
临床耳鼻咽喉头颈外科杂志 2019年

JClinOtorhinolaryngolHeadNeckSurg(China) 33卷11期

褪黑素在甲状腺乳头状癌转移中的作用评估∗

范立1　熊园平1　刘海涛1　闵翔1　汤燕琴1　张志远1

∗基金项目:江西省教育厅科学技术研究项目(No:180017,
180055)

1南昌大学第一附属医院耳鼻咽喉头颈外科(南昌,330006)
通信作者:张志远,E-mail:zzyent@126.com

　　[摘要]　目的:评估甲状腺乳头状癌患者中褪黑素(MT)水平及 MT在甲状腺乳头状癌转移中的作用。方

法:采用ELISA法检测81例甲状腺乳头状癌(PTC)患者和20例多结节性甲状腺肿(MNG)患者和20例健康成

人血清 MT水平,并分析其与PTC临床病理特征的关系;应用免疫组织化学检测81例甲状腺乳头状癌及癌旁组

织中 MT受体2个亚型 MT1、MT2表达情况,并通过ImageProPlusversion6.0图像分析软件测量计算其平均

光密度值(MOD)。结果:PTC患者的血清 MT水平显著高于 MNG患者和正常人(P<0.05);原发肿瘤T≥2cm
组 MT水平显著高于 T<2cm 组,颈部淋巴结阳性的患者(N≥1)的 MT水平显著高于淋巴结阴性(N=0)(P<
0.05)。MT1、MT2受体在PTC组织和癌旁组织中均有表达,主要定位于细胞膜和细胞质中,其中 MT1受体在2
组中呈低表达,差异无统计学意义;MT2受体在PTC组织中表达量显著高于癌旁组织(P<0.05),进一步分析显

示,MT2受体在PTC组织中的表达量与颈部淋巴结转移相关,MT2受体在伴颈部淋巴结转移的PTC组织表达

量显著低于无转移的(P<0.05)。结论:PTC患者血清 MT水平较 MNG和对照组高,可能与 PTC呈低度恶性

有关;MT可抑制PTC转移,其主要通过 MT2受体发挥抗PTC转移作用。
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Abstract　Objective:Toevaluatethelevelofmelatoninandtheroleofmelatonininthemetastasisofpapillary
thyroidcarcinomainpatientswithpapillarythyroidcarcinoma.Method:Wemeasuredserum melatoninlevelsin
81patientswithpapillarythyroidcarcinoma(PTC),20patientswithmultinodulargoiter(MNG)and20healthya-
dultsusingELISA.TherelationshipbetweenmelatoninandclinicopathologicalfeaturesofPTCwereanalyzed.
TheexpressionofMT1andMT2intwosubtypesofmelatoninreceptorin81casesofpapillarythyroidcarcinoma
andadjacenttissuesweredetectedbyimmunohistochemicalSPmethod,anditsthemeanopticaldensity(MOD)

imagewasanalyzedbyImageProPlusversion(IPP)imageprocessingsoftware.Result:Serum melatoninconcen-
trationinpatientswithPTCwassignificantlyhigherthanthatinMNGpatientsandnormalcontrols(P<0.05).
ThelevelofmelatoninintheprimarytumorT≥2cmgroupwassignificantlyhigherthanthatintheT<2cm
group.Patientswithpositivecervicallymphnodes(N≥1)hadsignificantlyhighermelatoninlevelsthanlymph
nodenegatives(N=0)(P<0.05).TheMT1andMT2receptorswereexpressedinbothPTCandparacancerous
tissues,mainlyinthecellmembraneandcytoplasm.TheexpressionofMT1receptorwaslowinthetwogroups,

andtherewasnostatisticaldifference.TheexpressionofMT2receptorinPTCtissuesSignificantlyhigherthan
theadjacenttissues(P<0.05),furtherstudiesshowedthattheexpressionofMT2receptorinPTCtissueswas
associatedwithcervicallymphnodemetastasis,andtheexpressionofMT2receptorinPTCtissueswithcervical
lymphnodemetastasiswassignificantlylowerthanthatwithoutmetastasis(P<0.05).Conclusion:Serum me-
latoninlevelsinPTCpatientswerehigherthanthoseinMNGandcontrolgroups,whichmaybeassociatedwith
lowmalignancyofPTC;melatonininhibitsPTC metastasis,whichexertsanti-PTC metastasismainlythrough
MT2receptors.
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　　甲状腺癌是最常见的内分泌恶性肿瘤,发病率 约占恶性肿瘤的 1%,且年发病率迅速增加〔1〕。
2015年,中国约有90000例新增病例和6800例

