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突变、 重排对术前诊断甲状腺乳头状癌的作用 *
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摘要 目的：探讨术前超声引导下细针抽吸细胞学检查(US-FNAB)联合 突变、 1及 3重排对诊断甲状
腺乳头状癌(PTC)的特异性及敏感性，为临床术前准确诊断 PTC选择适用的分子标记物。方法：收集 346个超声怀疑为甲状腺恶
性结节的 US-FNAB细胞标本及对应结节(152个)的术后新鲜组织，采用 PCR 分别扩增 、 1 及 3基
因，产物经基因测序证实。结果：346个甲状腺术前穿刺的结节中，选择观察而未手术的结节 192个，手术治疗 152个，未接受手术
建议的结节 2个。术前 US-FNAB的细胞标本中共检测到 51个结节发生 突变，其细胞学分类为 36个恶性，11个可疑
恶性，4个良性。该 51个结节术后病理证实均为 PTC。20个发生 重排，其术前细胞学结果为 17个恶性，2个可疑恶性，
1个滤泡性肿瘤或可疑滤泡性肿瘤，术后病理证实均为 PTC。3个结节发生 3重排，其术前细胞学结果为恶性，术后病理

证实均为 PTC。对 45个术前 US-FNAB标本检测 突变阴性而术后病理证实为 PTC的结节，将其对应结节的术中组织
行该基因的检测，仅有 1个结节的术后组织中检测到该突变。本研究中，术前 US-FNAB联合多分子标志物的检测，将细胞学诊断
PTC的敏感度由 73.96 %提高到 92.71 %。结论：术前 US-FNAB联合多分子标志物的检测可提高其诊断 PTC的敏感性及特异性，
并有助于患者的个体化诊治。
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Detection of and Rearrangements in Preoperative
Diagnosis of Papillary Thyroid Carcinoma*

To study the sensitivity and specificity of US-FNAB's (Ultrasound-fine needle aspiration biopsy, US-FNAB)
combined with the analysis of , rearrangements in preoperative diagnosis of papillary thyroid carcinoma (PTC)
diagnosis in order to provide useful molecular biomarkers for preoperative precise diagnosis of PTC. Thyroid US-FNAB
specimens from 346 nodules with suspicious malignancy risk of US features and 152 corresponding surgical samples were examined for
the presence of , rearrangements by PCR. DNA sequencing and analysis were performed. Of the 346
nodules, 192 nodules were clinically observed, 152 nodules underwent surgery, and 2 nodules refused suggestions of surgery. 51

mutations were found in FNAB specimens, of which 36 nodules were cytologically diagnosed carcinoma and 11 were
indeterminate and 4 were benign. 20 1 rearrangements were found in FNAB specimens, of which 17 nodules were cytologically
diagnosed carcinoma and 2 were indeterminate and 1 follicular adenomas. 3 3 rearrangements were found in FNAB specimens
which were cytologically diagnosed carcinoma. All nodules with the above molecular biomarkers were confirmed PTC after
thyroidectomy. mutation analysis was performed on the surgical specimens from the 45 histologically diagnosed PTC that
were negative in US-FNAB samplings. Only one case was negative. Molecular biomarkers analysis significantly enhanced the diagnostic
value of cytology for PTC from 73.96 % to 92.71 % . Molecular biomarkers analysis can significantly enhance the
diagnostic value of cytology for PTC and is also helpful for personal diagnosis and treatment.
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图 1细胞学诊断恶性涂片(SP× 200)

Fig.1 Cytologic slide of a malignant specimen(SP× 200)
图 2细胞学诊断良性涂片(SP× 200)

Fig.2 Cytologic slide of benign specimen(SP× 200)

