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　　摘　要 :目的　探讨 CD44v6和 p16基因表达与甲状腺乳头状癌 ( PTC)侵袭转移的关系。方法　应用原位

杂交方法 ,检测 46例 PTC组织中 CD44v6和 p16的 mRNA表达。结果　PTC组织中 CD44v6和 p16的 mRNA

表达阳性率分别为 76.1% 和 60.9%, 均与 PTC侵袭转移相关 ( P <0.05 ) ;CD44v6mRNA 与 p16mRNA 表达呈

负相关 ( r =20.36, P <0.005 )。结论　CD44v6和 p16基因表达可作为判断 PTC预后的参考指标。
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　　Abstract:Objective　Toinvesti gatethecorrelationofCD44v6and p16 geneex pressionwiththe potentialof

invasionandmetastasisin papillaryth yroidcarcinoma ( PTC) . Methods　Insituh ybridizationmethodwasused

todetectCD44v6mRNAand p16mRNAex pressionin46casesofPTC. Results　The positiveratesofCD44v6

mRNAand p16mRNAinPTCwere76.1%and60.9%res pectively.Therewasa positivecorrelationbetween

CD44v6mRNAex pressionandtumorinvasionandmetastasic potentialinPTC ( P <0.05 ) ,andareversecorre 2
lationbetween p16mRNAex pression ( P <0.05 ) .Moreover,therewasareversecorrelationbetweenthe

CD44v6mRNAand p16mRNAex pressioninPTC ( r = 20.36, P <0.005 ) . Conclusion　CD44v6mRNAand

p16mRNAma ybe prognosticindicatorsinPTC.
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　　细胞粘附分子 CD44v6 及 p16 基因的表达有助

于细胞获得转移潜能[125]。我们应用原位杂交方法 ,

旨在从分子水平探讨这两种基因表达与甲状腺乳头

状癌 ( Paoillaryth yroidcarcinoma,PTC )侵袭转移的关

系及预后意义。

1　材料与方法

1.1 　标本来源　取自解放军第 251 医院 1993 年～

2001 年间手术切除的 PTC 标本 46 例。其中伴有浸

润 (包膜、血管或周围组织浸润) 33 例 ,无浸润 13 例 ;

有颈部淋巴结转移 30例 ,无转移 16例。取正常甲状

腺组织 (尸解标本) 10例作为对照观察。所有病例术

前均未经任何治疗。

1.2 　试剂来源　生物素化酪胺盐 (BT)和催化信号放

大 (catalyzedsignalam plification,CSA)试剂盒均为丹麦

Dako公司产品。生物素化抗 DIG二抗为德国宝灵曼

公司产品。CD44v6cDNA 和 p16cDNA 质粒 ( PGEH2
42)由第二军医大学长海医院倪灿荣教授惠赠。

1.3 　方法

1.3.1 　杂交前准备　新鲜组织标本用 4%多聚甲醛

固定 24h, 新鲜系列乙醇脱水 ,二甲苯透明 ,石蜡包

埋 ,4μm厚连续切片 ,贴在涂有 1%多聚赖氨酸切片

粘合剂的载玻片上 ,58 ℃烤片 24h 。常规二甲苯脱蜡

水化 ,PBS 液冲洗 ,20μg/ml 蛋白酶 K37℃温育 20

min,PBS 洗 3 次 ×3min,0.2 ×柠檬酸盐缓冲液

(SSC)洗 2 次 ×5min 。用 4% 多聚甲醛后固定 10

min,系列乙醇脱水 ,PBS 洗 3 次 ×3min,0.2 ×SSC

洗 2次×5min 。

1.3.2 　杂交和检测 　按文献 CSA方法[6]操作。H2

O22DAB显色。

1.3.3 　对照设计 　原位杂交阳性对照均按 Gen

Point 试剂盒内配置阳性切片为标准。杂交液中不加

探针结果为阴性。

1.3.4 　结果判断　原位杂交染色阳性呈棕黄色。根据

染色强度及显色癌细胞比例将染色结果分为 ( - )、( + )、
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( ++ )级。统计学处理采用χ2检验和相关分析。

