组织

学检查诊断为乳头状癌;(2)接受甲状腺乳头状癌肿

瘤切除手术;(3)年龄18~65岁。排除标准:(1)良性

甲状腺肿瘤;(2)合并其他恶性肿瘤;(3)合并免疫系

统疾病;(4)合并感染性疾病;(5)哺乳期及妊娠期女

性。通过手术切除患者病灶组织及癌旁甲状腺正常

组织,分别作为观察组与对照组。本研究纳入患者年

龄26~65岁,平均(42.62±5.37)岁;男57例,女45
例;已发生淋巴结转移37例,未发生淋巴结转移65
例;TNM分期Ⅰ~Ⅱ期65例,Ⅲ~Ⅳ期37例。本研

究获得本院医学伦理委员会批准,所有患者及家属对

本研究内容充分知晓,自愿签署知情同意书。

1.2 方法 对两组甲状腺组织进行免疫组化染色,
免疫组化染色原理:以携带显色剂的特异性抗体与抗

原结合为理论基础,观察抗原抗体反应复合物在细胞

中的呈色反应,对相应蛋白进行定性及定量分析[7-9]。
方法:(1)将两组病理组织进行常规石蜡包埋、切片、
脱蜡、水化(同一患者制作两张病理切片),使用磷酸

盐缓冲液(PBS,上海莼试生物技术有限公司,货号:

CS-0779S)冲洗3次,每次2
 

min;(2)向切片中滴加

3%过氧化氢溶液50
 

μL,室温下放置10
 

min后使用

PBS冲洗3次,每次2
 

min;(3)向切片中滴加50
 

μL
山羊血清封闭液(爱必信上海生物科技有限公司,货
号:abs933),室温孵育30

 

min,使用PBS冲洗3次,每
次2

 

min;(4)向切片中分别滴加PD-L1抗体(上海沪

震实业有限公司,货号:1234-00-00)、HBME-1抗体

[艾博抗(上海)贸易有限公司],4
 

℃冰箱孵育一夜后

使用PBS冲洗3
 

min;(5)向切片中滴加50
 

μL酶标鼠

抗兔复合物,室温孵育30
 

min,PBS冲洗3次,每次2
 

min;(6)向切片中滴加2滴DAB溶液(合肥康源生物

科技有限公司,货号:DAB002)染色,同时使用显微镜

观察,当镜下观察到棕色时终止染色,自来水冲洗1
 

min;(7)向切片中滴加苏木素染液(上海源叶生物科

技有限公司,货号:R20568-100
 

mL)复染30
 

min,自
来水冲洗2

 

min;(8)使用85%、95%、100%梯度酒精

分别脱水5
 

min,二甲苯透明5
 

min,中性树脂封片,贴
标签后显微镜观察染色情况。阴性对照使用PBS代

替酶标鼠抗兔复合物。
阳性结果判断:HBME-1定位于细胞膜,观察到

细胞膜为棕黄色或棕褐色即为阳性,PD-L1定位于细

胞膜或细胞质,观察到细胞膜或细胞质为棕黄色或棕

褐色即为阳性。每张切片选取5个高倍镜视野,人工

计数每个视野中阳性细胞数目,统计平均阳性细胞

数。染色强度评分标准:无任何着色为0分,浅黄色

为1分,棕黄色为2分,棕褐色为3分。阳性细胞数

评分标准:阳性细胞数<总细胞数的30%为1分,阳
性细胞数>总细胞数的30%为2分。染色强度评

分×阳性细胞数评分为0~<2分表示阴性,2~<4
分表示弱阳性、4~6分表示强阳性[10]。阳性率=(弱
阳性例数+强阳性例数)/总例数×100%。

1.3 观察指标 (1)观察组与对照组中PD-L1的免

疫组化结果;(2)观察组与对照组中 HBME-1免疫组

化结果;(3)PD-L1与 HBME-1表达情况与甲状腺乳

头状癌一般特征的单因素分析,纳入研究的因素包括

年龄是否大于或等于45岁、性别、病灶大小、有无淋

巴结 转 移、肿 瘤 数 量、是 否 侵 犯 包 膜;(4)PD-L1、

HBME-1表达情况与甲状腺乳头状癌一般特征的多

因素分析。

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理及统计分析。计数资料以例数或百分率表示,
组间比较采用配对χ2 检验;多因素分析采用Logistic
回归分析法。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组PD-L1免疫组化结果比较 PD-L1在观察

