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众所周知，血管新生与肿瘤的生长密切相关。近年来的研

究表明，人类肥大细胞(mast cell，MC)和类胰蛋白酶(tryptase)都
能诱导血管内皮细胞形成管状结构，这种作用具剂量相关性，

并能被其抑制剂所抑制[1]。但国内外尚未见甲状腺癌组织类胰

蛋白酶和 MC 数量与微血管密度 (microvessel density,MVD)关
系的文献报道。CD31 是一种新型的微血管标记物，在显示血管

内皮细胞时其特异性优于内皮细胞的其他标记物[2]。本研究旨

在通过对甲状腺癌和甲状腺腺瘤组织中肥大细胞组织化学和

tryptase、CD31 的免疫组化检测,探讨肥大细胞及类胰蛋白酶与

甲状腺癌微血管密度的相关性及其对甲状腺癌发生发展的影

响。

1 资料与方法

1.1 一般资料

研究标本为河北工程大学医学院病理教研室 2004 年 1 月

-2009 年 12 月临床资料完整的甲状腺肿瘤存档蜡块 172 例。其

中甲状腺癌 116 例；甲状腺腺瘤 56 例（男 15 例，女 41 例；年龄

23-72 岁，平均年龄 39.64 岁）；另取腺瘤旁经病理证实的正常

甲状腺组织 10 例为正常对照组。标本常规石蜡切片，HE 染色，

由两位高年资病理医师明确诊断并作组织病理分型：甲状腺癌

中乳头状腺癌（PTC）59 例（男性 13 例，女性 46 例，年龄 24-69
岁，平均年龄 40.55 岁；伴淋巴结转移 20 例，无淋巴结转移 39
例）；滤泡状腺癌（FTC）48 例（男 11 例，女 37 例，年龄 27~73
岁，平均年龄 52.25 岁；伴淋巴结转移 18 例，无淋巴结转移 28
例）；未分化癌(UTC)9 例（男性 4 例，女性 5 例，年龄 38-69 岁，

平均年龄 56.43 岁；伴淋巴结转移 7 例，无淋巴结转移 2 例）。
全部病例术前均无化疗、放疗及免疫治疗史。 56 例甲状腺腺

瘤均为滤泡状腺瘤。
1.2 方法

肥大细胞及类胰蛋白酶在人甲状腺肿瘤组织中的表达

及其与微血管密度的关系 *
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摘要 目的：探讨肥大细胞(mast cell，MC)及类胰蛋白酶(tryptase)与甲状腺肿瘤微血管密度(microvessel density,MVD)的相关性及其

对甲状腺癌发生发展的影响。方法：采用甲苯胺蓝组织化学染色和 PV 免疫组织化学染色对 116 例甲状腺癌、56 例甲状腺腺瘤和

10 例正常甲状腺组织中 MC 和 tryptase 及其 CD31 的表达进行了检测；对 MC 和 tryptase 与 MVD 的关系进行了统计学分析。结

果：甲状腺肿瘤中 MC 的数量和 tryptase 阳性表达高于正常甲状腺，而且与肿瘤的类型有关(P＜0.01)；Spearman 等级相关分析显

示各组甲状腺组织 MC 数量和 tryptase 表达与 MVD 呈正相关(r=0.900，r=0.636，P＜0.05)。结论：MC 及其分泌的 tryptase 有促进

血管新生的作用，因而可促进甲状腺肿瘤的浸润和转移。
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Note：*P>.005 VS UTC. P＜0.001 a VS adenoma group; b VS Cancer group;c VS normal group;

d VS FTC; e VS UTC; f VS PTC;g VS metastasis (+).