前言

甲状腺癌是内分泌系统最常见的一类恶性肿瘤，其发病率

呈逐渐上升趋势[1，2]。该发病率的增加主要归因于甲状腺乳头状

癌(papillary thyroid carcinoma, PTC)的增加，尤其是高分辨超声

的引进，使得甲状腺乳头状微小癌的诊断率显著上升[1-3]。我院

分析统计了近 14年来我院就诊的 690 例甲状腺癌的患病趋

势，其中 PTC占 81.74 %，呈逐年上升趋势，其它甲状腺癌递增

不明显[4]。US-FNAB是目前术前鉴别甲状腺结节良恶性最可靠

的诊断工具，但受一些因素的影响，如穿刺样本不足(10 %-21

%)或缺乏特征的细胞形态学表现(10 %-30 %)以及细胞学本身

的局限性等，仍有 10 %-40 %的甲状腺结节不能确诊，其中有

接近 44 %是恶性[5，6]。这些未被确诊的患者就需要进一步的观

察或重复穿刺，或进行诊断性甲状腺手术，其中有 70 %-80 %

接受了不必要的手术[7]。随着对分子标志物研究的不断深入，已

有国外学者尝试将分子标志物的检测应用到术前穿刺中，以此

进一步提高甲状腺结节的术前诊断[8-11]。然而，US-FNAB联合

分子标志物的检测还未得到大规模的验证、普及，分子标志物

对于最优诊治方案的指导还未得到充分的认识。为此，我们收

集了与我院行甲状腺术前 US-FNAB 的细胞学标本及相应结

节的术后新鲜组织，以此探讨 点突变、 及

重排在甲状腺结节细针穿刺标本中的表达及其对

术前诊断结节良恶性的意义。

1 材料与方法

1.1 材料

收集 2013 年 7月至 2014年 8月我院收治的进行甲状腺

术前 US-FNAB的患者 322例(共 346 个结节)，所有患者均久
居青岛、初发、无放射性物质接触史。收集其细针穿刺的标本。

选择进一步手术的结节 152个，收集其术后新鲜组织。标本采

集以不影响患者今后的诊治为基准，均得到患者的知情同意，

并经医学伦理委员会审核批准。

适应症：超声怀疑为甲状腺癌(直径≥ 0.4 cm)的结节；超声

诊断为良性结节，但随访中发现结节明显生长(结节体积增大
50 %以上，或至少有两条经线超过 20 %)，或伴有恶变的症状、

体征(声音嘶哑、吞咽 /呼吸困难、颈部淋巴结大、结节固定)。
1.2 方法
1.2.1 超声引导下细针穿刺细胞学检查 在进行 US-FNAB

前，常规签署知情同意书。超声 (西门子 S1000，高频探头
14-5MHz) 引导下确认穿刺位置和路径。常规碘伏消毒穿刺位

置，铺无菌洞巾。2 %的利多卡因逐层浸润麻醉。取 10 mL注射

器，抽 4-5 mL负压，由最佳穿刺点进针，不同方向反复穿插可

疑结节 4-5次后，迅速拔出针头，将抽吸物推与载玻片上，用拉

片法均匀涂片，并用 95 %的乙醇固定。将固定的涂片交予病理

科行 HE染色，细胞学诊断(图 1、2)。对于伴有纤维化、钙化的

结节，不易得到足够的细胞学标本时，可根据患者情况考虑重

复穿刺。

1.2.2 细针穿刺所得标本的处理 用 5 mL生理盐水反复冲洗

上述涂片后的 10 mL注射器，并将冲洗液收集于 5 mL冻存管
中。立即用低温离心机(4 ℃；4000 r／min)离心 10分钟，弃上清

液，剩余的 300 滋L的 FNAB标本置液氮中保存，用于基因组
DNA、RNA的提取。
1.2.3 对应结节术后新鲜组织的处理 标本离体 1 h内用眼

科剪获取已进行细针穿刺的相应结节组织，装于 2 mL冻存管
中，迅速置于液氮中保存。

1.2.4 点突变的基因分析 ① DNA 提取：使用
DNA/RNA共提取试剂盒(DP422)对 FNAB的细胞学标本及相

应结节术后新鲜组织行 DNA提取。②DNA扩增：使用试剂
(KT-201) 对 DNA (A260/A280值 1.7-2.0，DNA浓度 20 ng/滋L

以上)进行 PCR扩增,扩增体系为 25 滋L，反应条件为 94 ℃预变

性 3 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，共 35

个循环；72℃，10 min。每组 PCR均设有内参及空白对照。引物

设计参考文献[12]。③琼脂糖凝胶电泳及测序：具体操作步骤参

照前期研究[13]。选择条带单一、清晰的 PCR产物送于上海申速

生物技术有限公司纯化测序。所得序列与正常 BRAF基因组序

列进行比对，筛选 点突变(图 3、4)。
1.2.5 及 基因重排的分析 ① RNA 提

取：使用 DNA/RNA共提取试剂盒(DP422)对 FNAB的细胞学