死亡病例〔2〕。甲状腺乳头状癌(papillarythyroid
cancer,PTC)是最常见的亚型,总体预后良好。虽
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然PTC患者手术及补充放射碘治疗治愈率高,但
是肿瘤局部复发、淋巴结转移、肿瘤远处转移是影

响PTC预后的重要风险因素。PTC复发和转移、
有限替代方案成为改善 PTC 患者存活的主要挑

战。因此迫切需要找到PTC复发转移新思路。
褪黑素(melatonin,MT)主要是由松果体分泌

的吲哚胺,具有广泛而重要的生理学和药理学功

能,包括调节生殖系统、免疫系统、神经系统、心血

管系统的功能,还能影响原发或继发肿瘤的生长,
对多种实体肿瘤具有抑制作用。在抗肿瘤作用方

面,MT主要通过修复 DNA、抑制细胞增殖、促进

细胞凋亡、抑制血管生成和肿瘤细胞侵袭转移来抑

制肿瘤的发生、发展、侵袭性和转移〔3〕。研究认为,
MT主要通过与 MT受体 MT1、MT2结合发挥抗

肿瘤作用〔4〕。基于既往研究结果,我们为进一步探

索 MT在PTC进展中的作用,本研究通过ELISA
法检测PTC患者血清 MT水平及免疫组织化学技

术检测PTC组织中 MT1、MT2表达量,并进一步

分析 MT在PTC发展、转移中的作用,为 PTC诊

疗提供新思路。
1　资料与方法

1.1　临床资料

1.1.1　血清标本　收集2018-06-2018-11就诊于

南昌大学第一附属医院耳鼻咽喉头颈外科及普外

科81例 PTC 患者及 20 例 多 结 节 性 甲 状 腺 肿

(multinodulargoiter,MNG)患者,在上午7:00至

9:00之间采取患者的血液3ml,将血液在4℃以

2500g 离心10min(低温高速离心机SorvallST
16R),分离血清并立即储存在-80℃冰箱。此外,
对照组由20名健康体检者血清组成。肿瘤病理类

型,包括 TNM 信息(肿瘤大小、淋巴结受累和转

移)在南昌大学第一附属医院病理科收集。该项目

得到了南昌大学第一附属医院伦理委员会的批准。
所有受试者均签署知情同意书。
1.1.2　组织标本　来源于南昌大学第一附属医院

81例手术切除的甲状腺乳头状癌及癌旁组织(距
癌组织1cm 以外的正常甲状腺组织)石蜡标本,所
有病例均由病理科常规病理确诊,均4μm 厚连续

切片2张,用于免疫组织化学染色。
1.1.3　PTC及 MNG 组纳入标准　年龄20~65
岁;均在南昌大学第一附属医院行甲状腺手术治疗

及术后病理科病理确诊;首次行甲状腺手术;无其

他恶性肿瘤病史。
1.2　主要实验试剂

人 MTELISA 试剂盒(华美生物工程有限公

司),兔抗人 MT1抗体(Bs-0027R)购自北京博奥

森公司,兔抗人 MT2抗体(Bs-0963R)购自北京博

奥森公司,SP二步法检测试剂盒、DAB试剂盒购

自武汉塞尔维亚有限公司。

1.3　实验方法

1.3.1　ELISA法　将收集好的血清室温融化,按
照ELISA试剂盒要求倍比稀释标准品。待测样品

每孔加样100μl,分别设标准孔、待测样品孔和空

白孔,用封板膜封板后置37℃孵育1.5h,洗涤液

洗板4次,向孔中加入对 MT 特异的生物素化抗

体,封板膜封板,37℃温育1h,洗板同前。每孔加

入酶结合物工作液100μl,封板膜封板,37℃避光

孵育30min、洗板同前,每孔加入 TMB底物溶液,
37℃避光反应10~20min,观察标准孔,根据标准