表 1 各组甲状腺组织肥大细胞数与 MVD 的关系(x±s)

Table 1 Association of MC and tryptase with MVD in varieties of thyroid tissues(x±s)

Group n MC(n/HP) t Tryptase(n/HP) t MVD t

Normal group 10 6.8±2.4a 4.211 21.4±8.4 a 7.495 15.3±08.21 a 4.815

Adenoma group 56 13.1±4.6b 8.569 52.3±12.5 b 6.539 37.6±14.17 b 3.983

Cancer group 116 18.1±4.1c 7.199 91.3±33.6 c 8.399 56.8±32.75 c 4.197

PTC 59 18.8±5.2 d 2.714 92.6±20.7 d 2.777 51.3±20.42 d 2.408

FTC 48 16.3±4.1e 5.007 84.2±16.4 e 5.651 60.4±18.16* 1.925

UTC 9 23.5±3.0 f 2.635 124.7±36.6 f 3.864 74.4±28.63 f 2.991

Metastasis（+） 47 16.2±6.3 80.3±24.2 66.1±24.16

Metastasis（-） 69 19.4±3.9 g 3.378 107.4±29.8g 5.177 48.7±27.34 g 3.524

所有标本均经 4%的中性甲醛固定，常规脱水，石蜡包埋，

连续 4 μm 切片，分别作 HE、甲苯胺蓝组织化学染色和 PV 法

（非生物素法）免疫组织化学染色。兔源性 tryptase 单克隆抗体

为 Santa Cruz 公司产品，（克隆号：Rs-2268R, 工作浓度为 1:
100）。鼠抗人 CD31 单抗、PV 染色试剂盒、DAB 显色试剂盒均

购自北京中杉金桥生物技术有限公司。PV 染色按试剂盒说明

操作，以 3% H2O2 室温孵育 5-10 分钟除去内源性过氧化物酶

的活性，抗原热修复，常规免疫组化标记，DAB 显色，苏木素衬

染，中性树胶封片，显微镜观察。对照实验：用过敏性鼻息肉组

织切片作为 MC 甲苯胺蓝染色和 tryptase 表达阳性对照，用

PBS 代替一抗作空白对照。
1.3 阳性结果判断及 MC 和 Tryptase 定量

甲苯胺蓝染色切片 MC 计数方法:高倍镜( 10×40)下随机

选取肿瘤 10 个视野，进行计数，计算每例标本每 10 个高倍视

野 MC 的均数及标准差，并对计数结果进行显著性 t 检验。
Tryptase 定量：切片中棕黄色颗粒为阳性，免疫组化染色结果

显示阳性细胞外，尚存在着大量阳性颗粒，呈散在分布。但总的

数量分布与上述甲苯胺蓝染色的结果相一致。在 40 倍物镜下，

随机选取肿瘤上、下、左、右和中央 5 个视野，进行计数。取其平

均数(颗粒数／视野)作为该例相对数量的估计值。
1.4 微血管密度(MVD )计数

CD31 以血管内皮细胞呈现棕黄色为阳性标准。参照

Takahashi 等[3]的方法，先在低倍镜( 10×10)下全面观察切片以

确定瘤内血管密度最高处，即热点（hot point）,再在高倍镜( 10
×40)下以与周围肿瘤细胞和结缔组织成分明显区别的任何一

个棕黄色染色的内皮细胞丛作为一个血管计数。记录 5 个视

野内的微血管数，取其平均数作为该病例的 MVD 值，用 x±s
表示。
1.5 统计学分析

所有数据应用 SPSS 10.0 统计软件进行统计分析；计量资

料采用 t 检验；相关性检验采用 Spearman 等级相关分析。假设

P＜0.05 为差异有显著性。

2 结 果

2.1 各组甲状腺组织中 MC 及 tryptase 分布和组化、免疫组化

特征

光镜观察甲苯胺蓝染色标本，正常甲状腺组织中 MC 主要

分布在甲状腺滤泡间隔及被膜的结缔组织中，MC 常沿小血管

和淋巴管分布，一般为圆形或椭圆形，细胞内充满异染性紫蓝

色颗粒，只有极少数细胞有脱颗粒现象。在甲状腺肿瘤中，MC