标本行 RNA 提取。②逆转录 CDNA：使用逆转录试剂盒
(KR106)对 RNA(A260/A280值 1.7-2.0, RNA浓度 20 ng/滋L以

上)进行逆转录。③巢式 PCR扩增 DNA：使用试剂(KT-201)将
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图 3 PCR扩增 BRAF基因

Fig.3 BRAF gene was analyzed by PCR

图 4 点突变

Fig.4 mutation

所得 CDNA进行 PCR扩增。扩增体系 25 滋L，反应条件及引物

参照前期研究[13]。每组 PCR均设有内参及空白对照。④琼脂糖

凝胶电泳及测序：同上(图 5、6、7)。

1.3 统计学处理

采用 SPSS19.0 统计学软件进行数据分析 , US-FNAB 与
US-FNAB 联合 点突变、 重排两种甲状腺

结节术前诊断方法的比较采用 McNemar 配对 X2 检验，

点突变与患者性别、肿瘤大小、被膜外侵犯、淋巴结

转移之间的相关性采用独立 X2检验，P＜ 0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 术前甲状腺 US-FNAB细胞学结果与术后组织病理类型

依据 Bethesda病理分级，细胞学结果分为：良性 230个；非

典型 3个；滤泡性肿瘤或可疑滤泡性肿瘤 10个；可疑恶性 22

个；恶性 75个；无法诊断或不满意 6个，重复穿刺后，4个细胞

学结果为良性，另 2个仍无法诊断。(最终细胞学结果及对应术

后病理类型见图 8)

2.2 术前 US-FNAB细胞学标本及其对应结节术后新鲜组织的

基因检测结果

术前 US-FNAB 标本中 共检测到 51 个结 节发 生

点突变，其细胞学分类为 36个恶性，11 个可疑恶

性，4 个良性。该 51 个发生突变的结节术后病理证实均为
PTC。20个发生 1重排，其术前细胞学结果为 17个恶

性，2个可疑恶性，1个滤泡性肿瘤或可疑滤泡性肿瘤，术后病

理证实均为 PTC。3个结节发生 3重排，其术前细胞

学结果为恶性，术后病理证实均为 PTC。对 45 个术前
US-FNAB 标本检测 突变阴性而术后病理证实为

PTC的结节，将其对应结节的术中组织行该基因的检测，仅有

1个结节的术后组织中检测到该突变。见图 8。

2.3 基因检测的价值

以术后的组织病理为金标准。本研究中，术前 US-FNAB

诊断 PTC的敏感性、特异性、准确性分别为 73.96 %、92.86 %、

80.92 %。US-FNAB+ + + 诊断

PTC的敏感性、特异性、准确性分别为 92.71 %、92.86 %、92.76

%。采用 McNemar配对 X2检验比较 US-FNAB 与 US-FNAB

联合上述分子标志物两种术前诊断方法，P＜ 0.05(X2=16.06)，

差异有统计学意义。从上述具体资料来看，US-FNAB联合上述

分子标志物在术前诊断 PTC方面更优(表 1、2)。

2.4 点突变与患者性别、肿瘤大小、被膜外侵犯、淋

巴结转移之间的相关性

图 5巢式 PCR扩增 及 重排产物

Fig.5 and rearrangements were detected by

nested-PCR

图 6 重排

Fig.6 rearrangements

图 7 3重排

Fig.7 3 rearrangements
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图 8术前 US-FNAC诊断及其分子标志物的表达以及对应病理诊断

Fig.8 Correlation between preoperative cytology, molecular findings, and corresponding histological diagnosis

Note: PTC, papillary thyroid carcinoma; FTC, follicular thyroid carcinoma; MTC, medullary thyroid carcinoma; BL, benign lesion. mutations

with rearrangements were detected in 3 nodules. No findings meant anyone of mutation, rearrangements

was detected.