组中阳性率为69.61%(71/102),明显高于对照组的

15.69%(16/102),差异有统计学意义(χ2=60.625,

P<0.001),见表1。观察组PD-L1阳性细胞也较多,
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对照组几乎无PD-L1阳性细胞,见图1。
表1  两组PD-L1免疫组化结果比较

组别 n 强阳性(n) 弱阳性(n) 阴性(n) 阳性率(%)

观察组 102 56 15 31 69.61

对照组 102 5 11 86 15.69

2.2 两组 HBME-1免疫组化结果比较 HBME-1
在观察组中阳性率为73.53%(75/102),明显高于对

照组的6.86%(7/102),差异有统计学意义(χ2=
94.291,P<0.001),见表2。免疫组化结果显示观察

组HBME-1阳性细胞较多,对照组几乎无 HBME-1
阳性细胞,见图1。

2.3 PD-L1及 HBME-1表达情况与甲状腺乳头状

癌一般特征的单因素分析 有淋巴结转移、侵犯包膜

患者PD-L1阳性率明显高于无淋巴结转移、侵犯包膜

患者,差异有统计学意义(P<0.05);有淋巴结转移、
侵犯包膜患者HBME-1阳性率明显高于无淋巴结转

移、侵犯包膜患者,差异有统计学意义(P<0.05)。见

表3。

2.4 PD-L1及 HBME-1表达情况与甲状腺乳头状

癌影响因素的多因素分析 将单因素分析中差异有

统计学意义(P<0.05)的因素纳入多因素分析,结果

显示,PD-L1、HBME-1表达阳性均是淋巴结转移及

侵犯包膜的高危因素(P<0.05),即PD-L1、HBME-1
表达阳性率越高,患者肿瘤组织发生淋巴结转移、侵
犯包膜的风险越大,见表4。

表2  两组 HBME-1免疫组化结果比较

组别 n 强阳性(n) 弱阳性(n) 阴性(n) 阳性率(%)

观察组 102 36 39 27 73.53

对照组 102 0 7 95 6.86

  注:A为免疫组化染色阴性对照,无任何着色(×200);B为 HBME-1染色阳性细胞(×200);C为 HBME-1染色阴性细胞(×200);D为PD-L1

染色阳性细胞(×200);E为PD-L1染色阴性细胞,几乎无着色(×200)。

图1  两组PD-L1及 HBME-1免疫组化染色图片

表3  PD-L1及 HBME-1表达情况与甲状腺乳头状癌影响因素的单因素分析[n(%)]

影响因素 n PD-L1阳性 χ2 P HBME-1阳性 χ2 P

性别

 男 57 38(66.67) 0.528 0.467 46(80.70) 3.414 0.065

 女 45 33(73.33) 29(64.44)

年龄(岁)

 ≥45 68 52(76.47) 2.409 0.121 53(77.94) 2.040 0.153

 <45 34 21(61.76) 22(64.71)
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续表3  PD-L1及 HBME-1表达情况与甲状腺乳头状癌影响因素的单因素分析[n(%)]

影响因素 n PD-L1阳性 χ2 P HBME-1阳性 χ2 P

病灶大小(cm)

 ≤1.0 30 21(70.00) 0.003 0.955 26(86.67) 3.768 0.052

 >1.0 72 50(69.44) 49(68.06)

淋巴结转移

 有 37 34(91.89) 13.628 <0.001 35(94.59) 7.022 0.008

 无 65 37(56.92) 40(61.54)

肿瘤数量(个)

 1 29 19(65.52) 0.321 0.571 24(82.76) 1.773 0.183

 >1 73 52(71.23) 51(69.86)

侵犯包膜

 是 39 34(87.18) 9.215 0.002 37(94.87) 14.777 <0.001

 否 63 37(58.73)
  

38(60.32)
  