主要分布于与肿瘤实质交界处的间质中，且其形态不规则，多

为梭形，大小也不一致，多数细胞有脱颗粒现象，颗粒散布于细

胞外。有的细胞破碎，核不清楚，只见成堆的颗粒散在于间质

中。甲苯胺蓝染色显示甲状腺肿瘤中 MC 的数量均高于正常甲

状腺，而且与肿瘤的类型有关，甲状腺癌 MC 的数量高于甲状

腺腺瘤；其中 UTC 高于 PTC 和 FTC (P＜0.01)，Tryptase 抗体

免疫组化染色除显示阳性细胞外，尚存在着大量 tryptase 阳性

颗粒，呈散在分布，总的数量分布与上述甲苯胺蓝染色的结果

相一致(表 1)。甲苯胺蓝染色和 tryptase 的免疫组化染色均显示

甲状腺癌肥大细胞的数量与肿瘤有无淋巴结转移有关 (P＜
0.01)。
2.2 甲状腺组织肥大细胞数与 MVD 的相关性

表 1 显示：肿瘤组织中的微血管数目显著高于正常甲状

腺，甲状腺癌的微血管数目高于甲状腺腺瘤，且随着肿瘤恶性

程度的增加有增多的趋势(P＜0.01)。Spearman 等级相关分析显

示各组甲状腺组织 MC 数量和 Tryptase 的表达与 MVD 呈正

相关(r=0.900，r=0.636，P＜0.05）。

3 讨 论

MC 常沿小血管和淋巴管分布，其胞浆内充满甲苯胺兰异

染的嗜碱性颗粒。MC 可分泌 40 余种生物活性物质，包括血管

活性介质、趋化性介质、活化酶及蛋白聚糖等，这些活性物质可

引起一系列生理病理作用。近年国外学者的研究发现 MC 高的

恶性肿瘤多分化差、易发生转移、侵袭能力强和预后差，认为与

浸润的 MC 具有强烈促血管生成效应及诱导癌细胞及癌间质

细胞分泌一些效应物质有关 [4-6]。但也有文献表明了不同的意

见，认为 MC 对肿瘤细胞增殖有抑制作用[7,8]。本研究结果显示
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与正常甲状腺以及良性肿瘤相比，甲状腺癌组织中肥大细胞浸

润显著增强。恶性程度高的 UTC 与恶性程度低的 PTC 和 FTC
也有明显差别。而且在正常情况下一般呈静止状态，而在肿瘤

组织中多有脱颗粒现象。tryptase 的免疫组化染色显示随肿瘤

的恶性程度和转移性的增加明显增多，说明肥大细胞及其释放

的 tryptase 与肿瘤的恶性程度相关。提示 MC 计数可能是反映

甲状腺癌进展、转移及预后的重要指标。这与国外最近多数研

究结果一致[9，10]。
肿瘤的浸润和转移与其周围血管增生的速度和密度关系

密切。目前，通过抗肿瘤血管生成治疗肿瘤已成为最活跃的研

究领域之一。微血管密度（MVD）是反映肿瘤诱导血管生成能

力的主要指标，对肿瘤的发生、发展、转移和预后有重要价值
[11]。肿瘤中血管新生的影响因素很多，而肥大细胞与肿瘤血管

新生的关系近年才受到关注[12]。已证实肥大细胞在新生毛细血

管出芽附近聚集，推测肥大细胞有促进血管新生的作用[13]。本

研究结果显示肿瘤组织中的微血管数目显著高于正常甲状腺，

甲状腺癌的微血管数目高于甲状腺腺瘤，且随着肿瘤恶性程度

的增加有增多的趋势，恶性程度高的 UTC 与恶性程度低的

PTC 和 FTC 也有明显差别，且与肿瘤淋巴结转移有关。Spear-
man 等级相关分析显示，甲状腺癌 MC 的数量和 tryptase 表达

水平与 MVD 存在显著正相关，提示肥大细胞浸润有利于肿瘤

的血管新生和转移。肥大细胞与血管新生关系密切是与其分泌

的 tryptase 的作用分不开的[14]。Tryptase 是由肥大细胞分泌的一

种丝氨酸蛋白水解酶，其刺激肿瘤血管新生的环节可能有：(1)
激活基质金属蛋白酶和纤维蛋白溶解酶原激活剂，促进细胞外

基质的降解和内皮细胞迁移，同时促进恶性肿瘤细胞的转移；

(2)血管内皮细胞的有丝分裂原促进内皮细胞增殖[15]。综上所

述，甲状腺肿瘤间质中肥大细胞及其分泌的 tryptase 有促进血

管新生的作用，因而可促进甲状腺肿瘤的浸润和转移，从而影

响肿瘤的预后。
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