接受手术的 152个结节中，术后病理证实 96个为 PTC,其

共有 52个发生 点突变，突变率 54.17 %(52/96)。采

用独立 X2检验探究 突变与患者性别、肿瘤大小、被

膜外侵犯、淋巴结转移之间的相关性，提示 点突变

与甲状腺被膜外侵犯相关(X2= 4.11, P＜ 0.05)，与患者性别、肿

瘤大小、淋巴结转移无明显相关性(表 3)。

3 讨论

点突变主要发生在 PTC(约 45 %左右)，其中典

型 PTC占 35 %-79 %，滤泡变异型 PTC占 5 %-20 %，未分化癌

占 25 %，在其他类型的甲状腺癌以及结节性甲状腺肿中均未

发现[14，15]，因此可以推断，该突变对于甲状腺癌的特异性很高。

本研究中青岛地区 点突变在 PTC中发生率为 54.12

%(52/96)，3个髓样癌、1 个滤泡状甲状腺癌及 52 个良性结节

均未见 点突变，与上述文献报道基本相符，但其突

变率高于前期(37.5 %)的研究[13]。推测可能原因有：①本次研究

中 PTC样本例数较之前明显增大，能更准确的反映青岛地区

突变情况；②本次研究对象为超声怀疑为甲状腺癌

的患者；③不排除近 7年来 点突变在 PTC中发生率

的改变。本研究中，由于样本量有限， 点突变对于
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表 1术前 US-FNAB与 US-FNAB联合 、 1 3诊断 PTC的敏感性、特异性、准确性(%)

Table 1 Sensitivity and specificity of Preoperative US-FNAB diagnosis and US-FNAB combined with the analysis of

rearrangements (%)

Preoperative diagnosis Sensitivity(%) Specificity(%) Accuracy(%)

US-FNAB 73.96 92.86 80.92

US-FNA+ BRAF+ 92.71* 92.86 92.76*

Note: *P<0.05, compared with US-FNAB group.

表 2 152个甲状腺结节的术前 US-FNAB与 US-FNAB联合 点突变、 重排诊断方法之间比较的四格表（个）

Table 2 Comparison of US-FNAB diagnosis with US-FNAB+BRAF+RET diagnosis for 152 nodules of thyroid gland

US-FNAB
US-FNA+BRAF+RET

Total
Positive Negative

Positive 75 0 75

Negative 18 59 77

Total 93 59 152

表 3 点突变与患者性别、肿瘤大小、被膜外侵犯、淋巴结转移之间的相关性

Table 3 Correlation between mutation, gender, tumor size, extracapsular extension and lymph node metastasis

Clinical factors Number mutation(%) X2 value P value

Gender

Male 23 16(69.57)

Female 73 36(49.31) 2.88 ＞0.05

Tumor size(cm)

＜1.0 49 24(50.00)

≥ 1.0 47 28(59.57) 1.08 ＞0.05

Extracapsular extension

Yes 32 22(68.75)

No 64 30(46.88) 4.11 ＜0.05

Lymph node metastasis

Yes 37 24(64.86)