2　结果

2.1 　CD44v6mRNA 和 p16mRNA 表达与 PTC 浸

润转移的关系 　染色结果显示 ,CD44v6mRNA 呈

PTC细胞膜和细胞质阳性 ,10例正常甲状腺组织未见

阳性染色 ;p16mRNA 呈 PTC细胞核阳性 ,10 例正常

甲状腺滤泡上皮细胞质均呈 p16蛋白不同程度阳性反

应。46例 PTC组织中 ,CD44v6mRNA 和 p16mRNA

表达阳性率分别为 76.1% (35/46 )和 60.9% (28/46 )。

其中 CD44v6mRNA 表达阳性率在伴有浸润和颈部淋

巴结转移的 PTC组织中均显著高于无浸润和无颈部

淋巴结转移者 ( P <0.05 ) ;p16mRNA 表达阳性率在伴

有浸润和颈部淋巴结转移的 PTC组织中均显著低于

无浸润和无颈部淋巴结转移者 ( P <0.05 ) ,见表 1。

　　　　表 1CD44v6mRNA 和 p16mRNA 表达与 PTC浸润转移的关系

组　别 n
CD44v6mRNA 表达

- + ++
阳性数 ( %)

p16 mRNA 表达

- + ++
阳性数 ( %)

浸　润
　有浸润 33 5 9 19 28 (84.8 ) ※ 17 7 9 16 (48.5 ) ※

　无浸润 13 6 2 5 7 (53.8 ) 1 1 11 12 (92.3 )
转　移
　有转移 30 4 8 18 26 (86.7 ) △ 16 6 8 14 (46.7 ) △

　无转移 16 7 3 4 9 (56.3 ) 2 2 12 14 (87.5 )

　　注 :与无浸润比较 ,※P <0.05; 与无转移比较 ,△P <0.05

2.2 　CD44v6mRNA 与 p16mRNA 表达之间的关系　

在 CD44v6mRNA 阳性表达的 35例 PTC中 ,p16mR 2
NA阳性表达者为 17例 (48.6% ) ,CD44v6mRNA 阴性

的 11例中 ,p16mRNA 均为阳性者表达 (100% )。PTC

组织中 CD44v6mRNA 表达与 p16mRNA 表达呈显著

负相关性 ( r =20.36, P <0.005 )。

3　讨论

　　CD44是一种分布极广泛的细胞表面跨膜糖蛋

白 ,属细胞表面的粘连分子 ,主要参与细胞 - 细胞 ,细

胞 - 基质之间的特异性粘连过程。CD44 作为淋巴

细胞的归巢受体和透明质酸酶的主要受体 ,能连接细

胞基质中的纤维连接蛋白、层粘蛋白、Ⅰ型胶原和透

明质酸分子以及骨架蛋白相结合 ,参与细胞的伪足形

成 ,引起细胞形态和游动性改变 ,因此 ,CD44 能直接

参与肿瘤的浸润和转移[1,2] 。CD44v6 是 CD44的一

种拼接变异体 ,其表达可改变肿瘤细胞表面 CAM的

构成和功能 ,有助于肿瘤细胞获得转移潜能。近年来

较多研究表明 ,CD44v6 的过量表达与多种人体恶性

肿瘤 ,如结肠癌、胃癌、乳腺癌及恶性黑色素瘤等许多

肿瘤的发生发展、侵袭和转移密切相关[3] 。p16 基因

是 1994 年分离鉴定出的一种新型抑癌基因 ,因其对

多种肿瘤有抑制作用而被命名为多肿瘤抑制基因

(multipletumorsu ppressor1,MTS1 ) [4] 。研究发现 ,

p16 基因及其产物在人类许多原发肿瘤和细胞株发

生缺失 ,并导致肿瘤细胞无限制生长[5] 。本研究结

果显示 ,CD44v6mRNA 高表达和 p16mRNA 低表达

均与 PTC 的浸润和转移密切相关。提示 ,CD44v6 具

有促进 PTC 浸润转移 ;p16 具有抑制 PTC 浸润转移

的作用 ,检测两种基因的表达对预测 PTC 的生物学

行是一种有价值的指标。

　　恶性肿瘤的发生、发展是一个涉及多基因、多分子

水平变化的多阶段过程。在其过程中不同功能的基因

对细胞所产生的影响协同地增加了细胞的癌变 ,其中

细胞粘附分子在此过程中起着关键性作用。它们不仅

与细胞凋亡乃至肿瘤发生、浸润及转移等密切相关 ,而

且也受细胞各种生物因子变化影响 ,参与细胞间的信

息传递、或成为细胞内的第二信使 ,并行使辅助分子功

能 ,可将胞外信息传至细胞质及细胞核 ,调控基因表

达[7] 。本研究发现 ,在 PTC组织中 CD44v6mRNA 表

达与 p16mRNA 表达呈明显负相关性。提示在 PTC

的侵袭转移过程中 ,CD44v6与 p16具有负调节的协同

作用可能。深入探讨它们之间的作用机理 ,将对阐明

和阻断肿瘤侵袭转移的形成具有重要价值。
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