空颜色出现明显梯度变化每孔加入2mol/L硫酸

100μl终止反应。并立即在酶标仪上测量450nm
的A 值,记录。
1.3.2　免疫组织化学染色　链霉素抗生物蛋白-
过氧化酶法(SP法)检测甲状腺组织中 MT1、MT2
的表达情况,石蜡切片,甲状腺组织切片的厚度为

4μm,二甲苯脱蜡后梯度乙醇水化,将组织切片置

于盛满EDTA抗原修复缓冲液(pH9.0)的修复盒

中于微波炉内进行抗原修复,中火8min至沸,停
火8min保温再转中低火7min。自然冷却后将玻

片置于PBS(pH7.4)中在脱色摇床上晃动洗涤3
次,每次5min。切片放入3%过氧化氢溶液,室温

避光孵育25min,将玻片置于 PBS(pH7.4)中在

脱色摇床上晃动洗涤3次,每次5min。在组化圈

内滴加3% BSA均匀覆盖组织,室温封闭30min。
轻轻甩掉封闭液,在切片上滴加PBS按1∶800比

例配好的一抗 MT1,MT2,切片平放于湿盒内4℃
孵育过夜。玻片置于PBS(pH7.4)中在脱色摇床

上晃动洗涤3次,每次5min。切片稍甩干后在圈

内滴加与一抗相应种属的二抗(HRP标记)覆盖组

织,室温孵育50min。玻片置于 PBS(pH7.4)中
在脱色摇床上晃动洗涤3次,每次5min。DBA显

色,苏木精复染,自来水反复,冲洗,苏木精返蓝液

返蓝,梯度乙醇脱水,二甲苯透明,中性树胶封片。
显微镜镜检,图像采集分析。
1.4　实验结果判定及半定量计算

MT受体阳性染色均为棕黄色颗粒,定位于细

胞膜和细胞质。在100×视野下观察切片的整体

表达情况,在200×视野下,将相机的光源、光圈、
色彩饱和度、亮度、对比度等指标统一,并关闭自动

白平衡功能,每张切片随机选5个阳性染色区域

(200×)进行拍照,采用tif格式存储。利用Image-
ProPlus6.0(IPP)专业图像分析系统测量阳性细

胞 MOD,进行半定量统计分析。
1.5　统计学分析

使用SPSS19.0统计学软件对结果进行分析。
计量资料以■x±s表示,2组间比较采用曼-惠特尼

U 检验或t检验,3组间分析采用单因素方差分析。
以P<0.05为差异有统计学意义。
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2　结果

2.1　ELISA结果

2.1.1　临床资料参数与 MT水平关系　各分组年

龄、病例数、血清 MT水平,见表1。
2.1.2　甲状腺乳头状癌患者 MT水平　与 MNG
患者组、对照组进行比较及组间比较,PTC 患者

MT水平均高于 MNG患者及对照组,差异有统计

学意义(118.94±31.64和92.46±31.46和89.34
±29.64,F=10.62,P<0.001),MNG 组与对照

组 MT水平差异无统计学意义(92.46±31.46和

89.34±29.64,q=0.52,P=0.947)(图1)。
2.1.3　PTC 无颈部淋巴结转移的患者(N0)与

PTC有淋巴结转移(N≥1)比较　转移患者血清

MT水平也显著增高(111.04±28.29和125.58±
33.07,Z=2.16,P=0.030)(图2)。再进一步分

析中发现,中央区和侧颈淋巴结转移2组中 MT水

平无 统 计 学 差 异 (121.70±36.58 和 129.13±
29.89,Z=0.86,P=0.40)(图3)。
2.1.4　肿瘤大小与 MT水平　与原发肿瘤 T<2
cm 组 的 比 较 T≥2cm 组 MT 水 平 显 著 升 高