No 59 28(47.46) 2.77 ＞0.05

PTC特异性为 100 %，虽然该基因对于甲状腺癌特异性较高，

但近期有 1病例报道称，使用双引物寡核苷酸多聚酶链反应可

以提高检测 点突变的灵敏度，但同时也增加了假阳

性结果，尤其对于细胞学检查不能确诊的患者[16]。尽管目前这

方面的报道很少见，但临床医师需注意使用高灵敏度检测方法

时该情况的发生。本次研究中 1个结节术前 US-FNAB标本未

检测 突变而术后组织检测到该基因突变。术前

US-FNAB 标本用于 突变检测的成功率为 98.96 %

(95/96)。

除了 点突变，APK通路中另一常见、重要的基

因改变是 重排。根据不同研究者所采用方法的不同

以及地域、年龄等的差异， 重排的发生率也有所不

同，散发性 PTC中占 10 %-20 %，有辐射接触史者高达 50 %

-80 %，儿童是 40 %-70 %，低龄和射线暴露是形成 重

排的危险因子[17]。本研究中的患者均未接触放射性物质，无儿

童，检测结果显示 重排率为 23.96 %(23/96)。与文献

报道基本相符，但与我们前期研究(47.92 %)相比较低。具体原

因尚不清楚，可能原因有：①本研究样本为术前 US-FNAB 标

本，提取的 RNA浓度较低，虽然采用巢式 PCR扩增，但不排除

假阴性的可能。尽管在术后组织中对 突变进行了验

证，术前 US-FNAB标本用于 突变检测的成功率为

98.96 %，但该成功率是否适应于 重排，有待近一步

术后组织的验证；②本次选取的对象为超声怀疑为甲状腺癌的

患者；③本研究样本较前明显增加，能更准确的反应青岛地区

重排情况。近期有文献报导，在增长较快的甲状腺滤

泡性腺瘤、结节性甲状腺肿、桥本甲状腺炎、甲亢中均有不同程

度的发生[18，19]。而在本次研究中， 重排仅见于 PTC，3

个髓样癌、1个滤泡状甲状腺癌及 52个良性结节中均未发现。
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可能与研究中除 PTC外其他类型太少有关。因此，将

重排应用到术前细胞学诊断中要注意假阳性的发生。可以推断

重排在诊治乳头状甲状腺癌方面主要与其他基因，

如 点突变，联合应用，以提高实验结果的准确性
[20，21]。

本研究中术前 US-FNAB诊断 PTC的敏感性、特异性分别

为 73.96 %、92.86 %，与文献报道基本一致[12，22]。然而，目前对于

细胞学结果阳性的标准尚不统一，有将细胞学诊断恶性定义为

阳性，也有将细胞学诊断恶性及可疑恶性均定义为阳性[12，22，23]。

这造成了术前 US-FNAB诊断甲状腺 PTC在敏感性、特异性等

方面主观的不同。本研究考虑到目前国内术前 US-FNAB在诊

断甲状腺结节良恶性方面技术相差较大，尤其在诊断可疑恶性

方面，故将阳性的标准定义为细胞学诊断恶性。术前 US-FNAB

联合上述分子标志物以后诊断 PTC的敏感性提高了 18.75 %，
因此 US-FNAB联合分子标志物检测必定有助于术前诊断。本

研究中，术前 US-FNAB诊断为恶性的 75个结节中，上述分子

标志物检出率 70.67 %(53/75，有 3 个结节 合并

重排 )，术后病理证实 71 个为 PTC。在术前
US-FNAB诊断为可疑恶性的 22结节中，术后病理证实有 20

个 PTC，而其分子标志物仅诊断出 13个 PTC。因此单纯上述分

子标志物的检测不能取代术前 US-FNAB[24]。我们推断随着超

声诊断医师、病理科医师细胞学诊断技术的提高，术前联合分

子标志物的检测对于如何选择最佳治疗方案、最大限度的提高

患者生活质量意义更大。目前，分子标志物对于临床诊治方案

的指导还未得到充分的认识，为此，我们将最大限度的追踪随

访上述患者的诊治及预后情况。

我们前期研究发现，血小板源性生长因子(PDGF-B)与肿瘤

的生长和浸润密切相关，而 基因突变与 PDGF-B表

达强度之间具有强相关性[13]。有文献也报道了 点突

变诱导的一个基因簇上调金属蛋白酶 (metalloproteinases,

MMP)，包括 MMP3、MMP9 及 MMP13，其特征是使细胞在基

膜上的生长更具迁移性，向基膜侵袭增加 [25]。本研究中

点突变与患者性别、肿瘤大小、淋巴结转移无明显相

关性，而与甲状腺被膜外侵犯相关。可能与本研究观察时间及

样本有限，无法对 PTC患者术后复发及淋巴结转移情况等预

后做出正确判断，尚需要进一步扩充样本例数，完善术后随访。

综上所述，本研究结果初步表明，对术前 US-FNAB 细胞

标本进行分子标志物的检测方法可靠，联合 突变、

及 检测可显著提高术前诊断 PTC的准

确性，并有助于进一步选择最优诊治方案。
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