表4  PD-L1及 HBME-1表达情况与甲状腺乳头状癌影响因素的多因素分析

项目 影响因素 β SE Wald 95%CI
 

P OR

PD-L1 有淋巴结转移 0.819 0.283 8.375 1.344~3.620 0.004 2.269

侵犯包膜 0.618 0.233 7.035 1.068~2.659 0.008 1.855

HBME-1 有淋巴结转移 0.834 0.307 7.380 1.195~3.987 0.007 2.302

侵犯包膜 0.643 0.196 10.762 1.147~2.475 <0.001 1.903

3 讨  论

  甲状腺乳头状癌患者早期症状不明显,多数患者

在体检时通过B超发现甲状腺结节,再通过体格检

查、病理组织学检查进一步确诊。一般甲状腺乳头状

癌未发生转移的患者,经手术治疗后10年生存率在

80%以上。多数已出现淋巴结转移患者不具有手术

适应证或通过手术无法完全切除肿瘤,在姑息治疗后

预后情况较差。早期发现、确诊,并进行手术治疗是

提高甲状腺乳头状癌患者预后的重要手段。甲状腺

乳头状癌瘤体常为灰白色实质瘤,一般大小在1
 

cm
以内;巨大甲状腺乳头状癌瘤体可达到6

 

cm,瘤体常

位于甲状腺包膜周围,导致包膜受到肿瘤侵犯[11],其
中心切面似乳头状,因此称为乳头状肿瘤。但不是所

有乳头状癌患者的病理标本均为典型乳头状,因此,
仅依靠病理检查诊断并不适用于所有患者。随着分

子生物学及免疫组化技术在医学诊断、辅助诊断中的

发展,高灵敏度、高特异度的分子标志物在辅助诊断

肿瘤时的应用价值逐渐升高[12]。将特异性分子标志

物应用于肿瘤筛查中可提示早期肿瘤病变、是否存在

淋巴结转移风险等。

HBME-1本质为一种酸性氨基酸多聚糖蛋白,常
用于临床诊断或鉴别诊断间皮细胞癌、胰腺癌、肺癌

及乳腺癌,免疫组化中阳性表现为细胞膜黄染[13-15]。

有研究发现,在甲状腺乳头状癌中 HBME-1表达量

明显高于良性增生的甲状腺乳头状癌[16-17],提示甲状

腺乳头状癌的恶性病变可能与 HBME-1有关。PD-
L1在多种癌症中过表达,目前抗PD-L1药物已获得

美国食品药品监督管理局(FDA)批准,临床常应用于

治疗尿路转移性非小细胞肺癌[18]。
本研究通过对甲状腺乳头状癌患者的病灶组织、

癌旁正常组织进行免疫组化染色,发现 观 察 组 中

HBME-1及PD-L1阳性率明显升高,提示 HBME-1
及PD-L1确实在甲状腺乳头状癌组织中处于高表达

状态,其高表达可能与甲状腺乳头状癌的发生、发展

关系密切。将甲状腺乳头状癌患者临床一般特征与

观察组中的 HBME-1、PD-L1阳性率进行单因素分

析,结果显示有淋巴结转移、侵犯包膜患者PD-L1阳

性率明显升高,与曹益嘉等[19]研究结果具有一致性,
提示PD-L1高表达可能与甲状腺乳头状癌发展进程

有关。年龄、性别、病灶大小及肿瘤数量与PD-L1表

达阳性无明显关系,但曹益嘉等[19]研究结果还表明年

龄≥45岁甲状腺乳头状癌患者中的PD-L1阳性率较

高,可达到79%,与本研究年龄因素研究结果不一致。
分析原因可能是由于本研究纳入样本量不足,虽然≥
45岁患者PD-L1阳性率可达到76.47%,但与<45
岁患者比较,差异无统计学意义(P>0.05)。HBME-
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1也在有淋巴结转移、侵犯包膜的甲状腺乳头状癌患

者中阳性率较高,与病灶大小、性别、肿瘤数量无明显

关系。进一步多因素分析结果显示,PD-L1、HBME-1
高表达是甲状腺乳头状癌患者发生淋巴结转移及侵

犯包膜的危险因素,与甲状腺乳头状癌发展进程密切

相关,提示PD-L1、HBME-1高表达的甲状腺乳头状

癌患者具有高淋巴结转移、侵犯包膜风险。

4 结  论

  PD-L1与HBME-1在甲状腺乳头状癌病灶组织

中过表达,两者表达量过高与患者肿瘤发生淋巴结转

移及侵犯包膜有关。PD-L1与 HBME-1均可作为甲

状腺乳头状癌发展过程中的敏感分子标记物,可应用

于临床辅助诊断患者病情发展,指导临床选择合适的

治疗方案。但由于纳入样本量有限,本研究未对PD-
L1与HBME-1在甲状腺乳头状癌中的高表达机制进

行深入研究,后续可对PD-L1与 HBME-1在甲状腺

乳头状癌中被激活的信号通路进行分析,为完善PD-
L1与HBME-1在甲状腺乳头状癌中表达及其作用机

制提供一定参考价值。
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