(111.41±29.83和134.87±28.87,Z=3.09,P=
0.002)。见图4。

表1　临床资料参数与 MT水平关系 ■x±s

例数(%) 年龄/岁 MT/(pg·ml-1)
组别

　对照组 20(16.5)43.65±9.41 89.34±29.64
　MNG组 20(16.5)45.95±11.11 92.46±31.46
　PTC组 81(66.9)43.14±9.55 118.94±31.64
　F 值 0.66 10.62
　P 0.518 <0.001
颈部淋巴结

转移

　N=0 37(45.7)44.49±8.86 111.04±28.29
　N≥1 44(54.3)42.00±10.06 125.58±33.07
　Z 值 -1.28 -2.16
　P 0.200 0.030
颈部淋巴结

转移部位

　中央区 21(47.7)42.81±8.72 121.70±36.58
　颈侧区 23(52.3)41.26±11.30 129.13±29.89
　Z 值 -0.37 -0.86
　P 0.71 0.400
肿 瘤 大 小/

cm
　T<2 55(67.9)43.89±9.11 111.41±29.83
　T≥2 26(32.1)41.54±10.43 134.87±28.87
　Z 值 -1.04 -3.09
　P 0.299 0.002

2.2　免疫组织化学结果

MT1、MT2在甲状腺癌及癌旁组织中均有表

达,主要在细胞膜和细 胞 质 中 表 达 (图 5~6)。
MT1在PTC及癌旁组织表达量低,结果显示2组

MOD差异无统计学意义(0.116±0.008和0.115
±0.006,t=1.39,P=0.17),且 MT1在 PTC组

织中的表达与淋巴结转移无关(0.115±0.006,
0.117±0.010,Z=0.42,P=0.67)。MT2在PTC
组织中的表达高于癌旁组织,结果显示 PTC组织

中 MOD显著大于癌旁组织(0.127±0.010,0.116
±0.009,t=10.31,P≤0.0001),且 MT2在 PTC
组织中的表达与淋巴结转移有关,在伴淋巴结转移

的PTC组织中表达低,结果显示伴淋巴结转移的

PTC组织中 MOD 显著低于无转移的(0.132±
0.010,0.123±0.007,Z=4.39,P≤0.0001)。
3　讨论

PTC约占甲状腺癌的75%,其发病隐匿,发生

颈部 淋 巴 结 转 移 较 早,颈 部 淋 巴 结 转 移 率 为

20%~90%。PTC淋巴结转移率高,此类患者术

后复发、转移及再次手术的风险增大,淋巴结转移

是影响预后的独立危险因素〔5〕。
既往研究显示,血清 MT水平与乳腺癌、前列

腺癌、卵巢癌发病风险呈负相关,在乳腺癌的研究

中,与血清 MT水平较高的受试者相比,血清 MT
水平≤39.5pg/ml罹患乳腺癌风险增加15倍;此
外,在男性中高血清 MT水平与低前列腺癌发病率

相关,在女性中,卵巢癌也观察到类似的相关性〔7〕。
MT是一种重要的生理性肿瘤抑制剂,和在其

他恶性肿瘤中作用一样,MT同样可以抑制甲状腺

癌细胞系的增殖和迁移,并且可以诱导甲状腺癌细

胞系凋亡〔6〕。此外,研究表明 MT抑制甲状腺细胞

增殖和抑制甲状腺激素合成以及 MT对甲状腺氧

化损伤的保护作用〔8,9〕。然而,在我们的研究中发

现,PTC患者血清 MT 水平较正常人高,虽然和

MT在其他恶性肿瘤中低血清水平结果不一致,但
该结果和国内李岚团队研究发现甲状腺癌组织匀

浆中 MT水平高于正常甲状腺组织匀浆类似〔4〕。
我们认为,这和松果体-下丘脑-垂体-甲状腺轴之间

的调节有关〔10〕。Vriend 等〔11〕通过给大鼠和仓鼠

腹腔注射 MT后,发现血浆甲状腺激素和促甲状腺

激素(thyroidstimulatinghormoneTSH)水平降

低。另一方面,Baltaci等〔12〕给大鼠腹腔注射甲状

腺激素4周后,发现血浆 MT水平显著升高。由此

可以认为松果体和下丘脑-垂体-甲状腺轴之间很可

能存在双向反馈调节。AndrzejLewinski等〔13〕研

究结果也支持这一结论,他们研究发现 MT抑制体

内和体外培养中甲状腺滤泡细胞的增殖以及甲状

腺激素可增加体外培养中松果体细胞的增殖。
TSH 是甲状腺滤泡细胞的主要生长因子,TSH 抑
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制是临床PTC管理的主要支柱,一项荟萃分析显

示,较高的 TSH 水平与 PTC 发 病 风 险 增 加 有

关〔14〕。因此,PTC患者中 MT 高水平可能与这种

双向反馈调节有关。

图1　对照组、MNG组及PTC组患者 MT水平的比较;　图2　PTC患者中颈部淋巴结阳性组(N≥1)与淋巴结阴性组

的比较(N=0);　图3　颈部淋巴结阳性组中颈侧区组与中央区组 MT水平的比较;　图4　PTC患者中原发肿瘤T≥
2cm组与T<2cm组 MT水平的比较;　图5　MT1在不同组织中的表达　5a:MT1在无转移的PTC组织中的表达;

5b:MT1在伴淋巴结转移的PTC组织中的表达;5c:MT1在与 A配对的癌旁组织中的表达;5d:MT1在与 B配对的癌

旁组织的表达;5e:无转移(N=0)癌组织及配对癌旁组织、伴转移(N≥1)癌组织及配对癌旁组织 MT1表达量的

MOD;　图6　MT2在不同组织中的表达　6a:MT2在无转移的PTC组织中的表达;6b:MT2在伴淋巴结转移的PTC
组织中的表达;6c:MT2在与 A配对的癌旁组织中的表达;6d:MT2在与B配对的癌旁组织的表达;6e:无转移(N=0)
癌组织及配对癌旁组织、伴转移(N≥1)癌组织及配对癌旁组织 MT2表达量的 MOD。

　　再进一步分析中,我们发现 PTC伴颈部淋巴

结转移患者的血清 MT较正常人群水平高,我们考

虑其原因可能为肿瘤侵犯淋巴结,增加了局部免疫

应答,刺激 T淋巴细胞产生合成 MT,并增加转移

淋巴结细胞分泌 MT〔15〕。结合既往研究 MT明确

的抗肿瘤作用,因此我们推测 PTC呈低度恶性特

性可能跟PTC患者血清中高水平的 MT的抗癌作

用有关,即血清中高水平的 MT可在一定程度上抑

制甲状腺癌进展。高 MT 水平通过抑制 TSH,从
而达到抑制甲状腺癌肿瘤增殖作用。

研究认为,MT的抗癌作用主要通过与 G蛋白

偶联受体 MT1、MT2相结合来介导〔16〕。与其在其

他肿瘤组织中表达情况不同〔17-18〕,我们实验研究结

果显示,MT1在 PTC与癌旁均呈低表达,差异无

统计学意义(图5);MT2在PTC及癌旁组织中呈

相对高表达,且在癌组织中高于癌旁正常组织(图
6),这与李岚等〔4〕研究结果一致,提示 MT受体表

达具有组织特异性。为进一步探究 MT与PTC侵

袭转移关系,我们进一步分析发现,伴颈部淋巴结

转移组PTC组织 MT2表达量低于无转移组。转

移组 MT水平虽然高于无转移组,但是其 MT2表

达水平较无转移组低,提示 MT主要通过 MT2受

体作用,抑制肿瘤进展及转移。
综上所述,PTC 患者血清中 MT 水平高及

PTC组织中 MT2受体高表达,PTC的呈低度恶性

可能和 MT抗癌作用有关。PTC组织中 MT2受

体的表达与颈部淋巴结转移有关(P<0.05),MT2
受体低表达有利于 PTC颈部淋巴结转移。因此,
MT及 MT受体激动剂是PTC发展、转移的潜在

抑制剂。但是 MT抗PTC发展、转移的具体作用

机制尚需更深入的研究。
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